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DESCRIPCION

Procedimientos de purificacion de un virus producido in vitro y ensayo de eliminacién del virus

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Sector de la invencion

La presente invencion se refiere al campo de la virologia, de manera mas precisa a procedimientos de purificacion
de virus no envueltos o pseudoenvueltos, tales como el virus de la hepatitis E (VHE) el virus de la hepatitis A (VHA)
y el parvovirus porcino (PVP) propagado en un cultivo celular y para utilizar en estudios de eliminacién de virus.

Descripcion de la técnica relacionada

El uso clinico de todos los productos derivados de la sangre y el plasma conlleva el riesgo potencial de transmision
de patodgenos infecciosos transmitidos por la sangre. La mitigacion del riesgo se puede lograr mediante la aplicaciéon
de etapas de reduccion de patégenos en los procedimientos de fabricacion de productos derivados de la sangre y el
plasma. Para desarrollar y demostrar la eficacia de las etapas de reduccion de patégenos, se realizan estudios de
eliminacion de virus. Durante estos estudios, una cantidad conocida de virus es afadida a un producto intermedio de
sangre o plasma y, a continuacion, la muestra a la que se le ha anadido el virus se procesa utilizando un modelo a
escala de laboratorio (un modelo a escala reducida) del procedimiento de fabricacion que comprende una etapa de
reduccion de patdégenos. La reduccion y/o eliminacion de virus durante una etapa de reduccion de patdgenos se
determina comparando la cantidad de virus antes y después de la etapa.

Para asegurar la validez de los datos de eliminacion de virus, el modelo a escala reducida debe representar con
precision una operacion unitaria a gran escala y el concentrado de virus debe ser representativo de un potencial
contaminante. Por ejemplo, el cultivo de un concentrado de virus in vitro puede requerir suero y la presencia de
suero en el concentrado de virus podria afectar los estudios de eliminacion que implican productos intermedios libres
de suero. La presencia de contaminantes no virales, tales como membranas de células huésped, proteinas y acidos
nucleicos extranos, también podrian interferir en la evaluacién precisa de la eliminacion del virus durante una etapa
aguas abajo, en la que los productos intermedios estan presumiblemente altamente purificados. Por lo tanto, es
importante eliminar los contaminantes del concentrado de virus que podrian afectar el rendimiento y la relevancia de
los modelos a escala reducida.

DESCRIPCION RESUMIDA DE LA INVENCION

La presente invencién comprende un procedimiento de purificacién de un virus no envuelto o pseudoenvuelto
propagado en un cultivo celular, basado en un procedimiento de tratamiento de una muestra que comprende el virus
no envuelto o pseudoenvuelto con un detergente, en el que el detergente se selecciona del grupo que consiste en
Triton X-100 al 0,5% y una mezcla de Tritbn X-100 al 0,5% y dodecil sulfato de litio al 0,1%. En algunas
realizaciones del procedimiento, el virus propagado en el cultivo celular es el virus de la Hepatitis A (VHA). En
algunas realizaciones del procedimiento, el virus propagado en el cultivo celular es el parvovirus porcino (PVP). En
algunas realizaciones preferentes del procedimiento, el virus propagado es el cultivo celular es el virus de la
Hepatitis E (VHE). En algunas realizaciones del procedimiento, el virus se produce en un cultivo celular in vitro. En
algunas realizaciones del procedimiento, el cultivo celular in vitro comprende una linea celular establecida. En
algunas realizaciones del procedimiento, la linea celular establecida se selecciona de un grupo que comprende
HepG2 (numero ATCC HB-8065) y HepG2/C3A (numero ATCC CRL-10741). En algunas realizaciones del
procedimiento, la etapa de tratamiento se lleva a cabo durante 1 hora. En algunas realizaciones del procedimiento,
la muestra es un sobrenadante obtenido a partir de ultracentrifugacion de una suspension clarificada de lisado
celular infectado con virus. En algunas realizaciones del procedimiento, de manera opcional, la muestra es una
fraccion retenida derivada de la filtracién de flujo tangencial (“trans-flow”) de una suspensién clarificada de lisado
celular infectado con virus.

Un procedimiento para medir el nivel de un virus no envuelto o un virus pseudoenvuelto en una muestra,
comprendiendo el procedimiento las etapas de: a) proporcionar la muestra a una mezcla que comprende una linea
celular y un medio de cultivo; b) incubar para permitir la propagacion del virus no envuelto o el virus pseudoenvuelto,
si esta presente en la muestra, para obtener una fraccidn incubada; c) tratar con al menos un detergente para
obtener una fraccion tratada; en el que el detergente se selecciona del grupo que consiste en Tritén X-100 al 0,5% y
una mezcla de Triton X-100 al 0,5% y dodecil sulfato de litio al 0,1%; d) recoger una parte de la fraccion tratada para
obtener una fraccion recogida; y e) medir el nivel del virus no envuelto o el virus pseudoenvuelto en la fraccion
recogida. En algunas realizaciones del procedimiento, la muestra se obtiene de un mamifero. En algunas
realizaciones del procedimiento, la muestra comprende plasma o sangre. En algunas realizaciones del
procedimiento, el virus no envuelto o el virus pseudoenvuelto es el VHA. En algunas realizaciones del procedimiento,
el virus no envuelto o el virus pseudoenvuelto es el PVP. En algunas realizaciones preferentes del procedimiento, el
virus no envuelto o pseudoenvuelio es el VHE. En algunas realizaciones del procedimiento, el virus se propaga en
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un cultivo celular in vitro que comprende una linea celular establecida. En algunas realizaciones del procedimiento,
la linea celular se selecciona del grupo que consiste en HepG2 (nimero ATCC HB-8065) y HepG2/C3A (numero
ATCC CRL-10741). En algunas realizaciones del procedimiento, la muestra comprende una primera fraccion
retenida obtenida mediante la filtracion de flujo tangencial de una parte de la fracciéon incubada a través de una
membrana. En algunas realizaciones del procedimiento, la muestra comprende, de manera opcional, un primer
sobrenadante obtenido mediante la filtracion de flujo tangencial de una parte de la fraccion incubada a través de una
membrana para obtener una primera fraccion retenida y la centrifugacion de la primera fraccion retenida. En algunas
realizaciones del procedimiento, la muestra se trata con al menos un detergente o, de manera opcional, una mezcla
de detergentes seleccionados del grupo que consiste en Tritén X-100 al 0,5% y una mezcla de Tritén X-100 al 0,5%
y dodecil sulfato de litio al 0,1% para obtener una primera solucion, comprendiendo el procedimiento ademas: a)
proporcionar un primer precipitado obtenido mediante la centrifugacion de la primera solucion; b) proporcionar una
segunda solucion obtenida mediante la resuspension del primer precipitado en PBS (por sus siglas en inglés,
Tampon Fosfato Salino); ¢) proporcionar una tercera solucion obtenida mediante la clarificacion de la segunda
solucién; d) proporcionar un primer filirado obtenido mediante la filtracion de la tercera solucion utilizando una
membrana; y e) proporcionar una segunda fraccion retenida obtenida mediante la ultrafiltracion del primer filtrado, en
el que la segunda fraccion retenida comprende la fraccion tratada. En algunas realizaciones del procedimiento, la
medicién del nivel de virus no envuelto o pseudoenvuelto comprende detectar una sustancia biologica, en el que la
sustancia biolégica comprende una secuencia de polinucleétido y/o una secuencia de polipéptido de un virus, y en el
que la sustancia biolégica es un acido ribonucleico del VHE. En algunas realizaciones del procedimiento, la medicién
de la sustancia biolégica comprende: a) proporcionar una primera mezcla de reaccién que comprende el acido
ribonucleico del VHE obtenido mediante la mezcla de una parte de la fraccion tratada con una solucién de lisis; b)
proporcionar una segunda mezcla de reaccion obtenida mediante la adicién de un primer reactivo a la primera
mezcla de reaccion, en el que la segunda mezcla de reaccién comprende un acido desoxirribonucleico que es
complementario al acido ribonucleico del VHE; ¢) afadir, a la segunda mezcla de reaccién, un segundo reactivo que
es, como minimo, parcialmente complementario a una secuencia dentro del acido desoxirribonucleico; d) afadir, a la
segunda mezcla de reaccién, un tercer reactivo que es, como minimo, parcialmente complementario a una
secuencia dentro del acido desoxirribonucleico; €) amplificar la secuencia comprendida por el segundo y el tercer
reactivos dentro del &cido desoxirribonucleico; y f) medir la concentracion de la secuencia amplificada. En algunas
realizaciones del procedimiento, el segundo reactivo y el tercero reactivo comprenden una secuencia de
oligonucledtidos seleccionada del grupo que consiste en:

