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Recombinación de virus de gripe 
 
Campo técnico 
 
 La presente invención se encuentra en el campo de intercambio de virus de gripe A. además, se relaciona 5 
con la fabricación de vacunas para proteger contra virus de gripe A.  
 
Técnica anterior 
 
 La protección más eficiente contra infección de gripe es la vacuna contra cepas circulantes y es importante 10 
producir virus de gripe para la producción de vacunas lo más rápido posible.  
 
 Los virus de gripe de tipo salvaje a menudo crecen a títulos bajos en huevos y cultivo celular. Con el fin de 
obtener la cepa de virus que mejor crezca para la producción de vacunas en la actualidad es común la práctica de 
recombinación de cepas circulantes de vacuna con una cepa donante de alto rendimiento  y de rápido crecimiento. 15 
Esto puede conseguirse co-infectando un huésped de cultivo con la cepa de gripe circulante (la cepa de la vacuna) y 
con la cepa donante de alto rendimiento y seleccionando los virus recombinantes que contienen los segmentos de 
hemaglutinina (HA) y neuraminidasa (NA) de la cepa de la vacuna y los otros segmentos virales (esto es, aquellos 
que codifican PB1, PB2, PA, NP, M1, M2, NS1 y NS2) de la capa donante. Otra técnica es recombinar los virus de 
gripe mediante genética inversa (véase, por ejemplo, referencias 1 y 2).  20 
 
 La referencia 2 presenta que un virus de gripe recombinantes que contiene un segmento de gen PB1 de 
A/Texas/1/77, los segmentos HA y NA de A/New Caledonia/20/99, un segmento PA modificado derivado de A/Puerto 
Rico/8/34 y el resto de segmentos virales de A/Puerto Rico/8/34 muestran un mayor crecimiento en células.  
 25 
 Más virus recombinantes de gripe se describen en Abt et al Vaccine 29(32):5153-5162 (Mayo 2011), Fluvini 
e tal PLOS ONE 6(6) (Junio 2011) y WO2010/077986.  
 
 En la actualidad hay solamente un número limitado de cepas donantes para virus recombinantes de gripe 
para fabricación de vacunas, y la capa más comúnmente usada es la cepa A/Puerto Rico/8/34 (A/PR/8/34). Sin 30 
embargo, los virus recombinantes de gripe que contienen segmentos del eje central de A/PR/8/34 no siempre crecen 
lo suficientemente bien para asegurar una fabricación de vacuna eficiente. Por lo tanto, existe la necesidad en la 
técnica de proporcionar cepas donantes adicionales y mejoradas para recombinación de virus de gripe.  
 
Resumen de realizaciones preferentes 35 
 
 Los inventores ahora han descubierto inesperadamente que los virus de gripe que comprenden segmentos 
del eje central de dos cepas donantes de gripe pueden crecer más rápido en un huésped de cultivo en comparación 
con virus recombinantes de gripe A que contienen todos los segmentos del eje central de la misma cepa donante. En 
particular, los inventores han encontrado que los virus de gripo que comprenden los segmentos del eje central 40 
derivados de dos cepas donantes de alto rendimiento pueden producir recombinantes de mayor rendimiento con 
genes HA/NA relevantes de la vacuna diana que los recombinantes hechos con cualquiera de las dos cepas 
donantes originales.  
 
 En principio, todos los segmentos de virus de gripo A muy relacionados pueden recombinarse 45 
específicamente para producir virus viables, peor solamente una pequeña fracción de estos virus será 
recombinantes con alto crecimiento, debido a las actividades ineficientes de los componentes virales resultantes. Los 
inventores han proporcionado combinaciones del eje central que producen cepas de alto rendimiento.  
 
 La invención proporciona un virus recombinante de gripe A que puede crecer hasta títulos más altos virales 50 
en células MDCK en el mismo tiempo y bajo las mismas condiciones de crecimiento en comparación con A/Puerto 
Rico/8/34, donde el virus recombinante de gripe A comprende segmentos del eje central de dos cepas donantes, 
donde los segmentos virales de PB1 y PB2 son de la cepa donante 105p30y (a) tiene al menos 95% identidad con 
las secuencias de SEQ ID Nos: 18 y 19 , o (b) codifican polipéptidos que tiene al menos 99% identidad con la 
secuencia de polipéptido codificada por SEQ ID Nos: 18 y 19, donde al menos un segmento viral del eje central del 55 
virus recombinante de gripe A es de la cepa donantes PR8-X, y donde:  
 

a) el segmento PA del virus recombinante de gripe A tiene una secuencia que tiene al menos 95% identidad 
con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 9 y 17, el segmento M del virus 
recombinante de gripe A tiene una secuencia que tiene al menos 95% identidad con una secuencia 60 
seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 13 y 21, el segmento NP del virus recombinante de 
gripe A tiene una secuencia que tiene al menos 95% identidad con una secuencia seleccionada del grupo 
consistente en SEQ ID Nos: 12 y 20, el segmento NS del virus recombinante de gripe A tiene una secuencia 
que tiene al menos 95% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 
14 y 22; o 65 
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b) los segmentos virales del eje central codifican polipéptidos que tiene al menos 99% identidad con las 
secuencias de polipéptido codificadas por SEQ ID Nos: 12-14 o 20-22.  

 
 Los virus recombinantes de gripe A aquí desvelados que comprenden segmentos del eje central de dos o 
más cepas donantes de gripe pueden contener los segmentos virales PB1 y PB2 de la misma cepa donante, en 5 
particular la cepa del tipo A/New Caledonia/20/1999, aquí referida como la cepa 105p30. Los segmentos virales PB1 
y PB2 pueden tener al menos 99% identidad o 100% identidad con la secuencia de SEQ ID NO: 2 y/o SEQ ID NO: 3.  
 
 Donde los virus recombinantes de gripe A aquí desvelados comprenden segmentos del eje central de dos o 
más cepas donantes, cada cepa donantes puede proporcionar más de un segmento de eje central del virus 10 
recombinantes de gripe A, pero uno o más de las cepas donantes puede también proporcionar solamente un único 
segmento del eje central.  
 
 Donde los virus recombinantes de gripe A aquí desvelados comprenden segmentos del eje central de dos, 
tres, cuatro o cinco cepas donantes, una o dos de las cepas donantes pueden proporcionar más de un segmento de 15 
eje central del virus recombinantes de gripe A. En general, los virus recombinantes de gripe A no pueden 
comprender más de seis segmentos del eje central. Por consiguiente, por ejemplo, si una de las cepas donantes 
proporciona cinco de los segmentos virales, el virus recombinante de gripe A solo puede comprender segmentos del 
eje central de un total de dos cepas donantes diferentes.  
 20 
 Donde un virus recombinantes de gripe A aquí desvelado comprende el segmento PB1 de A/Texas/1/77, 
preferentemente no comprende el segmento PA, NP o M de A/Puerto Rico/8/34. Donde un virus recombinantes de 
gripe A aquí desvelado comprende el segmento PA, NP o M de A/Puerto Rico/8/34, preferentemente no comprende 
el segmento PB1 de A/Texas/1/77. La invención no abarca virus recombinantes de gripe A que tengan el segmento 
PB1 de A/Texas/1/77 y los segmentos PA, NP o M de A/Puerto Rico/8/34. El segmento PB1 de A/Texas/1/77 puede 25 
tener las secuencia de SEQ ID NO: 46 y los segmentos PA, NP o M de A/Puerto Rico/8/34 pueden tener la 
secuencia de SEQ ID Nos 47, 48  o 49 respectivamente.  
 
 Los inventores también han descubierto que variantes de cepas donantes conocidas pueden crecer hasta 
títulos virales más altos en comparación con la cepa donante original y por lo tanto ser mejores cepas donantes para 30 
recombinar virus de gripe. Ejemplos de tales cepas son PR8-X y 105p30.  
 
 Las cepas de virus de gripe A de la invención pueden crecer a títulos virales más altos en células MDCK en 
el mismo tiempo y bajo las mismas condiciones de crecimiento en comparación con A/Puerto Rico/8/34 y/o tener 
mayor eficiencia de rescate en comparación con cepas recombinantes de gripe que comprenden todos los 35 
segmentos del e je central de la misma cepa donante de gripes. Como aquí se desvela es un virus recombinante de 
gripe A que comprende al menos un segmento viral del eje central de tal cepa de gripe.  
 
 Aquí también se desvela un virus recombinante de gripe A que comprende al menos un segmento viral del 
eje central de una cepa donante, donde la cepa donante se selecciona del grupo consistente en 105p30 y PR8-X. 40 
Cuando al menos un segmento viral del eje central es el segmento PA puede tener una secuencia que tiene al 
menos 95% o al menos 99% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 9 y 
17. Cuando al menos un segmento viral del eje central es el segmento PB1, puede tener una secuencia que tiene al 
menos 95% o al menos 99% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 10 y 
18. Cuando al menos un segmento viral del eje central es el segmento PB2, puede tener una secuencia que tiene al 45 
menos 95% o al menos 99% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 11 y 
19. Cuando al menos un segmento viral del eje central es el segmento M puede tener una secuencia que tiene al 
menos 95% o al menos 99% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 13 y 
21. Cuando al menos un segmento viral del eje central es el segmento NP puede tener una secuencia que tiene al 
menos 95% o al menos 99% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 12 y 50 
20. Cuando al menos un segmento viral del eje central es el segmento NS puede tener una secuencia que tiene al 
menos 95% o al menos 99% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 14 y 
22. 
 
 En casos donde el virus recombinante de gripe A comprende segmentos de al menos dos cepas donantes 55 
de gripe, al menos un segmento del eje central puede derivarse de una cepa donante seleccionada del grupo 
consistente en 105p30 y PR8-X, como se ha analizado en el párrafo anterior. Los virus recombinantes de gripe A 
aquí desvelados comprenden 1, 2, 3 o 4 segmentos virales de la cepa donante 105p30 donde el segmento PA 
puede tener al menos 95% identidad o 100% identidad con SEQ ID NO: 17, el segmento NP puede tener al menos 
95% identidad o 100% identidad con SEQ ID NO: 20, el segmento M puede tener al menos 95% identidad o 100% 60 
identidad con SEQ ID NO: 21 y el segmento NS puede tener al menos 95% identidad o 100% identidad con SEQ ID 
NO: 22. Tales virus de gripe A también comprenden al menos un segmento viral del eje central de la cepa donante 
PR8-X. Donde el al menos un segmento viral es el segmento PA puede tener al menos 95% identidad o 100% 
identidad con SEQ ID NO: 9. Donde el al menos un segmento viral es el segmento NP puede tener al menos 95% 
identidad o 100%identidad con SEQ ID NO: 12. Donde el al menos un segmento viral es el segmento M puede tener 65 
al menos 95% identidad o 100% identidad con SEQ ID NO: 13. Donde el al menos un segmento viral es el segmento 
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NS puede tener al menos 95% identidad o 100% identidad con SEQ ID NO: 9. Los inventores han mostrado que los 
virus recombinantes de gripe A que comprenden tales segmentos del eje principal crecen bien en cultivo celular. En 
general, un virus recombinante de gripe contendrá solamente uno de cada segmento del eje principal. Por ejemplo, 
cuando el virus de gripe comprende el segmento PA de 105p30 no comprenderá al mismo tiempo el segmento PA 
de PR8-X.  5 
 
 En realizaciones preferentes, el virus comprende segmentos virales que tienen al menos 95% identidad o 
100% identidad con la secuencia de a) el segmento PB2 de SEQ ID NO: 19, el segmento PB1 De SEQ ID NO: 18 y 
el segmento NS de SEQ ID NO: 22; o (b) el segmento PB2 de SEQ ID NO: 19, el segmento PB1 De SEQ ID NO: 18 
y el segmento M de SEQ ID NO: 21; o (c) el segmento PB2 de SEQ ID NO: 19, el segmento PB1 De SEQ ID NO: 18 10 
y el segmento NP de SEQ ID NO: 20; o (d) el segmento PB2 de SEQ ID NO: 19, el segmento PB1 De SEQ ID NO: 
18 y el segmento PA de SEQ ID NO: 17. Estas realizaciones son preferentes porque los inventores han descubierto 
que tales virus recombinantes de gripe A crecen particularmente bien en cultivo celular.  
 
 La invención proporciona un método para preparar los virus recombinantes de gripe A de la invención. 15 
Estos métodos comprenden las etapas de (i) introducir en un huésped de cultivo una o más construcciones 
expresión que codifica(n) los segmentos virales requeridos para producir el virus de gripe A de la invención donde 
los segmentos virales del eje principal son de dos o más cepas de gripe; y (ii) cultivar el huésped de cultivo con el fin 
de producir virus recombinante y opcionalmente (iii) purificar el virus obtenido en la etapa (ii).  
 20 

El método puede comprender las etapas de (i) introducir en un huésped de cultivo una o más 
construcciones expresión que codifica(n) los segmentos virales requeridos para producir el virus de gripe A de la 
invención donde los segmentos virales del eje principal son de dos o más cepas de gripe y los segmentos PB1 y 
PB2 son de la misma cepa donante; y (ii) cultivar el huésped de cultivo con el fin de producir virus recombinante y 
opcionalmente (iii) purificar el virus obtenido en la etapa (ii). 25 
 
 También se proporciona un método para preparar un virus recombinante de gripe A de la invención que 
comprende las etapas de (i) introducir en un huésped de cultivo una o más construcciones expresión que codifica(n) 
los segmentos virales requeridos para producir el virus de gripe A de la invención donde los segmentos virales del 
eje principal son de dos o más cepas de gripe y los segmentos HA y PB1 son de diferentes cepas de gripe que tiene 30 
el mismo subtipo HA de gripe; y (ii) cultivar el huésped de cultivo con el fin de producir virus recombinante y 
opcionalmente (iii) purificar el virus obtenido en la etapa (ii). 
 

La invención también proporciona un método para preparar un virus recombinante de gripe A de la 
invención que comprende las etapas de (i) introducir en un huésped de cultivo una o más construcciones expresión 35 
que codifica(n) los segmentos virales requeridos para producir el virus de gripe A de la invención donde los 
segmentos virales del eje principal son de una cepa de gripe 105p30 y/o PR8-X y donde al menos un segmento viral 
se deriva de una segunda cepa de gripe; y (ii) cultivar el huésped de cultivo con el fin de producir virus recombinante 
y opcionalmente (iii) purificar el virus obtenido en la etapa (ii). 

 40 
Los métodos pueden además comprender las etapas de: (iv) infectar un huésped de cultivo con el virus 

obtenido en la etapa (ii) o etapa (iii); (v) cultivar el huésped de cultivo de la etapa (iv) para producir más virus; y 
opcionalmente (vi) purificar el virus obtenido en la etapa (v).  

 
La invención también proporciona un método para producir virus que comprende las etapas de (a) infectar 45 

un huésped de cultivo con un virus recombinante de la invención; (b) cultivar el huésped de la etapa (a) para producir 
el virus; y opcionalmente (c) purificar el virus obtenido en la etapa (b).  

 
La invención también proporciona un método para preparar una vacuna, que comprende las etapas de (d) 

preparar un virus mediante los métodos de una cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente y (e) preparar 50 
una vacuna a partir del virus.  

 
Aquí también se desvelan las cepas de gripe PR8-X y 105p30.  
 
Aquí también se desvelan cepas de virus de gripe variante H1N1 donde el segmento de genoma M tiene 55 

lisina en la posición correspondiente al aminoácido 95 de SEQ ID NO: 33 cuando se alinea con SEQ ID NO: 33 
usando un algoritmo de alineamiento de pares. Las cepas de virus de gripe variante H1N1 pueden además tener un 
segmento HA que tiene glicina en la posición correspondiente al aminoácido 225 de SEQ ID NO: 35 cuando se 
alinea con la SEQ ID NO: 35 y/o tiene asparagina en la posición correspondiente al aminoácido 231 de SEQ ID NO: 
35 cuando se alinea con la SEQ ID NO: 35 usando un algoritmo de alineamiento de pares. La cepa de virus de gripe 60 
variante H1N1 también puede tener un segmento NA que tiene histidina en la posición correspondiente al 
aminoácido 70 de SEQ ID NO: 31 cuando se alinea con SEQ ID NO. 31 usando un algoritmo de alineamiento de 
pares.  