a) 5-CGGCTATCGGCCAGAAGTT-3' (SEQ ID NO:1);
b) 5-CCGTGGCTATAACTGTGGTCT-3' (SEQ ID NO:2) y
c) 5-FAM-TTTTTACGC-ZEN-AGGCTGCCAAGGCC-3IABKFQ-3' (SEQ ID NO:3).

En algunas realizaciones, la presente invencién comprende un procedimiento de purificacién de un virus no envuelto
0 pseudoenvuelto propagado en un cultivo celular, basado en un procedimiento de tratamiento de una muestra que
comprende el virus no envuelto o pseudoenvuelto con un detergente o una mezcla de detergentes seleccionados del
grupo que consiste en Triton X-100 al 0,5% y una mezcla de Tritén X-100 al 0,5% y dodecil sulfato de litio al 0,1%, lo
que permite obtener un virus cuyo comportamiento en los estudios de eliminacion es presumiblemente el mismo o
casi el mismo que los que potencialmente podrian estar presente en las corrientes de procedimiento altamente
purificadas. En algunas realizaciones, el virus generado mediante algunas realizaciones del procedimiento descrito
anteriormente seria un afadido adecuado para probar la capacidad de reduccién y/o eliminacion del virus de las
etapas aguas abajo en los procedimientos de fabricacion de proteinas derivadas de la sangre y/o el plasma.

En algunas realizaciones, el procedimiento de purificacién de un virus producido en un cultivo celular, basado en un
procedimiento de tratamiento, comprende: clarificacion de un material infectado por virus; filtracion de flujo
tangencial, como minimo, de parte de la mezcla a través de una membrana para obtener una primera fraccion
retenida; y centrifugar la primera fraccion retenida para obtener un primer sobrenadante. El procedimiento de
tratamiento comprende: tratar el primer sobrenadante con al menos un detergente para obtener una primera
solucién; en el que el procedimiento comprende ademas: después de dicho tratamiento, centrifugar la primera
solucion para obtener un primer precipitado; resuspender el primer precipitado para obtener una segunda solucion;
clarificar la segunda solucion para obtener una tercera solucién; filtrar la tercera solucién utilizando una membrana
para obtener un primer filtrado; y ultrafilirar el primer filtrado para obtener una segunda fraccién retenida que
proporciona, como minimo, parte de la fraccion tratada a recoger; en el que dicho al menos un detergente se
selecciona del grupo que consiste en Triton X-100 al 0,5% y una mezcla de Triton X-100 al 0,5% y dodecil sulfato de
litio al 0,1%; en el que dicho tratamiento del primer sobrenadante con dicho al menos un detergente se lleva a cabo
durante 1 hora.

En algunas realizaciones, el procedimiento de purificacién de un virus producido en un cultivo celular, basado en un
procedimiento de tratamiento, comprende: clarificacién del material infectado por virus; filtracién de flujo tangencial,
como minimo, de parte de la mezcla a través de una membrana para obtener una primera fraccién retenida. El
procedimiento de tratamiento comprende: tratar la primera fraccién retenida con al menos un detergente para
obtener una primera solucién; en el que el procedimiento comprende ademas: después de dicho tratamiento,
centrifugar la primera solucién para obtener un primer precipitado; resuspender el primer precipitado para obtener
una segunda solucién; clarificar la segunda solucién para obtener una tercera solucién; filtrar la tercera solucién
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utilizando una membrana para obtener un primer filtrado; y ultrafiltrar el primer filtrado para obtener una segunda
fraccion retenida que proporciona, como minimo, parte de la fraccién tratada a recoger; en el que dicho al menos un
detergente se selecciona del grupo que consiste en Triton X-100 al 0,5% y una mezcla de Triton X-100 al 0,5% y
dodecil sulfato de litio al 0,1%; en el que dicho tratamiento de la primera fraccion retenida con dicho al menos un
detergente se lleva a cabo durante 1 hora.

DESCRIPCION BREVE DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra la preparacion de los concentrados de virus VHE por filtracion de flujo tangencial (VHE por TFF)
y VHE sobrenadante (Supe) por TFF segun algunas realizaciones descritas en el presente documento.

La figura 2 muestra la pureza relativa de los concentrados de VHE por TFF y VHE Supe por TFF que se prepararon
segun algunas realizaciones descritas en el presente documento.

La figura 3 muestra la preparacion de los concentrados de virus VHE por TFF, VHE por TFF con Tritéon y VHE por
TFF con Triton/LDS segun algunas realizaciones descritas en el presente documento.

La figura 4 muestra la secuencia de nucleétidos de cebadores y sondas.
DESCRIPCION DETALLADA

Los sistemas de cultivo celular eficaces para producir el virus no envuelto de VHE se han establecido recientemente
y los datos indican que el VHE derivado de un cultivo celular VHE es similar al VHE que se encuentra en la sangre,
en el hecho de que ambos estan asociados con lipidos. Por lo tanto, se podrian utilizar lisados de cultivos celulares
clarificados sin procesar o sobrenadantes de cultivos como concentrados de virus en estudios de eliminacién
relativos a etapas aguas arriba con intermedios de productos relativamente brutos. Sin embargo, la utilizacion de
concentrados de virus sin procesar puede no ser apropiado para la evaluacién de la eliminacion del VHE durante las
etapas aguas abajo, en las que las corrientes del procedimiento son de pureza relativamente elevada.

La presente invencién se refiere a un procedimiento para la preparacion de concentrados de VHE de pureza
relativamente elevada y titulo elevado que son adecuados para utilizar en estudios de purificacién de virus para las
etapas aguas debajo de un procedimiento de fabricacion.

Debido a las dificultades en el cultivo del VHE in vitro, los ensayos de infectividad del VHE basadas en cultivos
celulares no estaban facilmente disponibles previamente. En algunas realizaciones descritas en el presente
documento, la propagacion de VHE de titulo elevado en un cultivo celular es posible mediante la utilizacién de
medios suplementados con polibreno.

A pesar de que el VHE se considera técnicamente un virus no envuelto, el VHE propagado en cultivo celular a
menudo comprende fragmentos lipidos de membrana, ya que se libera de las células. Estos componentes
membranosos pueden proteger al virus de tratamientos viricidas, tales como el calentamiento en liquido o
calentamiento en seco de tortas liofilizadas. EI VHE se puede tratar con detergentes, tales como Tween, para
eliminar los residuos membranosos, pero el virus tratado a menudo sigue siendo resistente a la inactivacion por
calentamiento.

En algunas realizaciones, los lipidos asociados con el VHE del cultivo celular se pueden eliminar mediante
tratamiento con Triton X-100 al 0,5%. En algunas realizaciones, los lipidos asociados con el VHE del cultivo celular
se pueden eliminar mediante tratamiento con dodecil sulfato de litio (LDS, por sus siglas en inglés). En algunas
realizaciones, los lipidos asociados con el VHE del cultivo celular se pueden eliminar mediante tratamiento con una
combinacién de Tritén X-100 al 0,5% y dodecil sulfato de litio (LDS, por sus siglas en inglés) al 0,1%. En algunas
realizaciones, la preparacion de virus resultante es todavia infecciosa. En algunas realizaciones, las concentraciones
de los contaminantes no viricos extrafos se reducen en la preparacion del virus. En algunas realizaciones, el virus
también es mas susceptible a la inactivacion mediante tratamientos viricidas, tales como el calentamiento.