 
El algoritmo de alineamiento de pares preferente es el algoritmo de alineamiento global Needleman-Wunsch 65 

[4] que usa parámetros estándares (por ejemplo, con penalización de apertura de hueco = 10,0, y con penalización 
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de extensión de hueco = 0,5, usando la matriz de clasificación EBLOSUM62). Este algoritmo se implementa 
convenientemente en la herramienta needle en el paquete EMBOSS [5].  

 
Aquí también se desvela un sistema de expresión que comprende una o más construcciones que 

comprenden los segmentos que codifican vARN de un virus de gripe A donde las construcciones de expresión 5 
codifican los segmentos virales del eje central de dos o más cepas donantes de gripe. Las construcciones de 
expresión pueden codificar los segmentos PB1 y PB2 de la misma cepa donante.  

 
Aquí también se desvela un sistema de expresión que comprende uno o más construcciones de expresión 

que comprende los segmentos que codifican vARN de una cepa 105p30 o PR8-X donde las construcciones de 10 
expresión comprenden al menos un segmento viral del eje central de la cepa 105p30 o PR8-X. Las construcciones 
de expresión pueden además comprender vARNs que codifican segmentos PB2, NP, NS, M y PA de PR8-X.  

 
 Aquí también se desvela una célula huésped que comprende los sistemas de expresión aquí desvelados. 

Estas células huéspedes pueden expresar un virus de gripe A de las construcciones de expresión en el sistema de 15 
expresión.  

 
También se proporcionan as construcciones de expresión que pueden usarse en los sistemas de expresión 

de acuerdo con la divulgación. Por ejemplo, aquí también se desvela una construcción de expresión que codifica los 
segmentos del eje central de las cepas recombinantes de gripe de acuerdo con la invención en la misma 20 
construcción.  

 
Cepas donantes   
 
 Las cepas donantes de gripe son cepas que típicamente proporcionan los segmentos del eje central en una 25 
virus recombinante de gripe, aunque algunas veces pueden también proporcionar el segmento HA o NA, pero no 
ambos, del virus. Sin embargo, normalmente tanto el segmento HA como NA en un virus recombinante de gripe será 
de la cepa de la vacuna.  
 
 Los inventores han descubierto inesperadamente que los virus de gripe que comprenden segmentos del eje 30 
central de dos  o más cepas donantes de gripe pueden crecer hasta títulos más altos en cultivos celulares en 
comparación con virus recombinantes de gripe que contienen todos los segmentos del eje central de la misma cepa 
donante. Los inventores también han mostrado que este efecto se debe a la presencia de segmentos del eje central 
de dos cepas donantes y no requiere la presencia de segmentos virales con mutaciones específicas. Sin embargo, 
se consiguen resultados particularmente buenos con cepas de gripe A donde el segmento de genoma M tiene lisina 35 
en la posición correspondiente al aminoácido 95 de SEQ ID NO: 33 cuando se alinea con SEQ ID NO: 33.  
 
 Los virus recombinantes de gripe A que comprenden los segmentos PB1 y PB2 de la misma cepa de gripe 
(por ejemplo 105p30) también son ventajosos porque muestra una mejor eficacia de rescate en comparación con 
virus de gripe donde los segmentos PB1 y PB2 son de diferentes virus. Los segmentos PB1 y PB2 de 105p30 tienen 40 
la secuencia de SEQ ID Nos 18 y 19, respectivamente.  
 
 Los inventores también han mostrado que algunas cepas de virus de gripe pueden crecer hasta títulos 
virales más altos en células MDCK en el mismo tiempo y bajo las mismas condiciones de crecimiento en 
comparación con A/Puerto Rico/8/34.  45 
 
 Las variantes de cepas donantes de gripe que se deriva de las cepas donantes aquí desveladas u otras 
cepas donantes conocidas como A/PR/8/34 (wt PR8) también pueden ser útiles como cepas donantes. Estas cepas 
donantes pueden crecer hasta títulos virales más altos (en el mismo tiempo y bajo las mimas condiciones de 
crecimiento) en comparación con la cepa donante de la que se derivan. Por ejemplo, los inventores han descubierto 50 
inesperadamente de la cepa de gripe A/PR/8/34 varias veces en el cultivo celular da como resultado una cepa de 
virus (PR8-X) que crecen hasta títulos virales mucho más altos en comparación con la cepa original A/PR8/34. De la 
misma manera, los inventores han descubierto que el paso de la cepa A/New Caledonia/20/1999 varias veces en 
célula da como resultado una cepa (105p30) que crece hasta títulos incluso más altos en comparación con la cepa 
que no pasó A/New Caledonia/20/1999 en el mismo tiempo y bajo las mismas condiciones de crecimiento. Las 55 
variantes de cepa donante de la presente invención conseguirán típicamente títulos virales que son al menos 10%, al 
menos 20%, al menos 100%, al menos 200%, al menos 5000% o al menos 1000% más altos bajo las mismas 
condiciones de crecimiento y durante el mismo tiempo (por ejemplo 12 horas, 24 horas, 48 horas o 72 horas) en 
comparación con los títulos virales obtenidos con la cepa donante de la que se derivó la variante.  
 60 
 Los segmentos de PR8-X tiene las secuencias de: SEQ ID NO: 11 (PB2), SEQ ID NO: 10 (PB1), SEQ ID 
NO: 9 (PA), SEQ ID NO: 12 (NP), SEQ ID NO: 13 (M), SEQ ID NO: 14 (NS), SEQ ID NO: 15 (HA) O SEQ ID NO: 16 
(NA).  
 
 65 
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 Los segmentos de 105p30 tiene las secuencias de: SEQ ID NO: 19 (PB2), SEQ ID NO: 18 (PB1), SEQ ID 
NO: 17 (PA), SEQ ID NO: 20 (NP), SEQ ID NO: 21 (M), SEQ ID NO: 22 (NS), SEQ ID NO: 23 (HA) O SEQ ID NO: 24 
(NA).  
 
 Las cepas de gripe que contienen uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete de los segmentos de las cepas 5 
105p30 o PR8-X pueden también usarse como cepas donantes.  
 
 La invención puede practicarse con cepas donantes que tienen al menos un segmento viral que tiene al 
menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, al menos 
aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95% o al menos 10 
aproximadamente 99% identidad con una secuencia de SEQ ID NOS 12-14 o 18-22. Por ejemplo, debido a la 
degeneración del código genético, es posible tener el mismo polipéptido codificado por varios ácidos nucleicos con 
diferentes secuencias. Así, la invención puede practicarse con segmentos virales que codifican los mismos 
polipéptidos como las secuencias de SEQ ID NOS 12-14 o 18-22. Por ejemplo, las secuencias de ácido nucleico de 
las SEQ ID Nos: 3 y 28 tienen solamente 73% identidad aunque codifican la misma proteína viral.  15 
 
 La invención también puede practicarse con segmentos virales que codifican polipéptidos que tiene al 
menos 99% identidad con las secuencias de polipéptido codificadas por SEQ ID NOS 12-14 o 18-22.  
 
 Las variaciones en el ADN y en la secuencia de aminoácido pueden también surgir de mutaciones 20 
espontaneas que pueden ocurrir durante el paso de los virus. Tales cepas variantes de gripe también pueden usarse 
en la invención.  
 
Virus recombinantes 
 25 
 La invención proporciona virus recombinantes de gripe que comprende segmentos del eje central de dos 
cepas donantes de gripe como se menciona en las reivindicaciones. Los segmentos PB1 y PB2 pueden ser de la 
misma cepa donante.  
 
 Aquí también se desvelan virus recombinantes de gripe que comprenden al menos un segmento viral del 30 
eje central de una cepa de virus de gripe que pueden crecer hasta títulos virales más altos en células MDCK en el 
mismo tiempo y bajo las mismas condiciones de crecimiento en comparación con A/Puerto Rico/8/34.  
 
 Aquí también se desvelan virus recombinantes de gripe que comprenden al menos un segmento viral del 
eje central de las cepas donantes, por ejemplo, una cepa PR8-X o 105p30. Los virus recombinantes de gripe aquí 35 
desvelados pueden recombinarse entre dos, tres, o más cepas diferentes de gripe siempre y cuando al menos un 
segmento viral se derive de una cepa donante.  
 
 Los virus de gripe son virus de cadena de ARN con segmento negativo. Los virus de gripe A y B tiene ocho 
segmentos (NP, M, NS, PA, PB1, HA y NA) mientras que los virus de gripe C tiene siete. Los virus recombinantes 40 
aquí desvelados contienen los segmentos del eje central de dos o más cepas donantes,  o al menos un (esto es, 
uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis) segmento viral del eje central de las cepas donantes aquí desveladas. Los 
segmentos virales del eje central son aquellos que no codifican Ha o NA. Así, los segmentos del eje central 
codificarán típicamente los polipéptidos PB1, PB2, PA, NP, M1, M2, NS1 y NS2 del virus de gripe. Los virus 
recombinantes no contendrán típicamente los segmentos que codifican Ha y NA de las cepas donantes, aunque 45 
también se conciben los virus recombinantes que comprende Ha o NA pero no ambos de las cepas donantes aquí 
desveladas.  
 
 Cuando los virus recombinantes aquí desvelados son recombinantes que comprenden los segmentos del 
eje central de una única cepa donante, los virus recombinantes generalmente incluirán segmentos de la cepa 50 
donantes y la cepa de la vacuna en una proporción de 1:7, 2:6, 3:5, 4:4, 5:3, 6:2 o 7:1. Teniendo una mayoría de 
segmentos de la cepa donante, en particular una proporción de 6:2 es típica. Cuando los virus recombinantes 
comprenden segmentos de dos cepas donantes como se indica en la reivindicaciones, los virus recombinante 
incluirán generalmente segmentos de la primera cepa donante, la segunda cepa donante y la cepa de la vacuna en 
una proporción de 1:1:6, 1:2:5, 1:32:4, 1:5:2, 1:6:1, 2:1:5, 2:2:4, 2:3:3, 2:4:2, 2:5:1, 3:1:2, 3:2:1, 4:1:3, 4:2:2, 4:3:1, 55 
5:1:2, 5:2:1 o 6:1:1.  
 
 Preferentemente, los virus recombinantes no contienen el segmento H1 de la cepa donante ya que ésta 
codifica los principales antígenos de vacuna del virus de la gripe y debería por lo tanto venir de la cepa de la vacuna. 
Los virus recombinantes de la invención tiene por lo tanto preferentemente al menos el segmento HA y típicamente 60 
los segmentos HA y NA de la cepa de la vacuna.  
 
 Aquí también se desvelan virus recombinantes que contiene segmentos virales de más de uno, por ejemplo 
de dos o tres cepas donantes diferentes donde al menos un segmento viral, preferentemente no HA, se deriva de las 
cepas de gripe PR8-X o 105p30. Tales virus recombinantes de gripe contendrán típicamente el segmento HA y/o NA 65 
de una cepa de vacuna. Donde los recombinantes contienen segmentos virales de más de una cepa donante de 
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gripe, las cepas donantes adicionales pueden ser cualquier cepa donantes que incluya las cepas donantes aquí 
desveladas. Por ejemplo, algunos de los segmentos virales pueden derivarse de las cepas de gripe A/PR/8/34 o 
AA/6/60 (A/Ann Arbor/6/60). Los recombinantes que contienen segmentos virales de la cepa AA/6/60 pueden ser 
ventajosos, por ejemplo, donde el virus recombinante se usará como una vacuna viva atenuada de gripe.  
 5 
 La invención también abarca recombinantes que comprenden segmentos virales de más de una cepa de 
vacuna siempre y cuando los recombinantes comprendan un eje central de acuerdo con la presente invención. Por 
ejemplo, los virus recombinantes de gripe pueden comprender el segmento HA de una cepa donantes y el segmento 
NA de una cepa donante diferente.  
 10 
 Los virus recombinantes de la invención pueden crecer hasta títulos virales más altos que la cepa de 
vacuna de tipo salvaje de la que se derivan algunos de los segmentos virales del virus recombinantes en el mismo 
tiempo (por ejemplo 12 horas, 24 horas, 48 horas o 72 horas) y bajos las mismas condiciones de crecimiento. El 
título viral puede determinarse mediante métodos estándares conocidos por aquellos expertos en la técnica. Los 
virus recombinantes de la invención pueden conseguir un título viral que sea al menos 10% más alto, al menos 20% 15 
más alto, al menos 50% más alto, al menos 100% más alto, al menos 200% más alto, al menos 500% más alto o al 
menos 1000% más alto que el título viral de la cepa de vacuna de tipo salvaje en el mismo marco de tiempo y bajo 
las mismas condiciones.  
 
 La invención es adecuada para recombinar cepas de vacuna de gripe pandémica así como inter-pandémica 20 
(estacional). Las cepas recombinantes de gripe pueden contener virus de gripe A HA subtipos H1, H2, H3, H4, H5, 
H6, H7, H8, H9, h10, H11, H12, H13, H14, H15 o H16. Pueden contener el virus de gripe A NA subtipos N1, N2, N3, 
N4, N5, N6, N7, N8 o N9. Donde la cepa de vacuna usada en los virus recombinantes de gripe de la invención es 
una cepa de gripe estacional, la capa de vacuna puede tener un subtipo H1 o H3. En un aspecto de la invención la 
cepa de vacuna es una cepa H1N1 o H3N2.  25 
 
 Las cepas de vacuna para su uso en la invención también pueden ser cepas endémicas o cepas 
potencialmente endémicas. Las características de una cepa de gripe que le dan el potencial para causar un brote 
pandémico son: (a) contiene una hemaglutinina nueva en comparación con la hemaglutininas en cepas humanas 
actualmente circulantes, es oes, una que n o ha sido evidente en la población humana durante más de una década 30 
(por ejemplo, H2) o no se ha visto previamente en la población humana (por ejemplo, H5, H6 o H9, que 
generalmente solamente se han encontrado en poblaciones de pájaros), de manera que la población humana será 
inmunológicamente inexperto en la hemaglutinina de la cepa; (b) es capaz de transmitirse horizontalmente en la 
población humana; y (c) es patogénico en humanos. Una cepa de vacuna con hemaglutinina tipo H5 es preferente 
donde el virus recombinantes se usa en vacunas para inmunizar contra gripe pandémica, como una cepa H5N1. 35 
Otras cepas posibles incluyen H5N3, H9N2, H7N1 y H7N7 y otras cepas pandémicas potencialmente emergentes. 
La invención es particularmente adecuada para producir virus recombinantes para su uso en vacunas para proteger 
contra cepas de virus pandémico potencial que pueden extenderse o haberse extendido desde una población animal 
no humana a humanos, por ejemplo, cepa de gripe H1N1 de origen porcino.  
 40 
 La cepa e gripe recombinante de la invención puede comprender el segmento HA y/o el segmento NA de 
una cepa A/California/4/09. Así, por ejemplo, el segmento de gen HA puede codificar una hemaglutinina H1 que es 
más relacionada con la SEQ ID NO: 32 que con la SEQ ID NO: 25 (esto es, tiene una identidad secuencial de mayor 
grado cuando se compara con la SEQ ID NO: 32 que con la SEQ ID NO: 25 usando el mismo algoritmo y 
parámetros). Las SEQ ID Nos: 32 y 25 son 80% idénticas. Similarmente, el gen NA puede codificar una 45 
neuraminidasa N1 que está más relacionada con la SEQ ID NO: 27 que con la SEQ ID NO: 26. Las SEQ ID Nos: 27 
y 26 son 82% idénticas.  
 
 Las cepas que pueden usarse como cepas de vacuna incluyen cepas que son resistentes a terapia antiviral 
(por ejemplo, resistente a oseltamivir [6] y/o zanamivir), incluyendo cepas pandémicas resistentes [7].  50 
 
 La elección de una cepa donante para su uso en los métodos de la invención puede depender de la cepa 
de vacuna que se esté recombinando. Como los recombinantes entre cepas distantes evolucionarias no pueden 
replicar bien en cultivo celular, es posible que la cepa donante y la cepa de vacuna tengan el mismo subtipo HA y/o 
NA. En otras realizaciones, en cambio, la cepa de vacuna y la cepa donante pueden tener diferentes subtipos HA y/o 55 
NA, y esta disposición puede facilitar la selección de virus recombinantes que contiene el segmento HA y/o NA de la 
cepa de vacuna. Por lo tanto, aunque las cepas 105p30 y PR8-X contienen el subtipo de gripe H1 estas cepas 
donantes pueden usarse para cepas de vacuna que no contienen el subtipo de gripe H1.  

 
También pueden usarse  recombinantes de las cepas donantes aquí desveladas donde el segmento HA y/o 60 

NA se ha cambiado a otro subtipo. El subtipo de gripe H1 de la cepa 105p30 o PR8-X puede cambiarse, por 
ejemplo, a un subtipo H3 o H5.  

 
Así, la invención abarca un virus de gripe A que comprende uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis o siete 

segmentos virales de las cepas 105p30 o PR8-X y un segmento HA que no es el subtipo H1. Las cepas donantes 65 
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recombinantes pueden además comprender un segmento NA que no es el subtipo N1. Las técnicas adecuadas para 
recombinar las cepas donantes serán evidentes para aquellos expertos en la técnica.  

 
Aquí también se desvelan cepas donantes recombinantes que comprenden al menos uno, al menos dos, al 

menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis o al menos siete segmentos virales de las cepas 105p30 5 
o PR8-X y un segmento HA H1 que se deriva de una cepa diferente de gripe.  

 
Los virus recombinantes que contienen un segmento NS que no codifica una proteína NS también están 

dentro del alcance de la presente invención. Los mutantes noqueados NSI se describen en la referencia 8. Estas 
cepas de virus mutantes NS1 son particularmente útiles para preparar vacunas de gripe atenuada.  10 

 
La “segunda cepa de gripe” usada en los métodos de la invención es diferente de la cepa donante que se 

usa.  
 

Genética inversa 15 
 
 La invención es particularmente útil para producir cepas de virus recombinante de gripe a través de técnicas 
de genética inversa. En estas técnicas, los virus se producen en huéspedes de cultivo usando un sistema de 
expresión.  
 20 
 En un aspecto, el sistema de expresión puede codificar los segmentos PB1 y PB2 de la misma cepa 
donante. En este aspecto de la invención, el sistema puede codificar al menos uno (esto es, uno, dos, tres o cuatro) 
de los segmentos NP, M, NS y/o PA de otra cepa donante de gripe.  
 
 En un aspecto, el sistema puede codificar 1 o más (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5 o 6) segmentos de genoma de 25 
la cepa PR8-X, pero normalmente éste/estos no incluirán el segmento PR8-X HA y normalmente no incluirá el 
segmento PR8-X NA. Así, el sistema puede codificar al menos uno de los segmentos NP, M, NS, PA, PB1 y/o PB2 
(posiblemente los seis) de PR8-X.  
  
 El sistema puede codificar 1 o más  (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5 o 6) segmentos de genoma de la cepa 30 
105p30, pero normalmente éste/estos no incluirán el segmento 105p30 HA y normalmente no incluirá el segmento 
105p30 NA. Así, el sistema puede codificar al menos uno de los segmentos NP, M, NS, PA, PB1 y/o PB2 
(posiblemente los seis) de 105p30. 
 
 La genética inversa para virus de gripe A y B pueden practicaras con 12 plásmidos para expresar las cuatro 35 
proteínas necesarias para iniciar la réplica y transcripción (PB1, PB2, PA  y nucleoproteína) y los ocho segmentos de 
genoma viral. Para reducir el número de construcciones, en cambio, puede incluirse una pluralidad de casetes de 
transcripción de polimerasa I de ARN (para síntesis viral de ARN) en un único plásmido (por ejemplo, secuencias 
que codifican 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, o los ocho segmentos de gripe vARN) y una pluralidad de regiones que codifican 
proteína con promotores de polimerasa II de ARN en otro plásmido (por ejemplo, secuencias que codifican 1, 2, 3, 4, 40 
5, 6, 7 u 8 transcripciones de gripe mARN) [9]. También es posible incluir uno o más segmentos vARN de gripe bajo 
el control de un promotor de polimerasa I y uno o más regiones que codifican proteína de gripe bajo el control de otro 
promotor, en particular un promotor de polimerasa II, en el mismo plásmido. Esto se hace preferentemente mediante 
plásmidos bi-direccionales.  
 45 
 Los aspectos preferentes del método de la referencia 9 incluyen: (a) regiones que codifican mARN de PB1, 
PB2 y PA en una única construcción de expresión; y (b) los 8 segmentos que codifican vARN en una única 
construcción de expresión. La inclusión de segmentos neuraminidasa (NA) y hemaglutinina (HA) en una 
construcción de expresión y los otros seis segmentos virales en otra construcción de expresión es particularmente 
preferente ya que cepas de virus de gripe recién emergentes normalmente tienen mutaciones en los segmentos NA 50 
y/o HA. Por lo tanto, la ventaja de tener los segmentos HA y/o NA en una construcción de expresión separada es 
que solamente el vector que comprende la secuencia HA y/o NA necesita sustituirse. Así, en un aspecto de la 
invención los segmentos HA y/o NA de la cepa de vacuna pueden incluirse en una construcción de expresión y los 
segmentos que codifican vARN de las cepas donantes, excluyendo los segmentos HA y/o NA, se incluyen en una 
construcción de expresión diferente. La invención puede usar una construcción de expresión que comprende uno, 55 
dos, tres, cuatro, cinco o seis segmentos virales del eje central que codifican vARN de una cepa donante. La 
construcción de expresión puede no comprender segmentos virales de HA y/o NA que producen una proteína 
funcional de HA y/o NA.  
 
 Los sistemas conocidos de genética inversa implican la expresión de moléculas de ADN que codifican 60 
moléculas virales de ARN deseadas (vARN) de promotores de pol I, promotores de polimerasa bacteriana de ARN, 
promotores de polimerasa bacteriófago, etc. Como los virus de gripe requieren la presencia de polimerasa viral para 
completar el ciclo de la vida, los sistemas también pueden proporcionar estas proteínas, por ejemplo, el sistema 
puede comprender además moléculas de ADN que codifican proteínas de polimerasa virales de manera que la 
expresión de ambos tipos de ADN lleve al montaje de un virus infeccioso completo. También es posible suministrar 65 
la polimerasa viral como una proteína.  
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 Donde se usa genética inversa para la expresión de vARN de gripe, será evidente para aquel experto en la 
técnica que el espacio suficiente de los elementos secuenciales con referencia entre sí es importante para que la 
polimerasa inicie la réplica. Es por lo tanto importante que la molécula de ADN que codifica el ARN viral está 
colocada correctamente entre el promotor de pol I y la secuencia de terminación, pero este posicionamiento está 5 
bien dentro de las capacidades de aquellos que trabajan con sistemas de genética inversa.  
 
 Con el fin de producir un virus recombinante, una célula debe expresar todos los segmentos del genoma 
viral que son necesarios para montar un virón. El ADN clonado en las construcciones de expresión para su uso en 
los métodos de la presente invención proporciona preferentemente todo el ARN viral y proteínas, pero también es 10 
posible usar un virus ayudante para proporcionar algo del ARN y proteínas, aunque los sistemas que no usan un 
virus ayudante son preferibles. Como el virus de gripe es un virus segmentado, el genoma viral normalmente se 
expresará usado más de una construcción de expresión en los métodos de la invención. Sin embargo, también se 
concibe combinar uno o más segmentos o incluso todos los segmentos del genoma viral en una única construcción 
de expresión.  15 
 
 En algunas realizaciones, también se incluirá una construcción de expresión que lleve a la expresión de una 
proteína accesorio en la célula huésped. Por ejemplo, puede ser ventajoso expresar una proteasa de serian no viral 
(por ejemplo, tripsina) como parte de un sistema de genética inversa.  
 20 
Construcciones de expresión 
 
 Las construcciones de expresión usada en los métodos de la invención pueden ser construcciones de 
expresión uni-direccionales o bi-direccionales. Donde se usa más de un transgen en los métodos (ya sea en la 
misma construcción de expresión o en diferente) es posible usar expresión uni-direccional y/o bi-direccional.  25 
 
 Como los virus de gripe requieren una proteína para infectividad, es generalmente preferible usar 
construcciones de expresión bi-direccionales ya que se reduce el número total de construcciones de expresión 
requeridas por la célula huésped. Así, el método de la invención puede utilizar al menos una construcción de 
expresión bi-direccional donde un gen o cADN está situado entre un promotor corriente arriba de pol II y un promotor 30 
corriente abajo no endógeno de pol I. la transcripción del gen o cADN del promotor de pol II produce mARN viral con 
capuchón en sentido positivo que puede traducirse en una proteína, mientras que la transcripción del promotor de 
pol I no endógeno produce vARN en sentido negativo. La construcción de expresión bi-direccional puede ser un 
vector de expresión bi-direccional.  
 35 
 Las construcciones de expresión bi-direccionales contienen al menos dos promotores que impulsan la 
expresión en diferentes direcciones (esto es, de 5’ a 3’ y de 3’ a 5’) desde la misma construcción. Los dos 
promotores pueden unirse operativamente a diferentes cadenas del mismo ADN con doble cadena. 
Preferentemente, uno de los promotores es un promotor de pol I y al menos uno de los promotores es promotor de 
pol II. Esto es útil ya que el promotor de pol I puede usarse para expresar vARNs sin capuchón mientras que el 40 
promotor de pol II puede usarse para transcribir mARNs que pueden posteriormente traducirse a proteínas, 
permitiendo así la expresión simultanea de ARN y proteína desde la misma construcción. Donde más de una 
construcción de expresión se usa dentro de un sistema de expresión, los promotores pueden ser una mezcla de 
promotores endógenos y no endógenos.  
 45 
 Los promotores de pol I y pol II usado en las construcciones de expresión pueden ser endógenos a un 
organismo desde el mismo orden taxonómico desde el que se deriva la célula huésped. Alternativamente, los 
promotores pueden derivarse de un organismo en un orden taxonómico diferente al  de la célula huésped. El término 
“orden” se refiere a la clasificación taxonómica convencional, y ejemplos de órdenes son primates, roedores, 
carnívoros, marsupiales, cetáceos, etc. Los humanos y chimpancés están en el mismo orden taxonómico (primates), 50 
pero los humanos y los perros están en diferentes órdenes (primates vs. Carnívoros). Por ejemplo, el promotor 
humano de pol I puede usarse para expresar segmentos virales en células de caninos (por ejemplo, células MDCK).  
 
 La construcción de expresión típicamente incluirá una secuencia de terminación de transcripción de ARN. 
La secuencia de terminación puede ser una secuencia endógena de terminación o una secuencia de terminación 55 
que no es endógena para la célula huésped. Las secuencias de terminación adecuadas serán evidente para 
aquellos expertos en la técnica e incluyen, aunque no se limitan a, secuencia de terminación de transcripción 
polimerasa I de ARN, la secuencia de terminación de transcripción depolimerasa II de ARN y ribozimas. Además, las 
construcciones de expresión pueden contener una o más señales de poliadenilización para ARNms, particularmente 
al final de un ge cuya expresión se controla mediante un promotor pol II.  60 
 
 Un sistema de expresión puede contener al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al 
menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos nueve, al menos diez, al menos once o al menos doce 
construcciones de expresión.  
 65 
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 Una construcción de expresión puede ser un vector, como un plásmido u otra construcción episómical. 
Tales vectores comprenderán típicamente al menos un origen bacteriano y/o eucariótico de réplica. Además, el 
vector puede comprender un marcador seleccionable que permita la selección en células procarióticas y/o 
eucarióticas. Ejemplos de tales marcadores seleccionables son genes que confieren resistencia a antibióticos, como 
ampicilina o kanamicina. El vector puede además comprender uno o más sitios múltiples de clonación para facilitar la 5 
clonación de una secuencia de ADN.  
 
 Como una alternativa, la construcción de expresión puede ser una construcción de expresión lineal. Tales 
construcciones de expresión lineales no contendrán típicamente ninguna secuencia de amplificación y/o selección. 
Sin embargo, las construcciones lineales que comprenden tales secuencias de amplificación y/o selección pueden 10 
también usarse en los métodos de la presente invención. La referencia 10 describe una construcción de expresión 
lineal que describe construcciones de expresión lineales individuales para cada segmento viral. También es posible 
incluir más de uno, por ejemplo dos, tres, cuatro, cinco o seis segmentos virales en la misma construcción de 
expresión lineal. Tal sistema se ha descrito, por ejemplo, en la referencia 11.  
 15 
 Las construcciones de expresión pueden generarse usando métodos conocidos en la técnica. Tales 
métodos se describieron, por ejemplo, en la referencia 12. Donde la construcción de expresión es una construcción 
de expresión lineal, es posible la linealización antes de la introducción en la célula huésped utilizando un único sitio 
de enzima de restricción. Alternativamente, es posible sacar la construcción de un vector usando al menos dos sitios 
de enzima de restricción. Además, también es posible obtener una construcción de expresión lineal amplificándola 20 
usando una técnica de amplificación de ácido nucleico (por ejemplo, mediante PCR).  
 
 Las construcciones de expresión usadas en los métodos de la invención pueden ser construcciones de 
expresión no bacterianas. Esto significa que la construcción eude direigir la expresión en una célula eucariótica de 
segmentos virales de ARN codificados en la misma, pero no incluye componentes que serían necesarios para la 25 
propagación de la construcción en bacterias. Así, la construcción no incluirá un origen bacteriano de réplica (ori), y 
normalmente no incluirá un marcador de selección bacteriano (por ejempo, un marcador de resistencia antibiótica). 
Tales construcciones de expresión se describen en la referencia 13.  
 
 Las construcciones de expresión pueden prepararse mediante síntesis química. Las construcciones de 30 
expresión pueden prepararse por completo mediante síntesis química o en parte. Los métodos adecuados para 
preparar las construcciones de expresión mediante síntesis química se describen, por ejemplo, en la referencia 13.  
 
 Las construcciones de expresión pueden introducirse en células huéspedes usando cualquier técnica 
conocida por aquellos expertos en la técnica. Por ejemplo, las construcciones de expresión pueden introducirse en 35 
células huéspedes empleando electroporación, DEAE-dextrano, precipitación con fosfato de calcio, liposomas, 
microinyección o bombardeo de micropartículas.  
 
Células 
 40 
 El huésped de cultivo para su uso en los métodos de la presente invención puede ser cualquier célula 
eucariótica que pueda producir el virus de interés. La invención usará típicamente una línea celular aunque, por 
ejemplo, pueden usarse células primarias como una alternativa. La célula será típicamente de mamífero. Las células 
adecuadas de mamífero incluyen, aunque no se limitan a, células de hámster, ganado, primate (incluyendo humanos 
y monos) y de perro. Pueden usarse varios tipos celulares, como células de riñón, fibroblastos, células de retina, 45 
células de pulmones, etc. Los ejemplos de células de hámster adecuadas son las líneas celulares que tienen los 
nombres BHK21 o HKCC. Las células adecuadas de monos son, por ejemplo, células de mono verde africano, como 
células de riñón como en la línea celular Vero [14-16]. Las células de perro adecuadas, por ejemplo, células de riñón, 
como en las líneas celulares CLDK y MDCK.  
 50 
 Más células adecuadas incluyen, aunque no se limitan a: CHO, 293T; BHK; MRC 5; PER.C6 [17]; FRhL2; 
WI-38; etc. Las células adecuadas están ampliamente disponibles, por ejemplo, de la colección del cultivo americano 
de célula tipo (ATCC) [18], de los depósitos de células Coriell [19], o de la colección europea de cultivos celulares 
(ECACC). Por ejemplo, ATCC suministra varias células diferentes Vero bajo los números de catálogo CCL 81, CCL 
81.2, CRL 1586 y CRL-1587 y suministra células MDCK bajo el número de catálogo CCL 34. PER.C6 está disponible 55 
del ECACC bajo el número de depósito 96022940.  
 