El VHE no produce efectos citopaticos (CPE) en el cultivo celular. Por lo tanto, la deteccién del VHE se basa en un
ensayo de PCR (por sus siglas en inglés, Reaccion en Cadena de la Polimerasa) desarrollado originalmente por el
Instituto Nacional de Salud (NIH, por sus siglas en inglés). En algunas realizaciones, el ensayo de PCR se modificé
para aumentar la sensibilidad. En algunas realizaciones, se alteré uno de los cebadores utilizados en el ensayo de
PCR. En algunas realizaciones, se alter6 el cebador inverso utilizado en el ensayo de PCR. En algunas
realizaciones, se redisefié una sonda utilizada en el ensayo de PCR. Se disefi6 una sonda totalmente nueva para el
ensayo de PCR. En algunas realizaciones, el ensayo de PCR se utilizé6 para marcar muestras como positivas o
negativas para la determinacién de los titulos de virus.

En algunas realizaciones, la presente invencion se refiere a un procedimiento que implica: propagacién de VHE de

titulo elevado en un cultivo celular mediante la utilizacién de medios suplementados con polibreno; tratamiento de
VHE de un cultivo celular con Tritén X-100/LDS para eliminar los lipidos/restos membranosos; y deteccion de VHE
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mediante un ensayo de PCR sensible.

En algunas realizaciones, el procedimiento puede ser especifico de VHE. En algunas realizaciones, los
procedimientos para la propagacion del virus y la purificacién se pueden aplicar a otros virus no envueltos. En
algunas realizaciones, los procedimientos para la propagacion del virus y la purificacién se pueden aplicar a otros
virus pseudoenvueltos. En algunas realizaciones, los procedimientos para la propagacion y purificacion del virus se
pueden aplicar al VHA. En algunas realizaciones, los procedimientos para la propagacioén y purificacion del virus se
pueden aplicar al PVP. En algunas realizaciones preferentes los procedimientos para la propagacion y purificacion
del virus se pueden aplicar al VHE.

En algunas realizaciones, la presente invencion se puede utilizar para llevar a cabo estudios para evaluar la
capacidad de eliminacién/inactivacion del VHE de varias etapas de fabricacion y de productos intermedios vy finales.
En algunas realizaciones, la presente invencion se puede utilizar para llevar a cabo estudios para evaluar la
capacidad de eliminacion/ inactivacion de varias etapas de fabricacion y de productos intermedios y finales para
otros virus. En algunas realizaciones, los otros virus son virus no envueltos. En algunas realizaciones, los otros virus
son virus pseudoenvueltos. En algunas realizaciones, los otros virus son el VHA y el PVP.

En algunas realizaciones, la presente invencién puede proporcionar una garantia de seguridad de diversos
productos médicos o clinicos, tales como sangre y/o plasma, frente al VHE. En algunas realizaciones, la presente
invencién puede proporcionar una garantia de seguridad de diversos productos médicos o clinicos, tales como
sangre y/o plasma frente a otros virus. En algunas realizaciones, los otros virus son el VHA y el PVP.

En algunas realizaciones, la presente invencion se refiere a un procedimiento de purificacion de virus no envueltos o
pseudoenvueltos producidos in vitro. En algunas realizaciones, la presente invencion se refiere a un procedimiento
de purificacion del VHE producido in vitro. En algunas realizaciones, la purificacion comprende una etapa de
tratamiento con detergente con una composicion que comprende al menos un detergente aniénico y/o un detergente
no iénico, en el que el detergente se selecciona del grupo que consiste en Tritén X-100 al 0,5% y una mezcla de
Tritén X-100 al 0,5% y dodecil sulfato de litio al 0,1%.

En algunas realizaciones, el tratamiento con la composicion que comprende uno o mas detergentes se lleva a cabo
durante una duracién de tiempo segun sea necesario y se determine por un experto en la materia. En algunas
realizaciones, el tratamiento se lleva a cabo durante 5 minutos hasta 1 dia. En algunas realizaciones preferentes, el
tratamiento se lleva a cabo durante 10 minutos hasta 3 horas. En algunas realizaciones preferentes, el tratamiento
se lleva a cabo durante 1 hora.

En la realizacién mas preferente, se utiliza una composicién que comprende Tritén X-100 al 0,5% y LDS al 0,1% y se
lleva a cabo una etapa de tratamiento con la composicion durante 1 hora. En algunas realizaciones, la incubacion se
lleva a cabo a 37°C durante 1 hora.

En algunas realizaciones, como material de partida para llevar a cabo un procedimiento de purificacion de la
presente invencioén, se utiliza un sobrenadante obtenido a partir de la ultracentrifugaciéon de un medio de cultivo
celular infectado por virus 0 una suspension de lisado celular infectado por virus clarificado, ambos derivados de
cultivos celulares infectados por virus. En una realizacion preferente, se utiliza el sobrenadante obtenido a partir de
la ultracentrifugacion de una suspensién de lisado celular infectado por virus clarificado.

En algunas realizaciones, como material de partida para llevar a cabo un procedimiento de purificacion de la
presente invencion, se utiliza una fraccion retenida obtenida después de la filtracion de flujo tangencial de un medio
de cultivo celular infectado por virus o una suspensién de lisado celular infectado por virus clarificado, ambos
derivados de cultivos celulares infectados por virus. En una realizacion preferente, se utiliza la fraccion retenida
obtenida después de la filtracion de flujo tangencial de una suspensién de lisado celular infectado por virus
clarificado.

En una primera realizacion, el procedimiento de purificacién puede comprender las siguientes etapas:

a) clarificar el material de partida;

b) filtrar por flujo tangencial la solucion de la etapa a) a través de una membrana apropiada para obtener la
fraccion retenida correspondiente;

c) ultracentrifugar la fraccion retenida de la etapa b) para obtener el sobrenadante correspondiente;

d) tratar dicho sobrenadante de la etapa c) con un detergente o una mezcla de detergentes para obtener la
solucién correspondiente;

e) colocar la soluciéon de la etapa d) sobre una almohadilla de sacarosa al 30% y llevar a cabo la
ultracentrifugacién a la velocidad y el tiempo apropiados para obtener el precipitado correspondiente;

f) resuspender el precipitado de la etapa €) en el volumen apropiado de PBS para obtener la solucién
correspondiente;

g) clarificar la solucién de la etapa f) para obtener la solucion correspondiente;

h) ultrafiltrar la soluciéon obtenida en la etapa g) utilizando una membrana apropiada para obtener la fraccion
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retenida correspondiente; y
i) filtrar la fraccién retenida de la etapa h).

En una primera realizacién preferente, en la etapa a), el material de partida se clarifica a través de un filtro con un
tamano de poro de 0,45 um.

En una primera realizacion preferente, en la etapa b), la membrana utilizada para realizar la filtracién de flujo
tangencial es una membrana de 300 kDa.

En una primera realizacion preferente, en la etapa c), la ultracentrifugacion se lleva a cabo a 85.000 xg durante 1,5
horas.

En una primera realizacion preferente, en la etapa d), cuando se utiliza una mezcla de detergentes, la mezcla de
detergentes comprende Triton X-100 al 0,5% y LDS al 0,1%.

En una primera realizacién preferente, en la etapa e) la ultracentrifugacion se lleva a cabo a 100.000 xg durante 8
horas.

En una primera realizacion preferente, se contempla que, en la etapa f), el precipitado se resuspende en PBS.

En una primera realizacién preferente, en la etapa g), la solucion de la etapa f) se clarifica a través de un filtro con un
tamano de poro de 0,2 um.