 Las células preferentes para su uso en la invención son células MDCK [20-22], derivadas de riñón canino 
Madin Darby. Las células MDCK originales están disponibles en ATCC como CCL 34. Es preferente que se usen los 
derivados de MDCK. Tales derivados se describieron, por ejemplo, en la referencia 20 que desvela células MDCK 60 
que se adaptaron para crecimiento en cultivo de suspensión (“MDCK 33016” o “33016-PF”, depositadas como  DSM 
ACC 2219; también véase la ref. 20). Además, la referencia 23 desvela células derivadas de MDCK que creen en 
suspensión en cultivo libre de suero (“B-702”, depositado como FERM BP-7449). En algunas realizaciones, la línea 
celular MDCK usada es tumorígena. También se concibe usar células MDCK no tumorígenas.  Por ejemplo, la 
referencia 24 desvela células MDCK no tumorígenas que incluyen “MDCK-S” (ATCC PTA-6500), MDCK-SF101” 65 
(ATCC PTA-6501), MDCK-SF102” (ATCC PTA-6502), MDCK-SF103” (ATCC PTA-6503), MDCK-S” (ATCC PTA-
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6500). La referencia 25 desvela células MDCK con elevada susceptibilidad a la infección, incluyendo células 
“MDCK.5F1” (ATCC CRL 12042).  
 
 Es posible usar una mezcla de más de un tipo de célula para practicar los métodos de la presente 
invención. Sin embargo, es preferente que los métodos de la invención se practiquen con un único tipo de célula, por 5 
ejemplo, con células monoclonales. Preferentemente, las células usadas en los métodos de la presente invención 
son de una única línea celular. Además, la misma línea celular puede usarse para recombinar el virus y para la 
posterior propagación del virus.  
 
 Preferentemente, las células se cultivan en ausencia de suero, para evitar una fuente común de 10 
contaminantes. Una persona experta en la técnica conoce varios medios libres de suero para cultivo de células 
eucarióticas (por ejemplo, medio de Iscove, medio ultra CHO (BioWhittaker), EX – CELL (JRH Biosciences)). 
Además, pueden usarse medios libres de proteínas (por ejemplo, PF-CHO (JRH Biosciences)). De otra manera, las 
células para réplica pueden también cultivarse en el medio habitual que contiene suero (por ejemplo, medio MEM o 
DMEM con 0,5% a 10% de suero feta bovino).  15 
 
 Las células pueden estar en cultivo adherente o en suspensión.  
 
Recombinación convencional 
 20 
 Tradicionalmente, los virus de gripe se recombinan co-infectando un huésped de cultivo, normalmente 
huevos, con una cepa donante y una cepa de vacuna. Los virus recombinantes se seleccionan añadiendo 
anticuerpos con especificidad para las proteínas HA y/o NA de la cepa donante con el fin de seleccionar los virus 
recombinantes que contengan las proteínas HA y/o NA de la cepa de vacuna. Durante los varios pasoso de este 
tratamiento se pueden seleccionar virus recombinantes de rápido crecimiento que contengan los segmentos HA y/o 25 
NA de la cepa de vacuna.  
 
 La invención es adecuada para su uso en estos métodos. Puede ser más fácil usar las cepas de vacuna 
con un subtipo HA y/o NA diferente en comparación con las cepas donantes ya que esto facilitar la selección de virus 
recombinantes. Sin embargo, es posible usar cepas de vacunas con el mismos subtipo HA y/o NA como las cepa 30 
donantes y en algunos aspectos de la invención es preferente. En este caso, los anticuerpos con especificidad 
preferencial para las proteínas HA y/o NA de las cepas donantes deberían estar disponibles.  
 
Preparación del virus 
 35 
 En una realización, la invención proporciona un método para producir virus de gripe que comprende las 
etapas de (a) infectar un huésped de cultivo con un virus recombinantes de la invención; (b) cultivar el huésped de la 
etapa (a) para producir el virus; y opcionalmente (c) purificar el virus obtenido en la etapa (b).  
 
 El huésped de cultivo puede ser células o huevos embrionados de gallina. Donde las células se usan como 40 
un huésped de cultivo en este aspecto de la invención, es conocido que las condiciones de cultivo celular (por 
ejemplo, temperatura, densidad celular, valor de pH, etc.) son variables durante un amplio rango sujeto a la línea 
celular y al virus empleado y pueden adaptarse a los requisitos de la solicitud. Por lo tanto, la siguiente información 
representa meramente reglas generales.  
 45 
 Como se ha mencionado anteriormente, las células se cultivan preferentemente en medio libre de suero y 
libre de proteína.  
 
 La multiplicación de las células puede realizarse de acuerdo con métodos conocidos por aquellos expertos 
en la técnica. Por ejemplo, las células pueden cultivarse en un sistema de perfusión usando métodos ordinarios de 50 
soporte como centrifugación o filtración. Además, las células pueden multiplicarse de acuerdo con la invención en un 
sistema de lotes de alimentación antes de la infección. En este contexto de la presente invención, un sistema de 
cultivo es referido como un sistema de lotes de alimentación donde las células inicialmente se cultivan en un sistema 
de lotes y disminución de nutrientes (o parte de los nutrientes) en el medio se compensa mediante alimentación 
controlada de nutrientes concentrados. Puede ser ventajoso ajustar el valor pH del medio durante la multiplicación 55 
de células antes de la infección a un valor entre pH 6.6 y pH 7.8 y especialmente entre pH 7.2 y pH 7.3. El cultivo de 
las células preferentemente ocurre a una temperatura entre 30 y 40ºC. Cuando se cultivan las células infectadas 
(etapa ii), las células se cultivan preferentemente a una temperatura de entre 30ºC y 36ºC o entre 32ºC y 34ºC o a 
33ºC. Esto es particularmente preferente ya que se ha demostrado que la incubación de células infectadas en este 
rango de temperatura da como resultado una producción de virus que da como resultado una eficacia mejorada 60 
cuando se formulan en una vacuna [26].  
 
 La presión parcial de oxígeno puede ajustarse durante el cultivo antes de la infección preferentemente en 
un valor entre 255 y 95% y especialmente en un valor entre 35% y 60%. Los valores para la presión parcial de 
oxígeno en el contexto de la invención se basan en saturación de aire. La infección de células ocurre normalmente 65 
en una densidad celular de preferentemente aproximadamente 8-25x10

5
 células/ml en el sistema de lote o 
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preferentemente aproximadamente 5-20x10
6
 células/ml en el sistema de perfusión. Las células pueden infectarse 

con una dosis viral (valor MDI, “multiplicidad de infección”; corresponde al número de unidades de virus por célula en 
el momento de la infección) entre 10

-8
 y 10, preferentemente entre 0,0001 y 0,5. 

 
 Los virus pueden crecer en células en cultivo adherente o en suspensión. Pueden usarse cultivos 5 
microtransportadores. En algunas realizaciones, las células pueden así adaptarse para crecimiento en suspensión.  
 
 Los métodos de acuerdo con la invención también incluyen cosecha y aislamiento de virus o las proteínas 
generadas por ellos. Durante el aislamiento de virus o proteínas, las células se separan del medio de cultivo 
mediante métodos estándares como separación, filtración o ultrafiltración. Los virus o proteínas después se 10 
concentran de acuerdo con métodos suficientemente conocidos por aquellos expertos en la técnica, como 
centrifugación con gradiente, filtración, precipitación, cromatografía, etc., y después se purifican. También es 
preferente, de acuerdo con la invención, que los virus se inactiven durante o después de la purificación. La 
inactivación de virus puede ocurrir, por ejemplo, con β-propiolactona o formaldehído en cualquier punto durante el 
proceso de purificación.  15 
 
 El huésped de cultivo puede ser huevos. El método estándar actual para crecimiento de virus de gripe para 
vacunas usa huevos de gallina SPF embrionados, con virus estando purificado de los contenidos del huevo (fluido 
alantoideo). También es posible pasar un virus a través de huevos y posteriormente propagarlo en un cultivo celular 
y viceversa.  20 
 
Vacuna 
 
 La invención utiliza virus producidos de acuerdo con el método para producir vacunas.  
 25 
 Las vacunas (particularmente para virus de gripe) se basan generalmente en virus vivos o virus inactivados. 
Las vacunas inactivadas pueden basarse en viriones enteros, viriones “partidos” o en antígenos de superficie 
purificada. Los antígenos también pueden estar presentes en forma de virosomas. La invención puede usarse para 
fabricar cualquiera de estos tipos de vacunas.  
 30 
 Donde se usa un virus inactivado, la vacuna puede comprender virión entero, virión partido o antígenos de 
superficie purificada (para gripe, incluyendo hemaglutinina y, normalmente, también incluyendo neuraminidasa). Los 
medios químicos para inactivar un virus incluyen tratamiento con una cantidad efectiva de uno más de los siguientes 
agentes: detergentes, formaldehído, β-propiolactona, azul metileno, psoraleno, carboxifulereno (C60), etilamina 
binaria, acetil etileneimina o combinaciones de los mismos. Los métodos de inactivación viral son conocidos en la 35 
técnica, como por ejemplo luz UV o irradiación gamma.  
 
 Los viriones pueden cosecharse de fluidos que contienen virus, por ejemplo, fluido alantoideo o 
sobrenadante de cultivo celular mediante varios métodos. Por ejemplo, un proceso de purificación puede incluir 
centrifugación zonal usando una solución gradiente de sacarosa lineal que incluye detergente para interrumpir los 40 
viriones. Los antígenos pueden después purificarse, después de dilución opcional, mediante diafiltración.  
 
 Los viriones partidos se obtienen tratando viriones purificados con detergentes (por ejemplo, éter etílico, 
polisorbato 80, deoxicolato, tri-N-butil fosfato, Triton X-100, Triton N101, bromuro de cetiltrimetilamonio, Tergitol NP9, 
etc.) para producir preparaciones de subvirión, incluyendo el proceso de partición “Tween-eter”. Los métodos para 45 
partir virus de gripe, por ejemplo son bien conocidos en la técnica, véase, por ejemplo, referencias 27-32, etc. La 
partición de los virus se realiza típicamente interrumpiendo o fragmentando el virus entero, sea infeccioso o no 
infeccioso con una concentración interruptora de agente de partición. La interrupción da como resultado una 
solubilización total o parcial de las proteínas del virus, alterando la integridad del virus. Los agentes de partición 
preferentes son surfactantes no iónicos e iónicos (por ejemplo, catiónicos), por ejemplo, alquilglicósidos, 50 
alquiltioglicósidos, azúcares de acilo, sulfobetaínas, betaínas, polioxietilenoalquileteres, N,N-dialquil-glucamidas, 
Hecameg, alquilfenoxi-polietoxietanoles, NP9, compuestos de amonio cuaternario, sarcosilo, CTABs (bromuros de 
cetil trimetil amonio), tri-N-butil fosfato, Cetavlon, sales de miristiltrimetilamonio, lipofectina, lipofectamina y DOT-MA, 
los polioxietanoles de octil- o nonilfeonxi (por ejemplo, los surfactantes Triton, como Triton X-100 o Triton N101), 
ésteres de sorbitán de polioxietileno (los surfactantes Tween), éteres de polioxietileno, ésteres de polioxietileno, etc. 55 
Un procedimiento útil de partición usa los efectos consecutivos de doxicolato de sodio y formaldehído, y la partición 
puede tener lugar durante la purificación inicial del virión (por ejemplo, en una solución gradiente con densidad de 
sacarosa). Así, el proceso de partición puede incluir la clarificación del material que contiene el virión (para retirar el 
material no virión), la concentración de los viriones cosechados (por ejemplo, usando un método de adsorción, como 
adsorción con CaHPO4), separación de viriones enteros de material no virión, partición de viriones usando un agente 60 
de partición en una etapa de centrifugación con gradiente de densidad (por ejemplo, usando un gradiente de 
sacarosa que contiene un agente de particón como doxicolato de sodio), y después filtración (por ejemplo, 
ultrafiltración) para retirar los materiales no deseado. Los viriones partidos pueden volverse a suspender útilmente en 
una solución de cloruro de sodio isotónica amortiguada con fosfato de sodio. Ejemplos de vacunas de gripe partidas 
son productos BEGRIVAC™, FLUARIX™, FLUZONE™ y FLUSHIELD™.  65 
 

E13712156
13-06-2017ES 2 628 301 T3

 



 13

 Las vacunas de antígeno de superficie de virus de gripe purificada comprende hemaglutinina de antígenos 
de superficie y, típicamente, también neuraminidasa. Los procesos para preparar estas proteínas en forma purificada 
son bien conocidas en la técnica. Los productos FLUVIRIN™, AGRIPAL™ e INFLUVAC™ son vacunas de 
subunidad de gripe.  
 5 
 Otra forma de antígeno inactivado es el virosoma [33] (partículas de liposoma de tipo viral libres de ácido 
nucleico). Los virosomas pueden prepararse mediante solubilización de virus con un detergente seguido de retirada 
del nucleocápsido y reconstitución de la membrana que contiene las glicoproteínas virales. Un método alternativo 
para preparar virosomas incluye la adición de glicoproteínas de membrana viral para exceder cantidades de 
fosfolípidos, para dar liposomas con proteínas virales en su membrana.  10 
 
 Los métodos de la invención también pueden usarse para producir vacunas vivas. Tales vacunas 
normalmente se preparan purificando viriones de fluidos que contienen viriones. Por ejemplo, los fluidos pueden 
clarificarse mediante centrifugación y estabilizarse con amortiguador (por ejemplo, que contenga sacarosa, fosfato 
de potasio y glutamato monosodio). Actualmente hay disponibles varias formas de vacuna de virus de gripe (por 15 
ejemplo, véase capítulos 17 y 18 de referencia 34). Las vacunas de virus vivo incluyen el producto FLUMIST™ de 
MedImmune.  
 
 El virus puede atenuarse. El virus puede ser sensible a la temperatura. El virus puede adaptarse al frío. 
Estas tres características son particularmente útiles cuando se usa virus vivo como un antígeno.  20 
 
 HA es el principal inmunogen en vacunas de gripe inactivadas actuales, y las dosis de vacuna se 
estandarizan por referencia a niveles HA, típicamente medidos por SRID. Las vacunas existentes contienen 
típicamente aproximadamente 15 µg de HA por cepa, aunque pueden usarse dosis más bajas para niños, o en 
situación pandémicas, o cuando se usa un adyuvante. Las dosis fraccionales tales como ½ (esto es, 7,5 µg de HA 25 
por cepa), ¼ y 1/8 se han usado, ya que tienen dosis más altas (por ejemplo 3x o 9x dosis [35,36]). Así, las vacunas 
pueden incluir entre 0,1 y 150 µg de HA por cepa de gripe, preferentemente entre 0,1 y 50 µg, por ejemplo 0,1-20 µg, 
0,1-15 µg, 0,1-10 µg, 0,1-7,5 µg, 0,5-5 µg, etc. Las dosis particulares incluyen, por ejemplo, aproximadamente 45, 
aproximadamente 30, aproximadamente 15, aproximadamente 10, aproximadamente 7,5, aproximadamente 5, 
aproximadamente 3,8, aproximadamente 3,75, aproximadamente 1,9, aproximadamente 1,5, etc., por cepa.  30 
 
 Para vacunas vivas, la dosis se mide por  la dosis infecciosa de cultivo en tejido media (DICT50) en lugar del 
contenido de HA, y una DICT50 de entre 10

6
 y 10

8
 (preferentemente entre 10

6,5
-10

7,5
) por cepa es típica.  

 
 Las cepas de gripe usadas con la invención pueden tener un HA natural como se encuentra en un virus de 35 
tipo salvaje, o un HA modificado. Por ejemplo, es conocido modificar HA para retirar determinantes (por ejemplo, 
regiones hiperbásicas alrededor del sitio de división HA1/HA2) que provoca que un virus sea altamente patogénico 
en una especie aviar. El uso de genética inversa facilita tal modificación.  
 
 También siendo adecuadas para inmunizar contra cepas inter-pandémicas, las composiciones de la 40 
invención son particularmente útiles para inmunizar contra cepas pandémicas o potencialmente pandémica. La 
invención es adecuada para vacunar humanos así como animales no humanos.  
 
 Otras cepas cuyos antígenos pueden incluirse útilmente en las composiciones son cepas que son 
resistentes a terapia antiviral (por ejemplo, resistentes a oseltamivir [37] y/o zanamivir), incluyendo capas 45 
pandémicas resistentes [38].  
 
 Las composiciones de la invención pueden incluir antígenos de una o más (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o más) 
cepas de virus de gripe, incluyendo virus de gripe A y/o virus de gripe B siempre y cuando una cepa de gripe sea 
una cepa de gripe recombinante de la invención. Las composiciones donde al menos dos, al menos tres o todos los 50 
antígenos son de cepas de gripe recombinantes de la invención también se concibe. Donde una vacuna incluye más 
de una cepa de gripe, las diferentes cepas crecen típicamente por separado y se mezclan después de que el virus 
se haya cosechado y los antígenos se hayan preparado. Así, un proceso de la invención incluye típicamente la etapa 
de mezclar antígenos de más de una cepa de gripe. Una vacuna trivalente es típica, incluyendo antígenos de dos 
cepas de virus de gripe A y una cepa de virus de gripe B. una vacuna tetravalente es también útil [39], incluyendo 55 
antígenos de dos cepas de virus de gripe A y dos cepa de virus de gripe B, o tres cepas de virus de gripe A y una 
cepa de virus de gripe B.  
 
Composiciones farmacéuticas 
 60 
 Las composiciones de vacuna fabricadas de acuerdo con la invención son farmacéuticamente aceptables. 
Normalmente incluyen componentes además de antígenos, por ejemplo, típicamente incluyen uno o más 
transportadores farmacéuticos y/o excipientes. Como se describe más abajo, también pueden incluirse adyuvantes. 
Una exposición exhaustiva de tales componentes está disponible en la referencia 40.  
 65 
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 Las composiciones de vacuna estarán generalmente en forma acuosa. Sin embargo, alguna vacunas 
pueden estar en forma seca, por ejemplo, en forma de sólidos inyectables o preparaciones secadas o polimerizadas 
en un parche.  
 
 Las composiciones de vacuna pueden incluir conservantes como tiomersal o 2-fenoxietaqonl. Sin embargo, 5 
es preferente que la vacuna esté libre sustancialmente de (esto es, menos de 5 µg/ml) material de mercurio, por 
ejemplo, libre de tiomersal [31, 41]. Las vacunas que no contienen mercurio son preferentes. Un succinato de α-
tocoferol puede incluirse como una alternativa a compuestos de mercurio [31]. Las vacunas libres de conservantes 
son particularmente preferente.  
 10 
 Para controlar la tonicidad, es preferente incluir una sal fisiológica, como una sal de sodio. El cloruro de 
sodio (NaCl) es preferente, que puede estar presente entre 1 y 20 mg/ml. Otras sales que pueden estar presentes 
incluyen cloruro de potasio, fosfato dihidrógeno de potasio, dehidrato de fosfato disodio, cloruro de magnesio, cloruro 
de calcio, etc.  
 15 
 Las composiciones de vacuna generalmente tendrán una osmolaridad de entre 200 mOsm/kg y 400 
mOsm/kg, preferentemente entre 240-360 mOsm/kg, y más preferentemente estarán en el ragno de 290-310 
mOsm/kg. Se ha presentado previamente que la osmolaridad no tiene impacto en el dolor causado por la vacunación 
[42], pero mantener la osmalirdad en este rango es sin embargo preferente.  
 20 
 Las composiciones de vacuna pueden incluir uno o más amortiguadores. Los amortiguadores típicos 
incluyen: un amortiguador de fosfato, un amortiguador Tris, un amortiguador de borato, un amortiguador de 
succinato, un amortiguador de histidina (particularmente con un adyuvante de hiróxido de aluminio) o un 
amortiguador de citrato. Los amortiguadores se incluirán típicamente en el rango de 5-20mM.  
 25 
 El pH de una composición de vacuna estará generalmente entre 5,0 y 8,1 y más típicamente entre 6,0 y 8,0, 
por ejemplo 6,5 o 7,5, o entre 7,0 y 7,8. Por lo tanto, un proceso para la invención puede incluir una etapa de ajuste 
de pH de la vacuna al por mayor antes del empaquetado.  
 
 La composición de vacuna es preferentemente estéril. La composición de vacuna es preferentemente no 30 
pirogénica, por ejemplo, contiene <1 UE (unidad de endotoxina, una medida estándar) por dosis, y preferentemente 
<0,1 UE por dosis. La composición de vacuna está preferentemente libre de gluten.  
 
 Las composiciones de vacuna de la invención pueden incluir detergente, por ejemplo, un surfactante de 
éster sorbitán de polioxietileno (conocido como “Tweens”), un octoxinol (como octoxinol-9 (Triton X-100) o t-35 
octilfenoxipolietoxietanol), un bromuro de cetil trimetil amonio (“CTAB”) o deoxicolato de sodio, particularmente para 
una vacuna partida o de antígeno de superficie. El detergente puede estar presente solamente en cantidades de 
trazas. Así, la vacuna puede incluir menos de 1mg/ml de cada octoxinol-10 y polisorbato 80. Otros componentes 
residuales en cantidades de traza podrían ser antibióticos (por ejemplo, neomicina, kanamicina, polimixina B).  
 40 
 Una composición de vacuna puede incluir material para una única inmunización, o puede incluir material 
para múltiples inmunizaciones (esto es, un kit “multidosis”). La inclusión de un conservante es preferente en 
disposiciones de multidosis. Como alternativa (o en adición) a incluir un conservante en composiciones multidosis, 
las composiciones pueden estar contenidas en un recipiente que tiene un adaptador aséptico para la retirada del 
materia.  45 
 
 Las vacunas de gripe se administran típicamente en un volumen de dosis de aproximadamente 0,5 ml, 
aunque puede administrase media dosis (esto es, aproximadamente 2,5ml) a niños.  
 
 Las composiciones y kits se almacenan preferentemente entre 2ºC y 8ºC. No deberían congelarse. 50 
Deberían mantenerse idealmente fuera de la luz directa.  
 
ADN de célula huésped 
 
 Donde los virus se han aislado y/o crecido en una línea celular, es una práctica estándar minimizar la 55 
cantidad de ADN de línea celular residual en la vacuna final, con el fin de minimizar cualquier actividad oncogénica 
potencial del ADN:  
 
 Así, una composición de vacuna preparada de acuerdo  con la invención contiene preferentemente menos 
de 10ng (preferentemente menos de 1ng, y más preferentemente menos de 100pg) de ADN de célula huésped 60 
residual por dosis, aunque pueden estar presentes cantidades de traza de ADN de célula huésped.  
 
 Es preferente que la longitud media de cualquier ADN de célula huésped residual sea inferior a 500bp, por 
ejemplo, menos de 400bp, menos de 300bp, menos de 200bp, menos de 100bp, etc.  
 65 
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 El ADN contaminante puede retirarse durante la preparación de vacuna usando procedimientos estándares 
de purificación, por ejemplo, cromatografía, etc. La retirada de ADN de célula huésped residual puede mejorarse 
mediante tratamiento con nucleasa, por ejemplo, usando ADNasa. Un método conveniente para reducir 
contaminación de ADN de célula huésped se desvela en las referencias 432 y 44, que incluye un tratamiento de dos 
etapas, primero usando ADNasa (por ejemplo, Benzonasa), que puede usarse durante crecimiento viral, y después 5 
un detergente catiónico (por ejemplo, CTAB), que puede usars durante interrupción de virión. El tratamiento con un 
agente alquilante, como β-propiolactina, también puede usarse para retirar el ADN de célula huésped, y 
ventajosamente puede también usase para inactivar viriones [45] 
 
Adyuvantes 10 
 
 Las composiciones de la invención pueden incluir ventajosamente un adyuvante, que puede funcionar para 
mejorar las respuestas inmunes (humorales y/o celulares) obtenidas en un sujeto que recibe la composición. Los 
adyuvantes preferentes comprenden emulsiones de aceite en agua. Varios adyuvantes son conocidos, y típicamente 
incluyen al menos un aceite y al menos un surfactante, siendo el aceite (o aceites) y surfactante (o surfactantes) 15 
biodegradables (metabolizables) y biocompatibles. Las gotitas de aceite en la emulsión son generalmente menos de 
5µm en diámetro, e idealmente tienen un diámetro de sub-micrón, consiguiéndose estos tamaños pequeños con un 
microfluidizador para proporcionar emulsiones estables. Las gotitas con un tamaño inferior a 220nm son preferentes 
ya que pueden someterse a esterilización con filtro.  
 20 
 La emulsión puede comprender aceites como aquellos de origen animal (como pescado) o vegetal. Las 
fuentes de aceites vegetales incluyen frutos secos, semillas y granos. Aceite de cacahuete, aceite de soja, aceite de 
cojo y aceite de oliva, los más disponibles comúnmente, ejemplifican los aceites de frutos secos. El aceite de jojoba 
puede usarse, por ejemplo, obtenido de la alubia de jojoba. Los aceites de semillas incluyen aceite de alazor, aceite 
de semilla de algodón, aceite de semilla girasol, aceite de semilla de sésamo y similares. En el grupo de cereales, el 25 
aceite de maíz es el más fácilmente disponible, pero el aceite de otros granos de cereales como trigo, avena, 
centeno, arroz, teff, triticale y similares también pueden usarse. Los ésteres de ácido graso 6-10 carbonos de glicerol 
y 1,2-propanodiol, mientras no ocurran de manera natural en aceites de semillas, pueden prepararse mediante 
hidrólisis, separación y esterificación de los materiales apropiados que parten de los aceites de frutos secos y 
semillas. Las grasas y aceites de leche de mamífero son metabolizables y por lo tanto puede usarse en la práctica 30 
de esta invención. Los procedimientos para separación, purificación, saponificación y otros medos necesarios para 
obtener aceites puros de fuentes animales son bien conocidos en la técnica. La mayoría de los pescados contienen 
aceites metabolizables que pueden recuperarse fácilmente. Por ejemplo, aceite de hígado de bacalao, aceites de 
hígado de tiburón y aceite de ballena como esperma de ballena ejemplifican varios de los aceites de pescados que 
pueden usarse aquí. Un número de aceites de cadena ramificada se sintetizan bioquímicamente en unidades de 35 
isopreno de 5 carbonos y son generalmente referidos como terpenoides. El aceite de hígado de tiburón contiene 
terpenoides ramificados no saturados conocidos como escualeno, 2,6,10,15,19,23-hexametil-2,6,10,14,18,22-
tetracosahexaeno, que aquí es particularmente referido. El escualano, el análogo saturado para escualeno, es 
también un aceite preferente. Los aceites de pescadeos, incluyendo escualeno y es escualano, están fácilmente 
disponibles de fuentes comerciales o pueden obtenerse mediante métodos conocidos en la técnica. Otro aceite 40 
preferente es un α-tocoferol (véase más abajo).  
 
 Pueden usarse mezclas de aceites. 
 
 Los surfactantes pueden clasificase por su “EHL” (equilibrio hidrófilo/lipófilo). Los surfactantes preferentes 45 
de la invención tienen un EHL de al menos 10, preferentemente al menos 15 y más preferentemente al menos 16. La 
invención también puede usarse con surfactantes que incluyen, aunque no se limitan a: surfacatantes de éster de 
sorbitán de polioxietileno (comúnmente referidos como Tweens), especialmente polisorbato 20 y polisorbato 80; 
copolímeros de óxido de etileno (OE), óxido de propileno (OP), y /o óxido de butileno (OB), vendido bajo el nombre 
comercial DOWFAX™, como polímeros de bloque OE/OP; oxtoxinoles, que pueden variar en el número de 50 
repeticiones de grupos etoxi (oxi-1,2-etanodil), con oxtoxinol-9 (Triton X-100, o t-octilfenoxipolietoxietanol) siendo de 
particular interés; (octilfenoxi)polietoxietanol (IGEPAL CA-630/NP-40); fosfolípidos como una fosfatidilcolina (lecitina); 
nonilfenol etoxilatos, como Tergitol™ serie NP; éteres grasos de polioxietileno derivados de alcoholes de laurilo, 
cetilo, estearilo y oleilo (conocidos como surfactantes Brij), como éter de trietilenoglicol monolaurilo (Brij 30); y 
ésteres de sorbitán (comúnmente conocidos como SPANs), como trioleato de sorbitán (Span 85) y monolaureato de 55 
sorbitán. Los surfactantes no iónicos son preferentes. Los surfactantes preferentes para incluir en la emulsión son 
Tween 80 (monooleato de sorbitán de polioxietileno), Span 85 (trioleato de sorbitán), lecitina y Triton X-100.  
 
 Pueden usarse mezclas de surfactantes, por ejemplo, mezclas Tween 80/Span 85. Una combinación de 
éster de sorbitán de polioxietileno como monooleato de sorbitán de polioxietileno (Tween 80) y un octoxinal como t-60 
octilfenoxipolietoxietanol (Trion X-100) es también adecuada. Otra combinación útil comprende laureth 9 más un 
éster de sorbitán de polioxietileno 7/O un octoxinol.  
 
 Las cantidades preferentes de surfactantes (% por peso) son: ésteres de sorbitán de polioxietileno (como 
Tween 80) 0,01 a 1% en particular aproximadamente 0,1%; octil- o nonilfenoxi polioxietanoles (como Triton X-100, u 65 

E13712156
13-06-2017ES 2 628 301 T3

 



 16

otros detergentes en la serie Triton) 0,001 a 0,1%, en particular 0,005 a 0,02%; éteres de polioxietileno (como laureth 
9) 0,1 a 20%, preferentemente 0,1 a 10% y en particular 0,1 a 1% o aproximadamente 0,5%.  
 
 Donde la vacuna contiene un virus partido, es preferente que contenga surfactantes libres en la fase 
acuosa. Esto es ventajoso ya que el surfactante libre puede ejercer un “efecto de división” en el antígeno, por lo que 5 
interrumpe cualquier virión no partido y/o agregados de viriones que pueden estar presentes de otra manera. Esto 
puede mejorar la seguridad de vacunas con virus partido [46].  
 
 Las emulsiones preferentes tiene un tamaño medio de gotitas de <1µm, por ejemplo, <750nm, <500nm, 
<400nm, <750nm, <300nm, <250nm, <220nm, <200nm o más pequeño. Estos tamaños de gotitas se consiguen 10 
convenientemente mediante técnicas tales como microfluidización.  
 
 Los adyuvantes de emulsión de aceite en agua útiles con la invención incluyen, aunque no se limitan a:  
 

- Una emulsión submicrón de escualeno, Tween 80 y Span 85. Las composición de la emulsión por volumen 15 
puede ser aproximadamente 5% escualeno, 0,5% polisorbato 80 y aproximadamente 0,5% Span 85. En 
términos de peso, estas proporciones se vuelven 4,3% escualeno, 0,5% polisorbato 80 y 0,48% Span 85. 
Este adyuvante es conocido como “MF59” [47-49], como se describe con más detalle en el Capítulo 10 de 
ref. 50 y capítulo 12 de ref. 51. La emulsión MF59 incluye ventajosamente iones de citrato, por ejemplo, 
10mM de tampón de citrato de sodio.  20 

- Una emulsión que comprende escualeno, un tocoferol y polisorbato 80. La emulsión puede incluir salina 
amortiguada con fosfato. Estas emulsiones pueden tener por volumen desde 2 a 10% escualeno, desde 2 a 
10% tocoferol y desde 0,3 a 3% polisorbato 80 y la proporción de peso de escualeno:tocoferol es 
perferentemente <1 (por ejemplo, 0,90) ya que esto puede proporcionar una emulsión más estable. El 
escualeno y polisorbato 80 pueden presentar una proporción de volumen de aproximadamente 5:2 o una 25 
proporción de peso de aproximadamente 11:5. Así, los tres componentes (escualeno, tocoferol, polisorbato 
80) pueden estar presente en una proporción de peso de 1068:1186:485 o alrededor de 55:61:25. Tal 
emulsión (“AS03”) puede hacerse disolviendo Tween 80 en PBS para dar una solución 2%, después 
mezclando 90ml de esta solución con una mezcla de (5g de DL α tocoferol y 5ml escualeno), después 
microfluidizando la mezcla. La emulsión resultante puede tener gotitas de aceite de submicrión, por 30 
ejemplo, con un diámetro medio de entre 100 y 250nm, preferentemente aproximadamente 180nm. La 
emulsión también puede incluir un lípido 3-de-O-monosofosforil acilado (3d MPL). Otra emulsión útil de este 
tipo puede comprender, para dosis humana, 0,5-10 mg escualeno, 0,5-11 mg tocoferol y 0,1-4 mg 
polisorbato 80 [52], por ejemplo en las proporciones que se han señalado anteriormente.  