En una primera realizacion preferente, en la etapa h), la membrana utilizada en la ultrafiltracion es una membrana de
100 kDa.

En una primera realizacién preferente, en la etapa i), la filtracion se realiza a través de un filtro con un tamafno de
poro de 0,2 um.

En una segunda realizacion, un procedimiento de purificacion puede comprender las siguientes etapas:

a) clarificar el material de partida;

b) filtrar por flujo tangencial la solucion de la etapa a) a través de una membrana apropiada para obtener la
fraccion retenida correspondiente;

c) tratar dicha fraccion retenida de la etapa b) con un detergente o una mezcla de detergentes para obtener la
solucién correspondiente;

d) ultracentrifugar la solucion tratada con detergente a una velocidad y durante un tiempo apropiados para
obtener el precipitado correspondiente;

e) resuspender el precipitado de la etapa d) en el volumen apropiado de PBS para obtener la solucion
correspondiente;

f) clarificar la solucién de la etapa €) para obtener la solucion correspondiente;

g) ultrafiltrar la solucion obtenida en la etapa f) utilizando una membrana apropiada para obtener la fraccion
retenida correspondiente; y

h) filtrar la fraccion retenida de la etapa g).

En una segunda realizacién preferente, en la etapa a), el material de partida se clarifica a través de un filtro con un
tamano de poro de 0,45 um.

En una segunda realizacion preferente, en la etapa b), la membrana utilizada para realizar la filtracion de flujo
tangencial es una membrana de 300 kDa.

En una segunda realizacion preferente, en la etapa c), cuando se utiliza una mezcla de detergentes, dicha mezcla de
detergentes es Tritén X-100 al 0,5% y LDS al 0,1%.

En una segunda realizacién preferente, en la etapa d), la ultracentrifugacion se lleva a cabo a 85.000 xg durante 1,5
horas.

En una segunda realizacion preferente, en la etapa e), el precipitado se resuspende en PBS.

En una segunda realizacion preferente, en la etapa f), la solucién de la etapa e) se clarifica a través de un filtro con
un tamarno de poro de 0,2 pm.

En una segunda realizacion preferente, en la etapa g), la membrana utilizada en la ultrafiltracion es una membrana
de 100 kDa.
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En una segunda realizacion preferente, en la etapa h), la filtracion se realiza a través de un filtro con un tamano de
poro de 0,2 um.

La presente invencién se refiere a la utilizacién de LDS y/o Triton X-100 en un procedimiento para la purificacion de
un virus no envuelto o pseudoenvuelto producido in vitro. En algunas realizaciones, el virus es no envuelto. En
algunas realizaciones, el virus es pseudoenvuelto.

En una realizacion preferente, el virus producido in vitro es el VHE. En algunas realizaciones, el virus producido in
vitro puede ser un virus distinto del VHE. En algunas realizaciones, el virus producido in vitro es el VHA. En algunas
realizaciones, el virus producido in vitro es el PVP En la realizacién mas preferente, el virus producido in vitro es el
virus de la hepatitis E.

En algunas realizaciones, la produccién in vitro descrita anteriormente se lleva a cabo en un cultivo in vitro. En
algunas realizaciones, el cultivo in vitro es un cultivo de érganos, tejidos o células in vitro. En una realizacion
preferente, la produccion in vitro se lleva a cabo en un cultivo de células in vitro.

En algunas realizaciones, se utiliza un cultivo celular primario. En algunas realizaciones, se utiliza una linea de
cultivo celular. Las células primarias y las lineas de cultivo celular pueden derivar de cualquier organismo. Por
ejemplo, en algunas realizaciones, se contempla la utilizacién de células de insecto. En algunas realizaciones, se
contempla la utilizacién de células de mamifero. En una realizacién preferente, se utiliza una linea de cultivo celular
humana.

En una realizacion preferente, se utiliza una linea celular de higado para la produccion y purificacion del VHE. En
otra realizacion preferente, se utiliza una linea celular de rinén para la produccion y purificacion de VHE. En algunas
realizaciones, la linea celular de higado puede derivar de un higado sano o enfermo. En algunas realizaciones, la
linea celular de higado puede ser una linea de células malignas o benignas. En algunas realizaciones, la linea
celular de rindn puede derivar de un rindn sano o enfermo. En algunas realizaciones, la linea celular de rinén puede
ser una linea de células malignas o benignas. En una realizacion preferente, se utiliza una linea celular establecida.
En algunas realizaciones, la célula es HepG2 (numero ATCC HB-8065). En algunas realizaciones, la célula es
HepG2/C3A (nimero ATCC CRL-10741).

En algunas realizaciones, se utiliza un ensayo de infectividad del VHE. En algunas realizaciones, se pueden
preparar concentrado del virus con titulos de infectividad de ~ 8 log1o. El ensayo tiene una duracion relativamente
corta (ensayo de 3-7 dias). Se observo poco o ningun ruido de fondo de la PCR y se puede demostrar una reduccién
de mas de 4 log1o. Por lo tanto, en algunas realizaciones, se utiliza un ensayo de deteccién del virus basado en
PCR. En algunas realizaciones, se utiliza un ensayo de deteccién del VHE basado en PCR.

Realizaciones preferentes adicionales - 1

En algunas realizaciones, un procedimiento de preparacion de un virus no envuelto o pseudoenvuelto propagado en
un cultivo celular comprende: una etapa de tratamiento de una muestra que comprende el virus no envuelto o
pseudoenvuelto con una composicion que comprende uno o mas detergentes seleccionados del grupo que consiste
en Tritén X-100 al 0,5% y una mezcla de Triton X-100 al 0,5% y dodecil sulfato de litio al 0,1%.

En algunas realizaciones del procedimiento, el virus propagado en el cultivo celular es el VHA. En algunas
realizaciones del procedimiento, el virus propagado en el cultivo celular es el PVP. En algunas realizaciones
preferentes del procedimiento, el virus propagado en el cultivo celular es el VHE. En algunas realizaciones del
procedimiento, el virus se produce en un cultivo celular in vitro. En algunas realizaciones del procedimiento, el cultivo
celular in vitro comprende una linea celular establecida. En algunas realizaciones del procedimiento, la linea celular
establecida se selecciona de un grupo que consiste en HepG2 (numero ATCC HB-8065) y HepG2/C3A (nimero
ATCC CRL-10741). En algunas realizaciones del procedimiento, el tratamiento con detergente es con dodecil sulfato
de litio y/o Tritén X-100. En algunas realizaciones del procedimiento, la concentracion de Triton X-100 es del 0,5% y
la concentracion de LDS es del 0,1%. En algunas realizaciones del procedimiento, la etapa de tratamiento se lleva a
cabo durante 1 hora. En algunas realizaciones del procedimiento, la muestra es un sobrenadante obtenido a partir
de la ultracentrifugacion de una suspension de lisado celular infectado con virus clarificado. En algunas realizaciones
del procedimiento, de manera opcional, la muestra es una fraccion retenida derivada de la filtraciéon de flujo
tangencial de una suspension de lisado celular infectado con virus clarificado.

Realizaciones preferentes adicionales - 2

En algunas realizaciones, un procedimiento para medir el nivel de un virus no envuelto o pseudoenvuelto en una
muestra comprende las etapas de:

a) proporcionar la muestra a una mezcla que comprende una célula y un medio de cultivo;
b) incubar para permitir la propagacién del virus no envuelto o el virus pseudoenvuelto, si esta presente en la
muestra, para obtener una fraccion incubada;
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c) tratar con al menos un detergente para obtener una fraccion tratada; en el que el detergente se selecciona del
grupo que consiste en Tritén X-100 al 0,5% y una mezcla de Triton X-100 al 0,5% y dodecil sulfato de litio al
0,1%

d) recoger una parte de la fraccién tratada para obtener una fraccién recogida; y

e) medir el nivel del virus no envuelto o el virus pseudoenvuelto en la fraccion recogida.

En algunas realizaciones del procedimiento, la muestra se obtiene de un mamifero. En algunas realizaciones del
procedimiento, la muestra comprende plasma o sangre. En algunas realizaciones del procedimiento, el virus no
envuelto o pseudoenvuelto es el VHA. En algunas realizaciones del procedimiento, el virus no envuelto o
pseudoenvuelto es el PVP. En algunas realizaciones preferentes del procedimiento, el virus no envuelto o
pseudoenvuelto es el VHE. En algunas realizaciones del procedimiento, el virus se produce en un cultivo celular. En
algunas realizaciones del procedimiento, la célula se selecciona del grupo que consiste en HepG2 (nimero ATCC
HB-8065) y HepG2/C3A (numero ATCC CRL-10741). En algunas realizaciones del procedimiento, la muestra
comprende una primera fraccion retenida obtenida mediante la filtracién de flujo tangencial de una parte de la
fraccion incubada a través de una membrana. En algunas realizaciones del procedimiento, la muestra comprende,
de manera opcional, un primer sobrenadante obtenido mediante la filtracion de flujo tangencial de una parte de la
fraccion incubada a través de una membrana para obtener una primera fraccién retenida y la centrifugacion de la
primera fraccion retenida. En algunas realizaciones del procedimiento, la muestra se trata con al menos el primer
detergente o, de manera opcional, una mezcla de detergentes seleccionados del grupo que consiste en Triton X-100
al 0,5% y una mezcla de Triton X-100 al 0,5% y dodecil sulfato de litio al 0,1% para obtener una primera solucion. En
algunas realizaciones, el procedimiento comprende ademas:

proporcionar un primer precipitado obtenido mediante la centrifugacion de la primera solucion;

proporcionar una segunda solucién obtenida mediante la resuspensién del primer precipitado en PBS;
proporcionar una tercera solucion obtenida mediante la clarificacion de la segunda solucién;

proporcionar un primer filtrado obtenido mediante la filtracién de la tercera solucién utilizando una membrana;

===

a
b
c
d
y

€) proporcionar una segunda fraccién retenida obtenida mediante la ultrafiltracion del primer filtrado, en el que la
segunda fraccion retenida comprende la fraccion tratada.

En algunas realizaciones del procedimiento, la medicién del nivel de virus no envuelto o pseudoenvuelto comprende
detectar una sustancia biolégica. En algunas realizaciones del procedimiento, la sustancia biol6gica comprende una
secuencia de polinucledtido y/o una secuencia de polipéptido de un virus. En algunas realizaciones del
procedimiento, la sustancia biolégica es un acido ribonucleico del VHE. En algunas realizaciones del procedimiento,
la medicién de la sustancia biolégica comprende:

a) proporcionar una primera mezcla de reaccion que comprende el acido ribonucleico viral obtenido mediante la
mezcla de una parte de la fraccion tratada con una solucion de lisis;

b) proporcionar una segunda mezcla de reaccién obtenida mediante la adicién de un primer reactivo a la primera
mezcla de reaccion, en el que la segunda mezcla de reaccion comprende un &cido desoxirribonucleico que es
complementario al ARN viral;

c) anadir, a la segunda mezcla de reaccién, un segundo reactivo que es complementario a una secuencia dentro
del acido desoxirribonucleico;

d) anadir, a la segunda mezcla de reaccidn, un tercer reactivo que es complementario a una secuencia dentro del
acido desoxirribonucleico;

e) amplificar la secuencia comprendida por el segundo y el tercer reactivos dentro del acido desoxirribonucleico;

f) medir la concentracion de la secuencia amplificada.

En algunas realizaciones del procedimiento, el segundo reactivo y el tercero reactivo comprenden una secuencia de
oligonucledtidos seleccionada del grupo que consiste en:

a) 5-CGGCTATCGGCCAGAAGTT-3' (SEQ ID NO:1);
b) 5-CCGTGGCTATAACTGTGGTCT-3' (SEQ ID NO:2) y
¢) 5-FAM-TTTTTACGC-ZEN-AGGCTGCCAAGGCC-3IABKFQ-3' (SEQ ID NO:3).

Realizaciones preferentes adicionales - 3

En algunas realizaciones, para la clarificacién del virus, se utiliza un concentrado de virus en crudo congelado. En
algunas realizaciones, cuando se prepara un concentrado de virus no envuelto concentrado y purificado, se afaden
Tritén X-100 al 0,5% y LDS al 0,1% al concentrado de virus en crudo descongelado y se incuba a 37°C durante 1
hora.

En algunas realizaciones, la clarificacion del concentrado de virus en crudo descongelado se lleva a cabo mediante

centrifugacion a una velocidad de 3.000 a 8.000 xg durante 15 a 30 minutos a entre 2°C y 82C. En algunas
realizaciones, se retira y conserva el sobrenadante y el precipitado se descarta. En algunas realizaciones, el
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sobrenadante se filtra a través de un filtro de 0,45 um, antes de la filtracion de flujo tangencial a través de una
membrana de 300 kDa y se recoge una fraccién retenida TFF.

En algunas realizaciones, para la ultracentrifugacién, la fraccién retenida TFF se ultracentrifuga en tubos de
ultracentrifuga en un robot basculante a entre 22C y 8°C durante 1,5 horas a aproximadamente 85.000 xg. En
algunas realizaciones, el sobrenadante de la ultracongelacién se decanta y descarta como deshecho liquido.

En algunas realizaciones, para la ultracongelacion, el precipitado de la ultracongelacion se resuspende en no menos
de 5 ml de tamp6n, tal como PBS. En algunas realizaciones, la suspensién de precipitado se clarifica a entre 3.000 y
4.200 xg durante 15 minutos a entre 2°C y 8°C. En algunas realizaciones, el sobrenadante se retira y coloca en el
dispositivo de Filtrado Amicon® UF para concentrar. En algunas realizaciones, si es necesario, se afiade tampon, tal
como PBS, para llevar el volumen final a aproximadamente 15 ml (la capacidad del filtro es de 15 ml).

En algunas realizaciones, el dispositivo de filtrado se centrifuga a aproximadamente 5.000 xg a entre 2°C y 8°C
hasta que el volumen final de la muestra retenida (concentrado de virus concentrado y purificado) no es superior a 1
ml. En algunas realizaciones, el tiempo aproximado de centrifugacion es de aproximadamente 15 a
aproximadamente 60 minutos.

En algunas realizaciones, el concentrado de virus concentrado y purificado se alicuota y se congela a no mas de
-65°C.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Preparacién de concentrados de VHE por TFF.

La filtracion de flujo tangencial (TFF, por sus siglas en inglés) es un procedimiento bien conocido para la separacion
y concentracion de biomoléculas. Existe informacion adicional relativa a TFF facilmente disponible, por ejemplo, en
“Introduction to Tangential Flow Filtration for Laboratory and Process Development Applications” (“Introduccion a la
filtracion de flujo tangencial para laboratorio y aplicaciones en el desarrollo de procedimientos”), de Larry Schwartz y
otros (pall.com/main/laboratory/literature-library-details.page?id=34212).

Se congelaron y descongelaron dos veces células HepG2 o HepG2/C3A infectadas con VHE y se clarificaron
mediante centrifugacion a baja velocidad y el paso a través de un filiro de 0,45 um. La solucion clarificada (~ 1 1) se
concentrd diez veces mediante TFF a través de dos membranas de 300 kDa y la fraccién retenida por TFF
resultante (~ 100 ml) se centrifugé a aproximadamente 85,000xg, 90 minutos, 4°C para precipitar el virus. Se recogio
el sobrenadante de la ultracentrifuga (~ 100 ml) y se guardé para el procesamiento Supe TFF del VHE (ejemplo 2),
mientras que el precipitado se resuspendié en PBS. A continuacion, el precipitado resuspendido se filiré a través de
un filtro con un poro de 0,2 um y se ultrafiltrd a través de una membrana de 100 kDa hasta un volumen final de
aproximadamente 2 ml. La solucion se esterilizé por filtracién a través de filtro de 0,2 um o 0,1 um y se almaceno6 a
5°C hasta su utilizacion como preparacion de concentrado de VHE por TFF.