- Una emulsión de escualeno, un tocoferol y un detergente Triton (por ejemplo, Triton X-100). La emulsión 35 
también incluye un 3d-MPL (véase más arriba). La emulsión puede contener un tampón de fosfato.  

- Una emulsión que comprende un polisorbato (por ejemplo, polisorbato 80), un detergente Triton (por 
ejemplo, Triton X-100) y un tocoferol (por ejemplo, un α-tocoferol succinato). La emulsión puede incluir 
estos tres componentes en una proporción de masa de aproximadamente 75:11:10 (por ejemplo, 750µg/ml 
polisorbato 80, 110µg/ml Triton X-100 y 100µg/ml α-tocoferol succinato), y estas concentraciones deberían 40 
incluir cualquiera contribución de estos componentes de antígenos. La emulsión también puede incluir 
escualeno. La emulsión también puede incluir un 3d-MPL (véase más arriba). La fase acuosa puede 
contener un tampón de fosfato.  

- Una emulsión de escualano, polisorbato 80 y poloxamaro 401 (“Pluronic™ L121”). La emulsión puede 
formularse en salina amortiguada con fosfato, pH 7,4. Esta emulsión es un vehículo de entrega útil para 45 
muramil dipéptidos, y se ha usado  con treonil-MDP en el adyuvante “SAF-1” [53] (0,05-1% Thr-MDP, 5% 
escualano, 2,5% Pluronic L121 y 0,2% polisorbato 80). Puede también usarse sin Thr-MDP, como en el 
adyuvante “AF” [54] (5% escualano, 1,25 Pluronic L121 y 0,2% polisorbato 80). La microfluidización es 
preferente.  

- Una emulsión que comprende escualano, un disolvente acuoso, un surfactante no iónico hidrofílico de 50 
polioxietileno alquil éter (por ejemplo, polioxietileno (12) cetostearil éter) y un surfacante no iónico 
hidorfóbico (por ejemplo, un éter de sorbitán o éster de mannide, como monoleato de sorbitán o “Span 802). 
La emulsión es preferentemente termorreversible y/o tiene al menos 90% de gotitas de aceite (por volumen) 
con un tamaño inferior a 200 nm [55]. La emulsión puede también incluir uno o más de: alditol; un agente 
crioprotector (por ejemplo, un azúcar, como dodecilmaltoside y/o sacarosa); y/o un alquilpoliglicósido. La 55 
emulsión puede incluir un agonista TLR4 [56]. Tales emulsiones puede liofilizarse.  

- Una emulsión de escualeno, poloxamero 105 y Abil-Care [57]. La concentración final (peso) de estos 
componentes en las vacunas de adyuvantes son 5% escualeno, 4% poloxamero 105 (poliol plurónico) y 2% 
Abil-Care 85 (Bis-PEG/PPG-16/16 PEG/PPG-16/16 dimeticona; caprílico/triglicérido caprico).  

- Una emulsión que tieen de 0,5-50% de un aceite, 0,1-10% de un fosfolípido y 0,05-5% de un surfactante no 60 
iónico. Como se describe en la referencia 58, los componentes fosfolípidos preferentes son fosfatidilcolina, 
fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, ácido fosfatícido, esfingomielina y 
cardiolipina. Los tamaños de las gotas de submicrón son ventajosos.  

- Una emulsión agua en aceite de submicrón de un aceite no metabolizable (como aceite mineral ligero) y al 
menos un surfactante (como lecitina, Tween 80 o Span 80). Pueden incluirse aditivos, como saponina 65 
QuilA, colesterol, un conjugado saponina-lipofilo (como GPI-0100, descrito en al referencia 59, producido 

E13712156
13-06-2017ES 2 628 301 T3

 



 17

por la adición de amina alifática a desacilsaponina por medio del grupo carboxilo de ácido glucurónico), 
dimetidioctadecilamonio bromuro y/o N,N-dioctadecil-N,N-bis (2-hidroxietil)propanodiamina.  

- Una emulsión donde una saponina (por ejemplo QuilA o QS21) y un esterol (por ejemplo, un colesterol) 
están asociados como micelas helicoidales [60].  

- Una emulsión que comprende un aceite mineral, un alcohol graso etoxilado lipofílico no iónico y un 5 
surfactante hidrofílico no iónico (por ejemplo, un alcohol graso etoxilado y/o polímero de bloque 
polioxietileno-polioxipropileno) [61].  

- Una emulsión que comprende un aceite mineral, un alcohol graso etoxilado hidrofílico no iónico y un 
surfactante lipofílico no iónico (por ejemplo, un alcohol graso etoxilado y/o polímero de bloque polioxietileno-
polioxipropileno) [61].  10 
 

En algunas realizaciones, una emulsión puede mezclarse con antígeno extemporáneamente, en el momento de 
la administración, y así el adyuvante y antígeno pueden mantenerse por separado en una vacuna empaquetada o 
distribuida, lista para la formulación final en el momento de uso. En otras realizaciones una emulsión se mezcla con 
antígeno durante la fabricación, y así la composición se empaqueta en una forma de adyuvante líquido. El antígeno 15 
estará generalmente en forma acuosa, de tal manera que la vacuna se prepare finalmente mezclando dos líquidos. 
La proporción de volumen de los dos líquidos para mezclar puede variar (por ejemplo, entre 5:1 y 1:5) pero es 
generalmente aproximadamente 1:1. Donde las concentraciones de los componentes se dan en las descripciones 
anteriores de emulsiones específicas, estas concentraciones son típicamente para una composición no diluida, y la 
concentración después de mezclar con una solución de antígeno así disminuirá.  20 
 
Empaquetado de composiciones de vacuna 
 
 Los recipientes adecuados para las composiciones de la invención (o componentes del kit) incluyen viales, 
jeringas (por ejemplo, jeringas desechables), pulverizadores nasales, etc. Estos recipientes deberían ser estériles.  25 
 
 Donde una composición/componente se localiza en un vial, es vial está hecho preferentemente de cristal o 
material de plástico. El vial se esteriliza preferentemente antes de que se añada la composición. Para evitar 
problemas con pacientes sensibles al látex, los viales se sellan preferentemente con un tapón libre de látex, y la 
ausencia de látex en todo el material de empaquetado es preferente. El vial puede incluir una dosis única de vacuna, 30 
o puede incluir más de una dosis (un vial “multidosis”), por ejemplo, 10 dosis. Los viales preferentes están hecho de 
cristal incoloro.  
 
 Un vial puede tener un tapón (por ejemplo, un cierre Luer) adaptado de tal manera que la jeringa pre-
llenada se pueda insertar en el tapón, los contenidos de la jeringa pueden expulsarse en el vial (por ejemplo, para 35 
reconstituir material liofilizado en él), y los contenidos del vial puedan retirarse de vuelta a la jeringa. Después de la 
retirada de la jeringa del vial, una aguja puede unirse después y la composición puede administrase a un paciente. El 
tapón está preferentemente situado dentro de un sello o cubierta, de tal manera que el sello o cubierta puedan 
retirarse antes de que pueda accederse al tapón. Un vial puede tener un tapón que permita la retirada aséptica de 
sus contenidos, particularmente para viales multidosis.  40 
 
 Donde un componente se empaqueta en una jeringa, la jeringa puede tener una aguja unida a la misma. Si 
no se une una aguja, puede suministrase a la jeringa una aguja separada para montaje y uso. Tal jeringa puede 
tener funda. Las agujas de seguridad son preferentes. Las agujas de 1-pultaade 23-gauge, 1-pulgada 25-gauge y 5/8 
pulgadas 25-gauge son preferente. Las jeringas pueden estar provistas de etiquetas que se despegan donde 45 
pueden estar impresos el número de lote, la estación de gripe y la fecha de caducidad de los contenidos, para 
facilitar el mantenimiento de registros. El émbolo en la jeringa tiene preferentemente un tapón para prevenir que el 
émbolo se retire por accidente durante la aspiración. Las jeringas pueden tener un tapón de goma de látex y/o 
émbolo. Las jeringas desechables contienen una única dosis de vacuna. La jeringa tendrá generalmente una un 
tapón en la punta para sellar la punta antes de la unión a la jeringa, y el tapón de la punta está hecho 50 
preferentemente de goma de butilo. Si la jeringa y la aguja se empaquetan por separado, entonces la aguja está 
preferentemente adaptada con un escudo de goma de butilo. Las jeringas preferentes son aquellas comercializadas 
bajo el nombre comercial “Tip-Lok”™.  
 
 Los recipientes pueden marcarse para mostrar un volumen de media dosis, por ejemplo, para facilitar su 55 
administración a niños. Por ejemplo, una jeringa que contiene una dosis de 0,5 ml puede tener una marca que 
muestra un volumen de 0,25 ml.  
 
 Donde se usa un recipiente de cristal (por ejemplo, una jeringa o un vial), entonces es preferente usar un 
recipiente hecho de un cristal de borosilicato en lugar de un cristal cal-soda.  60 
  
 Un kit o composición puede empaquetarse (por ejemplo en la misma caja) con un folleto que incluya 
detalles de la vacuna, por ejemplo, instrucciones para administración, detalles de los antígenos en las vacunas, etc. 
Las instrucciones pueden también contener advertencias, por ejemplo, para mantener una solución de adrenalina 
fácilmente disponible en caso de reacción anafiláctica después de la vacunación, etc.  65 
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Métodos de tratamiento y administración de la vacuna 
 
 La invención proporciona una vacuna fabricada de acuerdo con la invención. Estas composiciones de 
vacuna son adecuadas para su administración a sujetos animales humanos y no humanos, como cerdos o aves, y la 
invención proporciona un método para provocar una respuesta inmune en un sujeto, que comprende la etapa de 5 
administración de una composición de la invención al sujeto. La invención también proporciona una composición de 
la invención para su uso como un medicamente, y proporciona el uso de una composición de la invención para la 
fabricación de un medicamente para provocar una respuesta inmune en un sujeto.  
 
 La respuesta inmune provocada por estos métodos y usos incluirá generalmente una respuesta de 10 
anticuerpo, preferentemente una respuesta de anticuerpo protector. Los métodos para evaluar las respuestas 
inmunes, neutralizar la capacidad y protección después de la vacuna del virus de gripe son bien conocidos en la 
técnica. Los estudios humanos han mostrado que los títulos de anticuerpo contra hemaglutinina de virus de gripe 
humana y correlacionados con protección (un título de inhibición de hemaglutinación de muestra de suero de 
aproximadamente 30-40 da alrededor de 50% de protección de infección por un virus homólogo) [62]. Las 15 
respuestas de anticuerpo se miden por inhibición de hemaglutinación, por microneutralización, por inmunodifusión 
radial simple (IRS) y/o por hemolisis radial simple (HRS). Estas técnicas de ensayo son bien conocidas en la técnica.  
 
 Las composiciones de la invención pueden administrase de varias maneras. La ruta de administración más 
preferente es mediante inyección intramuscular (Por ejemplo, en el brazo o pierna), pero otras rutas disponibles 20 
incluyen inyección subcutánea, intranasal [63-65], oral [66], intradérmica [67,68], transcutánea, transdérmica [69], 
etc.  
 
 Las vacunas preparadas de acuerdo con la invención pueden usarse para tratar tanto niños como adultos. 
Las vacunas se recomiendan actualmente para uso en inmunización pediátrica y adulta, desde la edad de 6 meses. 25 
Así, un sujeto humano puede tener menos de 1 año, 1-5 años, 5-15 años, 15-55 años, o al menos 55 años. Los 
sujetos preferentes para recibir las vacunas son las personas mayores (por ejemplo, >50 años, >60 años y 
preferentemente >65 años), los niños (por ejemplo, >5 años), sujetos hospitalizados, trabajadores en sanidad, 
servicio armado y personal militar, mujeres embarazadas, enfermos crónicos, sujetos inmunodeficientes, sujetos que 
han tomado un compuesto antiviral (por ejemplo, un compuesto de oseltamivir o zanamivir; véase más abajo) en los 30 
7 días antes de recibir la vacuna, personas con alergia al huevo y personas que viajen al extranjero. Sin embargo, 
las vacunas no son solamente adecuadas para estos grupos, y pueden usarse más generalmente en una población. 
Para cepas pandémicas, es preferente la administración a todos los grupos de edad.  
 
 Las composiciones preferentes de la invención satisfacen 1, 2 o 3 de los criterios CPMP para eficacia. En 35 
adultos (18-60 años), estos criterios son: (1) >70% seroprotección; (29 >40% seroconversión; y/o (3) un aumento 
GMT de >2,5-veces. En personas mayores (>60 años), estos criterios son: (1) >60% seroprotección; (29 >30% 
seroconversión; y/o (3) un aumento GMT de >2-veces. Estos criterios se basan en estudios de etiqueta abierta con 
al menos 50 pacientes.  
 40 
 El tratamiento puede ser un programa de una única dosis o un programa de múltiples dosis. Las dosis 
múltiples pueden usarse en un programa de inmunización primaria y/o en un programa de inmunización de recuerdo. 
En un programa de múltiples dosis las varias dosis pueden darse mediante la misma ruta o diferentes rutas, por 
ejemplo, principal parenteral y refuerzo mucosa, principal mucosal y refuerzo parenteral, etc. La administración de 
más de una dosis (típicamente dos dosis) es particularmente útil en pacientes que inmunológicamente no se han 45 
sometido a tratamiento, por ejemplo, pacientes que nunca han recibido antes una vacuna de gripe, o para vacunar 
contra un nuevo subtipo HA (como en un brote pandémico). Las dosis múltiples se administrarán típicamente al 
menos con una semana de separación (por ejemplo, aproximadamente 2 semanas, aproximadamente 3 semanas, 
aproximadamente 4 semanas, aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 8 semanas, aproximadamente 10 
semanas, aproximadamente 12 semanas, aproximadamente 16 semanas, etc.).  50 
 
 Las vacunas producidas por la invención pueden administrase a pacientes sustancialmente al mismo 
tiempo que (durante la misma consulta médica o visita a un profesional de la salud o centro de vacunación) otras 
vacunas, por ejemplo, sustancialmente al mismo tiempo que la vacuna del sarampión, vacuna de paperas, vacuna 
de rubeola, vacuna MMR, vacuna de varicela, vacuna de MMRV, vacuna de difteria, vacuna de tétanos, vacuna de 55 
tos ferina, vacuna DTP, una vacuna conjugada de H. influenzae tipo b, una vacuna de polivirus desactivado, una 
vacuna de virus de hepatitis B, una vacuna de conjugado de meningococo (como vacuna tetravalente A-C-W135-Y), 
una vacuna de virus sincitial respiratorio, una vacuna de conjugado neumococo, etc. La administración 
sustancialmente al mismo tiempo de una vacuna de neumococo y/o una vacuna de meningococo es particularmente 
útil  en paciente mayores.  60 
 
 Similarmente, las vacunas de la invención pueden administrarse a pacientes al mismo tiempo que (durante 
la misma consulta médica o visita a un profesional de la salud o centro de vacunación) un compuesto antiviral, y en 
particular un compuesto antiviral activo contra virus de gripe (por ejemplo, oseltamivir y/o zanamivir). Estos 
antivirales incluyen inhibidores de neuraminidasa, como (3R,4R,5S)-4-acetilamino-5-amino-3(1-etilpropoxi)-1-65 
ciclohexeno-1-ácido carboxílico o 5-(acetilamino)-4-[(aminoiminometil)-amino]-2,6-anhidro-3,4,5-trideoxi-D-glicero-D-
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galactonon-2-ádido enónico, incluyendo ésteres de los mismos (por ejemplo, ésteres de etilo) y sales de los mismos 
(por ejemplo, sales de fosfato). Un antiviral preferente es (3R,4R,5S)-4-acetilamino-5-amino-3(1-etilpropoxi)-1-
ciclohexeno-1-ácido carboxílico, éster de etilo, fosfato (1:1), también conocido como fosfato de oseltamivir 
(TAMIFLU™).  
 5 
General 
 
 El término “comprendiendo” engloba “incluyendo” así como “consistiendo”, por ejemplo, una composición 
comprendiendo X puede consistir exclusivamente en X o puede incluir algo adicional, por ejemplo, X+Y.  
 10 
 La palabra “sustancialmente” no excluye “completamente”, por ejemplo, una composición que es 
“sustancialmente libre” de XY puede estar completamente libre de Y. Donde es necesario, la palabra 
“sustancialmente” puede omitirse de la definición de la invención.  
 
 El término “aproximadamente” en relación con un valor numérico x es opcional y significa, por ejemplo, 15 
x±10%.  
 
  A menos que se establezca lo contrario, un proceso que comprende la etapa de mezclar dos o más 
componentes no requiere ningún orden específico de mezcla. Así, los componentes pueden mezclarse en cualquier 
orden. Donde hay tres componentes, entonces dos componentes pueden combinarse entre sí, y después la 20 
combinación puede combinarse con el tercer componente, etc.  
 
 Las varias etapas de los métodos pueden realizarse al mismo tiempo o en diferentes momentos, en la 
misma o diferente localización geográfica, por ejemplo, países, y por el mismo o diferentes personas o entidades.  
 25 
 Donde se usan materiales animales (y particularmente bovinos) en el cultivo de células, deberían obtenerse 
de fuentes que estén libres de encefalopatías espongiformes transmisibles (EETs) en particular libre de 
encefalopatía espongiforme bovina (EEB). En general, es preferente cultivar células en ausencia total de materiales 
derivados de animales.  
 30 
 Donde un compuesto se administra al cuerpo como parte de una composición, entonces ese compuesto 
puede sustituirse alternativamente por un profármaco adecuado.  
 
 Las referencias a una identidad secuencial porcentual entre dos secuencias de aminoácido significa que, 
cuando se alinean, ese porcentaje de aminoácidos es el mismo comparando las dos secuencias. Este alineamiento y 35 
la homología porcentual pueden determinarse usando programas de software conocidos en la técnica, por ejemplo, 
aquellos descritos en la sección 7.7.18 de la referencia 70. Un alineamiento preferente es el determinado por el 
algoritmo de búsqueda de homología Smith-Waterman que usa una búsqueda de hueco afín con una penalización 
de apertura de hueco de 12 y una penalización de extensión de hueco de 2, matriz BLOSUM de 62. El algoritmo de 
búsqueda de homología Smith-Waterman se muestra en la referencia 71.  40 
 
 Las referencias a una identidad secuencial porcentual entre dos secuencias de ácido nucleico significa que, 
cuando se alinean, ese porcentaje de bases es el mismo comparando las dos secuencias. Este alineamiento y la 
homología porcentual pueden determinarse usando programas de software conocidos en la técnica, por ejemplo, 
aquellos descritos en la sección 7.7.18 de la referencia 70. Un programa de alineamiento preferente es GCG Gap 45 
(Genetics Computer Group, Wisconsin, Suite Versión 10.1), que preferentemente usa parámetros estándares, que 
son los siguientes: hueco de apertura = 34; hueco de extensión = 1.  
 
Breve descripción de los dibujos 
 50 
 La Figura 1 ilustra varios títulos (por ensayo de formación de foco (FFA); Figura 1A) Títulos HA (por ensayo 
de hemaglutinación de glóbulo rojo; Figura 1B) en tiempos diferentes de post-infección de virus wt PR8 y PR8-X que 
crecieron en células MDCK. La línea continua en la Figura 1A y las columnas sombreadas en la Figura 1B 
representan resultados con PR8 de tipo salvaje. La línea de puntos en la Figura 1A y las columnas vacías en la 
Figura 1B representan resultados de PR8-X de tipo salvaje. El eje x muestra las horas después de la infección y el 55 
eje y en las figura 1A y 1B muestra el título del virus (UI/ml) y título HA, respectivamente.  
 
 La Figura 2 ilustra títulos de virus (por FFA; Figura 2A) y títulos HA (por ensayo de hemaglutinación de 
glóbulo rojo; Figura 2B) en diferentes tiempos después de la infección de genética inversa derivó virus PR8 y PR8-X 
que crecieron en células MDCK. La línea continua en la Figura 2A y las columnas sombreadas en la Figura 2B 60 
representan resultados con PR8. Las línea de puntos en la Figura 2A y las columnas vacías en la Figura 2B 
representan resultados con PR8-X derivado de RG. El eje x muestra las horas después de la infección y el eje y en 
las figuras 2A y 2B muestra los títulos del virus (UI/ml) y título HA, respectivamente.  
 
 La Figura 3 copara títulos de virus (por FFA; Figura 3A) y títulos HA (por ensayo de hemaglutinación de 65 
glóbulo rojo; Figura 2B) en diferentes tiempos después de la infección en células MDCK de virus recombinantes 6:2 
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derivados de genética inversa hechos con segmentos del eje principal de PR8 o PR8-X que contienen los 
segmentos HA y NA con el eje principal de PR8. La línea de puntos en la Figura 3ª y las columnas vacías en la 
Figura 3B representan resultados con el eje principal de PR8-X. El eje x muestra las horas después de la infección y 
el eje y en las figuras 3A y 3B muestra el título de virus (UI/ml) y título HA, respectivamente.  
 5 
 La Figura 4 compara títulos de virus por FFA (Figura 4A) y títulos HA (por ensayo de hemaglutinación de 
glóbulo rojo; Figura 4B) en diferentes tiempos después de la infección en células MDCK de virus recombinantes 6:2 
derivados de genética inversa hechos con segmentos del eje principal de PR8 o PR8-X que contienen los 
segmentos HA y NA de 105p30. La línea continua en la Figura 5ª y las columnas sombreadas en la Figura 5B 
representan resultados con el eje principal de wt PR8. La línea de puntos en la Figura 5ª y las columnas vacías en la 10 
Figura 5B representan resultados con el eje principal de PR8-X. El eje x muestra las horas después de la infección y 
el eje y en las figuras 3A y 3B muestra el título de virus (UI/ml).  
 
 La Figura 6 ilustra títulos de virus por títulos por ensayo de formación de foco (FFA) en tiempos diferentes 
de post-infección de virus PR8-X de tipo salvaje y 105p30 (Figura 6A) o virus PR8-X y 105p30 derivados de genética 15 
inversa (Figura 6B) que crecieron en células MDCK. En las figuras 6A y 6B, las líneas continuas representan 
resultados con 105p30. Las líneas de puntos representan resultados con PR8-X. El eje x muestra las horas después 
de la infección y el eje y en las figura 6A y 6B muestra el título del virus (UI/ml) y título HA, respectivamente.  
 
 La Figura 7 muestra las características de crecimiento de virus recombinantes que contie4en los segmentos 20 
del eje principal de la cepa wt Pr8 (línea con triángulos) o cepa 105p30 (línea con cuadrados) y los segmentos HA y 
NA de una cepa pandémica de gripe H1 (cepa 2). El eje x en las figura 7A y 7B indica las horas después de la 
infección. El eje y en la Figura 7A muestra el título Log10 en FFU por ml. El eje y en la Figura 7B muestra el título 
log10 en partículas de virus por mL.  
 25 
 La Figura 8 compara títulos de virus por ensayo de formación de foco (FFA) en tiempos diferentes de post-
infección en células MDCK de virus recombinantes 6:2 derivados de genética inversa hechos con segmentos del eje 
principal de 105p30 o PR8-X que contienen los segmentos HA y NA de (A) una cepa H1 (cepa 1) o (B) una cepa 
pandémica de H1 (cepa 2). Las líneas continuas representan los resultados con el eje principal de 105p30. Las 
líneas de puntos representan los resultados con el eje principal de PR8-X. El eje x muestra las horas después de la 30 
infección y el eje y muestra el título de virus (UI/ml).  
 
 La Figura 9 compara títulos de virus mediante ensayo de formación de foco (FFA) en tiempos diferentes de 
post-infección en células MDCK de virus recombinantes 6:2 derivados de genética inversa hechos con el segmento 
principal de #17, #19 o PR8-X en combinación con los segmentos HA y NA de (A) cepa pandémica de H1 (cepa 3) o 35 
(B) un H3 (cepa 1). Las líneas continuas con marcadores de diamante representan resultados con el eje principal 
#19. Las líneas de puntos con marcadores cuadrados representan resultados con el eje principal de PR8-X. El eje x 
muestra las horas después de la infección y el eje y muestra el título de virus (UI/ml). 
 
 La Figura 10 compara títulos de virus mediante ensayo de formación de foco (FFA) en tiempos diferentes 40 
de post-infección en células MDCK de virus recombinantes 6:2 derivados de genética inversa hechos con el 
quimérico #19 o segmento principal de PR8-X más los segmentos HA y NA de las siguientes cepas: (A) una cepa 
pandémica H1 (cepa 2), (B) una cepa pandémica H1 (cepa 4), (C) una cepa H1 (cepa 2), (D) una cepa H1 (cepa 3) o 
(E) una cepa H3 (cepa 2). En las Figuras 10A-E, las líneas continuas con los marcadores de triángulo representan 
resultados con el eje central #19. Las líneas de puntos con marcadores cuadrados representan resultados con el 45 
segmento principal de PR8-X.  El eje x muestra las horas después de la infección y el eje y muestra el título de virus 
(UI/ml). 
 
 La Figura 11 compara las producciones HA (por ELISA de captura de lectina) y 60 horas post-infección en 
células MDCK de diferentes virus recombinantes 6:2 con quimérico #19 (columnas vacías) o segmento principal de 50 
PR8-X (columnas continuas) más los segmentos HA y NA de las siguientes cepas: (A) una cepa pandémica H1 
(cepa 2), (B) una cepa pandémica H1 (cepa 4), (C) una cepa H3 (cepa 1) y (D) una cepa H3 (cepa 2). Los virus 
correspondientes recombinantes 6:2 hechos mediante recombinación clásica (“clásicos”) con el segmento principal 
de wt PR8 se incluyeron como controles (columnas sombreadas). El eje y muestra el contenido HA en µg por mL.  
 55 
 La Figura 12 muestra las curvas de crecimiento de virus recombinantes de gripe que comprenden 
segmentos principales 17, 18, 19 y 20 (mostrados en la tabla 1; línea con diamantes, cuadrados, triángulos y cruces, 
respectivamente), un control que comprende los mismos segmentos HA y NA de una cepa de gripe H3 (cepa 1) pero 
todos los segmentos del eje principal de PR8-X (línea con círculos) y la cepa de tipo salvaje equivalente (línea con el 
signo más). El eje x indica las horas post-infección (hpi) y el eje y muestra UI/ml.  60 
 
 La Figura 13 muestra la curva de crecimiento de virus recombinantes de gripe que comprenden los 
segmentos principales 17, y 18 (línea con diamantes y triángulos, respectivamente9 y los segmentos HA de una 
cepa H3 de gripe (cepa 3), un control que comprende los mismos segmentos HA y NA pero todos los segmentos del 
eje principal de PR8-X (línea con el signo más) la cepa de tipo salvaje equivalente (línea con círculos).  65 
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 La Figura 14 muestra los resultados de FFA (14(A) y 14 (C)) y HA-ELISA (14(B) y ensayo 14 (D)) usando 
virus recombinantes de gripe que comprenden segmento principal 19 (caja abierta). El eje principal de PR8-X (caja 
sombreada) y el virus de gripe de tipo salvaje (caja con puntos). Las Figuras 14(A) y 14(B) muestran los resultados 
con una cepa de gripe H1 (cepa 2) y las figuras 14(C) y (D) muestran los resultados con una cepa de virus de gripe 
H3. El eje y en las figuras 14(A) y (C) indica el título de virus en UI/mL y el eje y en las figuras 14(B) y 14(D) indica 5 
HA en µg/mL.  
 
 La Figura 15 es un alineamiento del segmento viral M1 de A/New Caledonia/20/99 (SEQ ID NO. 33) y 
105p30 (SEQ ID NO: 45).  
 10 
Modos para realizar la invención 
 
Desarrollo de nuevas cepas donantes 
 
 Con el fin de proporcionar cepas donantes de alto crecimiento, la cepa donante A/Puerto Rico/8/34 pasa en 15 
las células MDCK 33016 cinco veces. Usando este método, los inventores fueron capaces de obtener la cepa PR8-X 
que muestra características mejoradas de crecimiento en comparación con la cepa original.  
 
 La cepa donante de gripe 105p30 se proporcionó aislando un virus de  gripe A/New Caledonia/20/199 de un 
aislado clínico en células MDCK 33016 y pasando el virus 30 veces. La cepa resultante tiene un segmento M con 20 
lisina en la posición correspondiente al aminoácido 95 en la SEQ ID NO: 33 cuando se alinea con SEQ ID NO: 33.  
 
Características de crecimiento de virus wt PR8 y PR8-X 
 
 Con el fin de comparar las características de crecimiento de cepas donantes PR8-X y wt PR8, el título viral 25 
de estas cepas de virus se mide en células MDCK mediantes ensayos de formación de foco y ensayos de 
hemaglutinina.  
 
Ensayos de formación de foco (FFA) 
 30 
 Para FFA, células MDCK no infectadas se colocaron en placas en una densidad de 1,8x10

4
 células/pocillo 

en 96 placas con pocillo en 100 µl de DMEM con 10% SFB. Al siguiente día, el medio se aspiró y las células se 
infectan con virus en un volumen de 50 µl (virus diluidos en DMEM + 1% SFB). Las células se incuban a 37ºC hasta 
el siguiente día.  
  35 
 En varios puntos en el tiempo después de la infección, el medio se aspira y las células se lavan una vez con 
PBS. Se añaden 50 µl de 50%/50% acetona-metanol helado a cada pocillo seguido de incubación a -20ºC durante 
30 minutos. La mezcla de acetona se aspira y las células se lavan una vez con PBST (PBS + 0,1% Tween). Se 
añaden 50 µl de 2% BSA a cada pocillo seguido de incubación a temperatura ambiente (TA) durante 30 minutos. Se 
añaden 50 µl de una dilución 1:6000 de anti-NP en el tampón bloqueador seguido de incubación a TA durante 1 40 
horas. La solución de anticuerpo se aspira y las células se lavan tres veces con PBST. Se añade anticuerpo 
secundario (cabra anti ratón) en una dilución 1:2000 en 50 µl de tampón bloqueador y la placa se incuba a TA 
durante 1 horas. La solución de anticuerpo se aspira y las células se lavan tres veces con PBST. Se añaden 50 µl de 
KPL True-Blue a cada pocillo y se incuba durante 10 minutos. La reacción se para aspirando el True-Blue y 
lavándolo una vez con dH2O. El agua se aspira y se deja secar las células.  45 
 
 Los resultados (Figura 1) muestran que la cepa PR8-X puede crecer en títulos más altos en el mismo 
contexto de tiempo en comparación con la cepa wt PR8 de la que se deriva.  
 
Características de crecimiento de virus recombinantes que contienen segmentos principales de PR8-X o wt 50 
PR8 
 
 Con el fin de probar la idoneidad de la cepa PR8-X como cepa donante para virus recombinantes, se 
producen virus recombinantes mediante genética inversa que contienen las proteínas HA y NA de una cepa 
pandémica H1 y los otros segmentos virales de PR8-X o PR8. Los títulos virales de estos virus recombinantes se 55 
determinan mediante ensayos FFA y HA como se ha descrito anteriormente. Los resultados se muestran en la 
Figura 4.  
 