Ejemplo 2. Preparacién de concentrados de VHE de sobrenadante TTF (VHE de Supe TFF).

Los lipidos asociados con los VHE derivados de cultivo celular aumentan la flotacién del virus y, de este modo,
disminuyen la eficacia de la precipitacion del virus mediante ultracentrifugacion. De este modo, en algunas
realizaciones de la presente invencion, se aflade una mezcla de detergentes que comprende Tritén X-100 y dodecil
sulfato de litio (LDS, por sus siglas en inglés) a fluidos que comprenden VHE para eliminar los lipidos asociados y
para aumentar la recuperacion de los virus.

Se trataron aproximadamente 100 ml del sobrenadante de la ultracentrifuga, que resulté de la TFF y la
ultracentrifugacion de los lisados celulares infectados con VHE clarificados (~ 1 1) del ejemplo 1, con Triton X-100 al
0,5% y LDS al 0,1% durante no menos de 30 minutos, 37°C, antes de la ultracentrifugacion a través de una
almohadilla de sacarosa al 30% a 100.000xg, durante 8 horas, 5°C. El precipitado resultante se resuspendi6 en PBS,
se filtré a través de un filtro con un poro de 0,2 um y se ultrafiltr6 a través de una membrana de 100 kDa hasta un
volumen final de aproximadamente 1 ml. La solucion se pasé entonces a través de un filtro de 0,2 um o0 0,1 um y se
almacend a 5°C hasta su utilizacién como preparacion de concentrado de VHE de Supe TFF.

Ejemplo 3. Comparacién de la pureza de los concentrados de virus generados segun los procedimientos de los
ejemplos 1y 2.

Se utiliz6 SDS-PAGE para comparar la pureza relativa de los concentrados de virus generados segun los
procedimientos de los ejemplos 1y 2. Tal como se muestra en la figura 2, se extrajeron alicuotas de las siguientes
muestras para A280 y PCR cuantitativa: VHE inicial en crudo, fraccion retenida por TFF, sobrenadante de la
ultracentrifuga, VHE por TFF y VHE de Supe TFF. La fraccién retenida por TFF y el sobrenadante de la
ultracentrifuga tenian 10 veces mas proteina, medida mediante A280, que VHE inicial en crudo y VHE por TFF, y 40
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veces mas que VHE de Supe TFF (figura 2). Aunque las concentraciones de proteina eran diferentes, las
concentraciones de ARN de VHE en todas las muestras, excepto VHE inicial en crudo, eran aproximadamente 9
log1o copias/ml (figura 2). De este modo, la pureza relativa, indicada por la relacién de virus (ARN de VHE) con
respecto a proteina (A280) fue mucho mayor en VHE de Supe TFF y VHE por TFF que en el sobrenadante de la
ultracentrifuga y la fraccién retenida por TFF.

La pureza relativa de las muestras pudo visualizarse mediante SDS-PAGE (figura 2). Las muestras se diluyeron o
concentraron hasta aproximadamente 4 UA antes del calentamiento en tampon de muestra que contenia DTT y la
carga en geles con un gradiente del 4-20%. También se cargaron medios de cultivo celular como control de fondo.
Después del SDS-PAGE, se extrajeron los geles y se tifieron con Instant Blue. Los resultados fueron consistentes
con los datos de A280 y de la PCR, mostrando los niveles de impurezas mas altos en la fraccion retenida por TFF y
el sobrenadante de la ultracentrifuga. La proteina mas abundante presentd una banda a aproximadamente 70 kDa.
Dado que también estaba presente en los medios de cultivo celular, era probablemente una proteina que se
encuentra en el suero bovino fetal, un complemento del medio necesario para la propagacién celular y del virus y un
contaminante no viral que podria interferir en los estudios de purificacion aguas abajo. La mayor parte del
contaminante se eliminé durante el procedimiento de purificacion descrito en los ejemplos 1 y 2 y sus
concentraciones relativas eran las mas bajas en VHE de Supe TFF, seguido por VHE por TFF.

Ejemplo 4. Comparacién de la estabilidad térmica de los concentrados de virus generados segun los procedimientos
de los ejemplos 1y 2.

Se realizaron experimentos para comparar la estabilidad térmica de los concentrados de VHE por TFF y VHE de
Supe TFF que habian sido preparadas segun los ejemplos 1 6 2. Ambas preparaciones de virus se anadieron en
PBS y se incubaron durante 4 horas a 5°C, 60°C, 70°C u 80°C. Se extrajeron alicuotas de cada solucion de prueba y
se titularon de la siguiente manera. Se realizaron diluciones en serie de una muestra y se afnadieron a pocillos
sembrados con células HepG2 o HepG2/C3A. Los virus se dejaron adsorber durante no menos de 1 hora a 37°C y
se anadié medio de crecimiento. Las placas se incubaron a 37°C durante no menos de 2 dias antes de aspirar el
medio de los pocillos y de lavar/aspirar las células no menos de 2 veces con tampon (por ejemplo, PBS). Lasglacas
se extrajeron a continuacion para el ARN viral, utilizando el microkit de Dynabeads® mRNA Direct™ (Life
Technologies), o se almacenaron a no mas de -65°C hasta la extraccién. Después de la extraccion, las fracciones
eluidas (poli A ARN) se procesaron inmediatamente para la amplificacion por PCR o se almacenaron a no mas de
-65°C hasta la amplificacién por PCR.

Se utilizé6 una RT-PCR de una etapa para detectar el ARN del VHE en las muestras, utilizando los siguientes
cebadores y sondas tal como se han descrito anteriormente. Las condiciones del ensayo para cada reaccién fueron
las siguientes:

a) Reactivos: 5.0 pl 4x mezcla maestra TagMan® Fast Virus 1-Step (Life Technologies), 0,08 ul de cebadores F +
R (por sus siglas en inglés, directo + inverso) 100 mM, 0,04 ul de sonda 100 mM, 0,4 ul de SUPERase In (Life
Technologies), 4,4 ul de agua y 10 ul de plantilla (en total 20 pl)

b) Reaccion: 52°C durante 10 minutos, 95°C durante 30 segundos y 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos,
56°C durante 45 segundos

Las determinaciones de los valores de la PCR y de los umbrales de ciclo (Ct) se realizaron utilizando un sistema
PCR a tiempo real AB 7500 (Applied Biosystems, Foster City, CA) y con el software que lo acompafa segun las
instrucciones del fabricante. En base a los datos historicos, el umbral se fij6 manualmente a 0,1, por lo que paso6 a
través de la fase exponencial de todas las curvas estandar, y se asegurd la deteccion de 1 copia de ARN por
reaccion. Se registré una sefal positiva de PCR, que indica la presencia de ARN del VHE, cada vez que se cruzo el
umbral.

Todos los pocillos en una placa de titulacién de VHE se puntuaron como positivos 0 negativos en base a en la
presencia o ausencia de una sefal PCR positiva. Los titulos de virus se calcularon a continuacion como DICTse/ml
utilizando los procedimientos estadisticos apropiados: Spearman-Karber, NMP o Poisson.