 Los resultados indican que los virus recombinantes que contienen segmentos virales de PR8-X crecen más 
rápido en células MDCK en comparación con virus recombinantes que contienen segmentos virales de la cepa 60 
PR8/34.  
 
Características de crecimiento de cepa 105p30 en comparación con PR8-X 
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 Las células MDCK se infectan con 105p30 y PR8-X en una multiplicidad de infección de 10
-3

 y las muestras 
se toman en varios puntos en el tiempo después de la infección. El título se determina mediante un ensayo FFA. Los 
resultados muestran que 105p30 crece incluso más rápido en células MDCK en comparación con PR8-X (Figura 6).  
 
Características de crecimiento de virus recombinantes que contienen segmentos principales de 105p30 o wt PR8.  5 
 
 Con el fin de probar la idoneidad de la cepa 105p30  como cepa donante para virus recombinantes, se usa 
genética inversa para producir virus recombinantes que contienen los segmentos HA y NA de una cepa pandémica 
de gripe H1 y los segmentos del eje principal de la cepa 105p30 o wt PR8. Las células MDCK se infectan con los 
virus recombinantes en una multiplicidad de infección de 10

-3
 y las muestras se toman 1 hora, 12 horas, 36 horas y 10 

60 horas después de la infección. Los títulos se determinan mediante ensayo de formación de foco o determinando 
las partículas de virus mediante detección en tiempo real PCR. Los virus recombinantes que contienen los 
segmentos principales del eje central de la cepa 105p30 crecen más rápido que los virus que se recombinan con los 
segmentos del eje principal de la cepa wt PR8. Esto muestra que la cepa 105p30 es una buena cepa donante para 
producir virus recombinantes de rápido crecimiento (Figura 7).  15 
 
Rescate de virus de gripe usando segmentos del eje principal de dos cepas donantes 
 
 La eficacia de rescate de virus recombinantes de gripe que contienen los segmentos HA y NA de un virus 
de gripe H3 y los segmentos del eje principal de las cepas donantes 105p30 y PR8-X se prueba en células MDCK. 20 
Los virus recombinantes de gripe contienen segmentos del eje principal de las cepas donantes 105p30 y PR8-X, 
como se indica en la siguiente tabla:  
 
Tabla 1 
 25 
 
 
 
 
 30 
 
 
 
 
 35 
 
 
 
 
 40 
 
 
 
 
 45 
 
 
 
 
 50 
 
 
 
 
 55 
 
 
 
 
 60 
 Los virus recombinantes de gripe que contiene un segmento principal de acuerdo con el número 3, 4, 10, 
11, 14 y 16-20 son rescatables. Los virus de gripe que contienen el número de segmento principal 3, 4, 10, 11 o 16 
consiguen títulos virales de menos de 10

2
 UI/ml. Los virus de gripe que contienen los números del segmento 

principal 17 y 18 consiguen títulos virales de entre 10
2
  y 10

6
 UI/ml y los virus de gripe que tienen los números del 

segmento principal 19 y 20 consiguen títulos incluso de más de 10
6
 UI/ml.  65 

 

Eje principal # PB1 PB2 PA NP M NS 

1 PR8-X PR8-X PR8-X 105p30 105p30 105p30 

2 PR8-X PR8-X 105p30 PR8-X 105p30 105p30 

3 PR8-X PR8-X 105p30 105p30 PR8-X 105p30 

4 PR8-X PR8-X 105p30 105p30 105p30 PR8-X 

5 PR8-X 105p30 PR8-X PR8-X 105p30 105p30 

6 PR8-X 105p30 PR8-X 105p30 PR8-X 105p30 

7 PR8-X 105p30 PR8-X 105p30 105p30 PR8-X 

8 PR8-X 105p30 105p30 PR8-X PR8-X 105p30 

9 PR8-X 105p30 105p30 PR8-X 105p30 PR8-X 

10 PR8-X 105p30 105p30 105p30 PR8-X PR8-X 

11 105p30 PR8-X PR8-X PR8-X 105p30 105p30 

12 105p30 PR8-X PR8-X 105p30 PR8-X 105p30 

13 105p30 PR8-X PR8-X 105p30 105p30 PR8-X 

14 105p30 PR8-X 105p30 PR8-X 105p30 PR8-X 

15 105p30 PR8-X 105p30 PR8-X PR8-X 105p30 

16 105p30 PR8-X 105p30 105p30 PR8-X PR8-X 

17 105p30 105p30 PR8-X PR8-X PR8-X 105p30 

18 105p30 105p30 PR8-X PR8-X 105p30 PR8-X 

19 105p30 105p30 PR8-X 105p30 PR8-X PR8-X 

20 105p30 105p30 105p30 PR8-X PR8-X PR8-X 
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 Estos datos muestran que los virus de gripe donde los segmentos PB1 y PB2 vienen de la misma cepa 
donante de gripe pueden mostrar una mayor eficacia de rescate en comparación con virus de gripe donde estos 
segmentos vienen de diferentes cepas donantes de gripe.  
 
Características de crecimiento de virus recombinantes de gripe que contienen segmentos del eje principal 5 
de dos cepas donantes 
 
 Se crean cepas recombinantes de gripe que contienen números del segmento principal 17, 18, 19 y 20 
(como se muestra en la tabla 1 anterior) y los segmentos HA y NA de una cepa de gripe H3 (cepa 1). Como 
controles, se usan el virus de gripe H3 de tipo salvaje equivalente y un virus recombinante de gripe que comprende 10 
los mismos segmentos HA y NA y todos los segmentos del eje principal de  PR8-X.  
 
 Además, se producen cepas recombinantes de gripe que contienen números del segmento principal 17 y 19 
y el segmento HA y NA de un segundo virus de gripe H3 (cepa 1) o un virus pandémico de gripe H1 (cepa 3). Como 
controles para la cepa H3, se usan el virus de gripe H3 (cepa 3) de tipo salvaje equivalente y un virus recombinante 15 
de gripe que comprende los mismos segmentos HA y NA y todos los segmentos del eje principal de PR8-X. Para el 
virus pandémico de gripe H1, se usa un virus recombinante de gripe que comprende los segmentos HA y NA y todos 
los segmentos del eje principal de PR8-X.  
 
 Los virus recombinantes de gripe y los virus de control crecen en células MDCK y el título viral se mide por 20 
FFA en diferentes puntos en el tiempo. Para los virus recombinantes H3 (cepa 1) que contienen los segmentos 17, 
19 y 20 y los virus de gripe H3 (cepa 3) que contienen los segmentos principales 17 y 19, los virus de gripe que 
contienen los segmentos del eje principal de dos cepas donantes crecen hata títulos más altos en comparación con 
el virus de tipo salvaje y el virus recombinante que contiene los segmentos del eje principal de solamente una cepa 
donante (véase las figuras 11 y 12).  25 
 
 Para el virus pandémico de gripe H1, las cepas recombinantes de gripe que contiene los segmentos 
principales 17 y 19 crecen hasta títulos más altos en comparación con el control que contenía todos los segmentos 
del eje principal de PR8-X (véase figura 9).  
 30 
 Los datos muestran que los virus recombinantes de gripe que contienen los segmentos del eje principal de 
dos cepas donantes diferentes pueden mostrar mejores índices de crecimiento con virus recombinantes de gripe que 
contienen segmentos del eje principal de solamente una única cepa donante.  
 
 Los experimentos también se repitieron usando virus recombinantes de gripe que contienen el segmento 35 
principal 19 o los segmentos del eje principal de PR8-X en combinación con los segmentos HA y NA de cuatro cepas 
diferentes H1 o una cepa H3. Los resultados se muestran en la Figura 10.  
 
Virus recombinantes de gripe con segmentos del eje principal de dos cepas donantes diferentes dan 
mayores producciones 40 
 
 Para probar si los virus recombinantes de gripe que contienen los segmentos del eje principal de dos cepas 
donantes diferentes de gripe pueden también proporcionar producciones más altas, la producción de la cepa 
recombinante se prueba con HA-ELISA. Con este fin, se usan los mismos virus recombinante de gripe que se han 
descrito anteriormente que contienen segmento principal #19 y los segmentos HA/NA de H3 (cepa 2) y cepas de 45 
gripe H1. Como controles, se usan los virus de gripe de tipo salvaje equivalente y virus recombinantes de gripe que 
comprenden los mismos segmentos HA y NA y todos los segmentos del eje principal de PR8-X. Además, los títulos 
virales se confirman con un ensayo FFA.  
 
 Los resultados confirman que las cepas recombinantes de gripe que contiene los segmentos del eje 50 
principal de dos cepas donantes diferentes pueden crecer hasta producciones más altas en comparación con virus 
de gripe que contenían todos los segmentos principales de PR8-X (véase figuras 13 (A) y (C)). Además, los virus 
recombinantes de gripe que comprenden los segmentos del eje principal de dos cepas donantes también dan 
mayores producciones de HA (véase las figuras 13(B) y (D)).  
 55 
 Estos datos muestran que los virus recombinantes de gripe que contiene los segmentos del eje principal de 
dos cepas donantes dan mayores producciones en comparación con virus recombinantes de gripe que contiene 
segmentos del eje principal de solamente una única cepa donante.  
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REIVINDICACIONES 
 
1. Un virus recombinante de gripe A que puede crecer hasta títulos virales más altos en células MDCK en el mismo 
tiempo y bajo las mismas condiciones de crecimiento en comparación con A/Puerto Rico/8/34, donde el virus 5 
recombinante de gripe A comprende segmentos del eje principal de dos cepas donantes, donde los segmentos 
virales PB1 y PB2 son de la cepa donante 105p30 y (a) tienen al menos 95% identidad con las secuencias de SEQ 
ID Nos: 18 y 19, o (b) codifican polipéptidos que tiene la menos 99% identidad con las secuencias de polipéptido 
codificadas por SEQ ID Nos: 18 y 19, donde al menos un segmento viral del eje principal del virus recombinante de 
gripe A es de la cepa donante PR8-X, y donde:  10 
 

a) el segmento PA del virus recombinante de gripe A tiene una secuencia que es al menos 95% identidad 
con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 9 y 17, el segmento M del virus 
recombinante de gripe A tiene una secuencia que tiene al menos 95% identidad con una secuencia 
seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 13 y 21, el segmento NP del virus recombinante de 15 
gripe A tiene una secuencia que tiene al menos 95% identidad con una secuencia seleccionada del grupo 
consistente en SEQ ID Nos: 12 y 20, el segmento NS del virus recombinante de gripe A tiene una 
secuencia que tiene al menos 95% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en 
SEQ ID Nos: 14 y 22; o 
b) los segmentos virales del eje central codifican polipéptidos que tiene al menos 99% identidad con las 20 
secuencias de polipéptido codificadas por SEQ ID Nos: 12-14 o 20-22.  

 
2. El virus recombinante de gripe A de la reivindicación 1, donde el virus de gripe A comprende un segmento de 
genoma M que tiene lisina en la posición correspondiente al aminoácido 95 de la SEQ ID NO: 33 cuando se alinea 
con la SEQ ID NO: 33 usando un algoritmo de alineamiento de pares.  25 
 
3. El virus recombinante de gripe A de la reivindicación 2, donde la cepa de gripe A es una cepa H1N1. 
 
4. El virus recombinante de gripe A de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde al menos un segmento 
viral del eje principal: 30 
(a) tiene la secuencia de SEQ ID NO: 17 o SEQ ID NO: 20; o 
(b) tiene la secuencia de SEQ ID NO: 14; o 
(c) codifica la misma secuencia de aminoácido que la secuencia de SEQ ID NO: 14; o 
(d) codifica los mismos polipéptidos que las secuencias SEQ ID NOs: 18-22. 
 35 
5. El virus recombinante de gripe A de la reivindicación 1, donde el virus comprende además un segmento viral que 
tiene al menos 95% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID NOs: 17-22. 
 
6. Un método in vitro para preparar un virus recombinante de gripe A que comprende las etapas de:  
 40 

(i) introducir en un huésped de cultivo una o  más construcciones de expresión que codifican los segmentos 
virales necesarios para producir un virus de gripe A donde los segmentos virales del eje central son de dos 
cepas donantes; y 
(ii) cultivar el huésped de cultivo con el fin de producir virus recombinante de gripe A;  
 45 

donde el virus recombinante de gripe A puede crecer hasta títulos virales más altos en células MDCK en el mismo 
tiempo y bajo las mismas condiciones de crecimiento en comparación con A/Puerto Rico/8/34, donde el virus 
recombinante de gripe A comprende segmentos del eje principal de dos cepas donantes, donde los segmentos 
virales PB1 y PB2 son de la cepa donante 105p30 y (a) tienen al menos 95% identidad con las secuencias de SEQ 
ID Nos: 18 y 19, o (b) codifican polipéptidos que tiene la menos 99% identidad con las secuencias de polipéptido 50 
codificadas por SEQ ID Nos: 18 y 19, donde al menos un segmento viral del eje principal del virus recombinante de 
gripe A es de la cepa donante PR8-X, y donde:  
 

a) el segmento PA del virus recombinante de gripe A tiene una secuencia que es al menos 95% identidad 
con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 9 y 17, el segmento M del virus 55 
recombinante de gripe A tiene una secuencia que tiene al menos 95% identidad con una secuencia 
seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 13 y 21, el segmento NP del virus recombinante de 
gripe A tiene una secuencia que tiene al menos 95% identidad con una secuencia seleccionada del grupo 
consistente en SEQ ID Nos: 12 y 20, el segmento NS del virus recombinante de gripe A tiene una 
secuencia que tiene al menos 95% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en 60 
SEQ ID Nos: 14 y 22; o 
b) los segmentos virales del eje central codifican polipéptidos que tiene al menos 99% identidad con las 
secuencias de polipéptido codificadas por SEQ ID Nos: 12-14 o 20-22.  

 
7. El método in vitro de la reivindicación 6 donde al menos una construcción de expresión comprende una secuencia 65 
que tiene 90% identidad con una secuencia seleccionada del grupo consistente en SEQ ID Nos: 12-14 y 18-22.  
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8. El método in vitro de la reivindicación 6 o reivindicación 7, que además comprende la etapa (iii) de purificar el virus 
recombinante obtenido en la etapa (ii).  
 
9. Un método in vitro para producir virus de la gripe, que comprende las etapas de (a) infectar un huésped de cultivo 5 
con el recombinante del virus de la gripe de las reivindicaciones 1-5; (B) cultivar el huésped de la etapa (a) para 
producir el virus; y opcionalmente (c) purificar el virus obtenido en la etapa (b). 
 
10. Un método in vitro para preparar una vacuna, que comprende las etapas de (a) preparar un virus por el método 
de la reivindicación 9 y (b) preparar la vacuna del virus. 10 
 
11. El método in vitro de las reivindicaciones 9 ó 10, en el que el huésped de cultivo es (a) un huevo de gallina 
embrionado o (b) una célula de mamífero, por ejemplo una célula MDCK, Vero o PerC6. 
 
12. El método in vitro de la reivindicación 11 (b), en el que la célula crece (a) adherentemente o (b) en suspensión. 15 
 
13. El método in vitro de la reivindicación 12 (b), en el que la célula MDCK es la línea celular MDCK 33016 (DSM 
ACC2219). 
 
14. The in vitro method of one of claims 9 to 13, wherein 20 
(i) step (b) involves inactivating the virus; and/or 
(ii) the vaccine is a whole virion vaccine, a split virion vaccine, a surface antigen vaccine or a virosomal vaccine; 
and/or 
(iii) the vaccine contains less than 10ng of residual host cell DNA per dose; and/or 
(iv) at least one of the influenza strains is of the H1, H2, H5, H7 or H9 subtype. 25 
 
14. El método in vitro de una de las reivindicaciones 9 a 13, en el que 
 

(i) la etapa (b) implica la inactivación del virus; y/o 
(ii) la vacuna es una vacuna de virión completa, una vacuna de virión dividida, una vacuna de antígeno de 30 
superficie o una vacuna virosomal; 
y/o 
(iii) la vacuna contiene menos de 10 ng de ADN residual de la célula huésped por dosis; y/o 
(iv) al menos una de las cepas de influenza es del subtipo H1, H2, H5, H7 o H9. 

 35 
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