Tabla 1. Resultados obtenidos a partir de experimentos que comparan
la estabilidad térmica de concentrados de virus en PBS

Concentrado de Log1o de titulo de VHE Log1o de valor de reduccion
virus 5°C 60°C 70°C 80°C 60°C 70°C 80°C

VHE por TFF 3,8 NP 1,8 1,7 NA 2,0 2,1
VHE de Supe TFF 4,8 <0,8 <0,8 <0,8 24,0 24,0 24,0

*El log del valor de reduccion (LRV, por sus siglas en inglés) se calcul6 mediante la resta del logio del
titulo de VHE a 60°C, 70°C o 80°C del log1o del titulo de VHE a 5°C

NT No probado

NA No aplicable
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Tal como se muestra en la Tabla 1, la inactivacion de virus era hacia el limite de deteccion a 60°C, 70°C y 80°C
cuando se prepararon concentrados de virus segun una realizacion del procedimiento de la presente invencién
(ejemplo 2). Por otra parte, cuando se utilizaron concentrados obtenidos segun el ejemplo 1 (procedimiento del
estado de la técnica, sin tratamiento con detergente), los virus estaban todavia presentes después de calentar
durante 4 horas a 70°C o 80°C.

Los datos de los informes publicados sugieren que la estabilidad térmica de los concentrados de virus generados
segun el ejemplo 1 difiere del comportamiento del VHE que se encuentra en la naturaleza. Por ejemplo, los virus
entéricos humanos son algunos de los virus conocidos mas resistentes al calor y los estudios han demostrado un
90% de inactivacién del virus de hepatitis A, virus de la polio y calicivirus felino, afadidos en PBS, después de
calentar a 72°C durante 18,35, 5,44, y 7,39 segundos (Suphachai N, Cliver DO. 2002. J Virol Methods 104:
217-225). Ademas de 1 hora, el calentamiento a 60°C de una suspensién del higado que contiene VHE de jabali,
que esta estrechamente relacionado con el VHE humano, dio lugar a 4,42 log10 de reduccion del virus (Schielke A, y
otros 2011. Virol Jol 8: 487-495). De este modo, los concentrados de VHE generados segun el procedimiento de
ejemplo 1 (procedimiento del estado de la técnica, sin tratamiento con detergente) pueden no evaluar con precision
la reduccioén de los aislados clinicos de VHE en estudios de eliminacién de virus.

Por otra parte, los concentrados de virus generados segun el procedimiento de la presente invencién (ejemplo 2) se
inactivaron completamente mediante tratamiento térmico, de manera similar a lo observado en el VHE que se
encuentra en la naturaleza. Por lo tanto, el virus preparado, segun el procedimiento de la presente invencion, puede
ser un concentrado mas apropiado para utilizar en estudios de eliminaciéon de virus. De este modo, en algunas
realizaciones, se prepara un concentrado de virus segun el procedimiento del ejemplo 2.

Ejemplo 5. Aplicacién de los procedimientos de preparaciéon y ensayos de VHE en experimentos de calentamiento
en seco

Como prueba de concepto, se prepararon concentrados de VHE por TFF y VHE de Supe TFF tal como se ha
descrito en los ejemplos 1 y 2 y se probaron en experimentos para evaluar la reduccién y/o eliminacién del virus
durante la etapa de liofilizacion/calentamiento en seco (FD/DH, por sus siglas en inglés) de un procedimiento de
fabricacién de concentrado de Factor VIII. La etapa FD/DH es la ultima etapa del procedimiento de fabricacion y
aguas abajo de una etapa de tratamiento con disolvente/detergente (S/D, por sus siglas en inglés).

Para los experimentos de FD/DH, se colocaron en viales alicuotas de concentrado de factor VIII al que se le anadio
VHE por TFF o VHE de Supe TFF y se liofilizaron en un liofilizador a escala de laboratorio utilizando el mismo ciclo
de liofilizacion que a escala de fabricacion. Los viales liofilizados se colocaron a continuacién en un horno a 80°C y
se calentaron en seco durante hasta 75 horas.

Los viales de producto al que se le ha anadido el virus para titulacion se extrajeron antes (inicial) y después de la
liofilizacion y sin calentamiento en seco (FD/DH 0 h), después de la liofilizacién, seguida de calentamiento en seco
durante 24 horas (FD/DH 24 h), y después de la liofilizacion, seguida de calentamiento en seco durante 75 horas
(FD/DH 75 horas). El producto al que se le ha afadido el virus FD/DH se reconstituyd con agua de pureza elevada
hasta su volumen original, se diluy6 en serie y se inocul6 en células HepG2 o HepG2/C3A que se sembraron en una
placa de 96 pocillos. El virus se adsorbio, se anadié un medio de recubrimiento final y las placas se colocaron en
una incubadora a 37°C durante no menos de 3 dias. A continuacion, se extrajeron las placas de titulacion, se
aspiraron y se extrajo el ARN viral o se almacenaron a -80°C hasta la extraccién. EI ARN extraido de cada pocillo se
analiz6 para determinar el VHE mediante PCR tal como se ha descrito en el ejemplo 3. Los pocillos de titulacion se
puntuaron como positivos o negativos para VHE y se determinaron los titulos de virus. Se calculé el logio de
reduccion de VHE durante la etapa mediante la comparacion los logio de los titulos de virus en los viales iniciales y
finales (FD/DH 75 horas).

Tabla 2. Resultados obtenidos a partir de experimentos que comparan la reduccién de VHE
por TFF y VHE de Supe TFF mediante un tratamiento de calentamiento en seco

Concentrado de LOg10 de titulo de VHE LRV
virus Inicial FD/DH 0h FD/DH 24h FD/DH 75h
VHE por TFF 5,6 4,8 2,9 2,2 3,4
VHE de Supe
TFE 5,2 47 1,4 0,6 4,6
*El log del valor de reduccion (LRV, por sus siglas en inglés) se calculé restando el logio de titulo de VHE
después del tratamiento con FD/DH de 75 horas del logio de titulo de VHE inicial.

Tal como se muestra en la tabla 2, los titulos de ambos preparaciones de concentrado fueron similares antes y
después de la liofilizacion y la reduccion mediante liofilizacidn no fue significativa (menos de 1 log1o). Por el contrario,
la inactivacion de virus mediante tratamiento térmico en seco a 80°C fue significativa (mas de 1 log1o) y superior para
VHE de Supe TFF (LRV = 4,6) que VHE por TFF (LRV = 3,4). La presencia probable de niveles elevados de
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contaminantes en el concentrado de VHE por TFF preparada segun el procedimiento del ejemplo 1 puede haber
protegido el virus de la inactivacion por calor o puede haber impedido la destruccion eficaz del ARN encapsidado del
VHE.

Dado que el material de partida para la dltimo etapa del tratamiento con FD/DH es tratado con S/D en la penultima
etapa, cualquier contaminante potencial del virus que podria estar presente en la corriente del procedimiento de
fabricacién de concentrado de Factor VIII se deslipidaria y presumiblemente seria mas similar a VHE de Supe TFF
(preparado segun el procedimiento del ejemplo 2) que el VHE por TFF (preparado segun el procedimiento del
ejemplo 1). De este modo, el LRV para el VHE de Supe TFF es mas probablemente una evaluacion mas precisa de
la capacidad de reduccién de VHE de la etapa de tratamiento con FD/DH.

Ejemplo 6. Preparacién de concentrados de VHE por TFF tratados con detergente.

El procedimiento para la preparacion de VHE de Supe TFF es relativamente largo. Por lo tanto, se desarrollaron
procedimientos adicionales para el tratamiento con detergente para la preparacién de concentrados de VHE por
TFF. Tal como se muestra en la figura 3, se sigui6 el mismo procedimiento para la preparacién de VHE por TFF que
en el ejemplo 1, excepto que, segun algunas realizaciones de la presente invencion, se insertaron etapas para el
tratamiento de la fraccién retenida por TFF con varios detergentes antes de la ultracentrifugacion a 85.000xg, 1,5
horas, 5°C. Se incubaron preparaciones VHE por TFF con Tritdn con Triton X-100 al 0,5% durante 1,5 horas, 37°C,
mientras que se utilizd Triton X-100 al 0,5% + LDS al 0,1% para tratar los concentrados de VHE por TFF con
Triton/LDS. Después de la ultracentrifugacion, sélo los precipitados se procesaron posteriormente en los
concentrados de virus. Los procedimientos para preparar el VHE por TFF y el VHE por TFF tratado con detergente
se compararon mediante la extraccion de fracciones intermedias de los procedimientos de purificacion y la titulacion
de virus tal como se ha descrito previamente en el ejemplo 3. Los resultados se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Comparacién de los procedimientos para preparar el VHE
por TFF y el VHE por TFF tratado con detergente

Concentrado de Logio de VHE total
virus Inicial Fraccion retenida | Sobrenadante de Preparacion de
por TFF la ultracentrifuga | VHE por TFF final

VHE por TFF 8,6 8,9 8,6 8.3
VHE por TFF con

Triton 86 8,9 9,1 6.8
VHE por TFF con

Tritor/LDS 8.6 8,9 8,1 8,3

Las recuperaciones de los virus fueron comparables para los procedimientos de VHE por TFF y de VHE por TFF con
Triton/LDS, conteniendo las preparaciones finales de los concentrados aproximadamente 8,3 logio de VHE. El
procedimiento del VHE por TFF con Tritdn fue menos eficaz en la precipitacion del virus, ya que la mayoria de los
virus de entrada se perdieron en la fraccion del sobrenadante de la ultracentrifuga, y se produjo un concentrado con
menos de 7 logio de VHE.

Ejemplo 7. Aplicacién de los procedimientos de preparacién y ensayo de VHE en experimentos de calentamiento en
liquido

La pasteurizacion es la ultima etapa en el procedimiento de fabricacion de albumina e implica calentar viales de
producto muy purificado a 60°C durante no menos de 10 horas. El virus se preparé tal como se ha descrito en el
ejemplo 6 y se anadié en albumina al 25% antes de la incubacién a 5°C o 60°C durante 7 horas. A continuacion, se
extrajeron las muestras para la titulacién del virus y los resultados se muestran en la tabla 4. Como comparador,
también se presentan datos de la pasteurizacion (10 horas, 60°C) de albdmina al 25% a la que se le ha afadido VHE
de Supe TFF (preparado segun el procedimiento del ejemplo 2).
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Tabla 4. Resultados obtenidos a partir de experimentos para comparar la reduccion del VHE
por TFF y del VHE por TFF tratado con detergente mediante calentamiento en liquido.

. NUmero de Log1o de titulo de VHE
Concentrado de virus experimento 7 horas 10 horas LRV
5°C 60°C 5°C 60°C

VHE por TFF VM1910 5,6 3,3 ND ND 2,3
VHE por TFF con Triton VM1910 4.8 1,6 ND ND 3,2
VHE por TFF con
Tritor/LDS VM1910 6,1 2,3 ND ND 3,8
VHE de Supe TFF VM1893 ND ND 5,6 1,4 472

El VHE por TFF fue el virus de prueba mas resistente al calor y mostr6 sélo una reduccion de 2,3 logio en el titulo
después del tratamiento térmico. El LRV para VHE por TFF con Tritdén fue de aproximadamente un logo superior,
aun cuando su titulo de partida era de aproximadamente un logip menor que VHE por TFF. El LRV para VHE por
TFF tratado con Triton/LDS fue el mas elevado entre las tres preparaciones de VHE por TFF y ligeramente inferior
que la reduccion conseguida después de la pasteurizacion de la albumina a la que se le habia anadido VHE de Supe
TFF, una preparacién de virus también tratada con Triton/LDS.

Ejemplo 8. Concentracién y purificacién de virus mediante TFF, ultracentrifugaciéon y ultrafiltracion.

Para la clarificacion de virus, se descongel6 concentrado de virus en crudo congelado. Para preparar un
concentrado de virus concentrado y purificado de virus no envueltos se afadié Triton X-100 al 0,5% y LDS al 0,1% al
concentrado de virus en crudo descongelado y se incubé a 37°C durante 1 hora. La clarificacion se llevé a cabo por
centrifugacion a una velocidad entre 3.000 a 8.000 xg durante de 15 a 30 minutos a entre 2°C y 8°C. Se extrajo y se
conservo el sobrenadante y el precipitado se descarté. Se filir6 el sobrenadante a través de un filtro de 0,45 pum.

Para la TFF, el sistema de TFF se limpi6 y prepar6 para la filtracion. El concentrado de virus filtrado se clarifico.

Para la ultracentrifugacion, la fraccion retenida de TFF se colocdé en tubos de ultracentrifuga. Los tubos se
equilibraron hasta que los pesos estuvieron dentro de £0,05g el uno del otro. Los tubos se cargaron en el rotor
basculante y se centrifugaron a entre 2°C y 8°C durante 1,5 horas a aproximadamente 85.000 xg. Al final de la
ultracentrifugacion, el sobrenadante de cada uno de los tubos de centrifuga se decantd con cuidado y se descarto
como deshecho liquido. Los tubos se invirtieron y se dejaron escurrir en una toalla absorbente durante
aproximadamente 5 minutos a temperatura ambiente. Tras el escurrido, la toalla se descontaminé y se deshechd.

Para la ultracentrifugacion, el precipitado de la ultracentrifugacion se resuspendié en no menos de 5 ml de PBS. La
suspension de precipitado se clarificd a entre 3.000 y 4.200 xg durante 15 minutos a entre 2°C y 8°C. Se extrajo el
sobrenadante y se colocé en un dispositivo de filtracién Amicon® UF para concentrar. En caso necesario, se anadio
PBS para llevar el volumen final a aproximadamente 15 ml (la capacidad del filtro es de 15 ml). El dispositivo de filtro
tapado se coloco en el rotor de la centrifuga y el rotor se equilibré con un contrapeso. La centrifugacion se llevo a
cabo a aproximadamente 5.000 xg a entre 2°C y 8°C hasta que el volumen final de la muestra retenida (concentrado
de virus concentrado y purificado) no fue mas de 1 ml (el tiempo aproximado de centrifugacién fue de 15 a 60
minutos).

DEFINICIONES

HepG2: Células de carcinoma hepatocelular obtenidas de la American Type Culture Collection (nimero ATCC
HB-8065)

DMEM: Medio Eagle modificado por Dulbecco

FBS: Suero bovino fetal

Titulo: Concentracion de una sustancia (virus) en solucién o la fuerza de dicha sustancia determinada
mediante titulacién

SK: Spearman-Karber es un método estadistico para el calculo de titulos de virus en muestras con

concentraciones relativamente elevadas de virus. Este método se utiliza cuando la proporcion de
pocillos positivos en cualquier dilucion es superior al 25% (figura 1).

MPN: Numero Mas Probable es un método estadistico para el céalculo de titulos de virus en muestras con
concentraciones relativamente bajas de virus. MPN se utiliza cuando la proporcion de pocillos
positivos en todas las diluciones es inferior al 25%.

Poisson: Poisson es un método estadistico para el calculo de titulos de virus en muestras con concentraciones
extremadamente bajas de virus. Este método se utiliza cuando no se observan pocillos positivos.
ATCC: American Type Culture Collection (Coleccién americana de cultivos tipo)

Fraccion retenida de VHE por TFF: Es el material que permanece después de que se haya concentrado el lisado de
células de VHE clarificado utilizando una membrana de TFF de 300 kDa. La fracciéon retenida de VHE
por TFF se utiliza para preparar concentrados de VHE por TFF.

Sobrenadante de VHE por TFF es el efluente que permanece después de la centrifugacion de la fraccion retenida de
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VHE por TFF a aproximadamente a 84780xg. El sobrenadante de VHE por TFF se utiliza para
preparar concentrados de VHE de Supe TFF.

DICTso corresponde al 50% de la dosis infectiva de cultivo tisular (prueba de dilucién de punto final). Es una
medida del titulo de virus infecciosos que cuantifica la cantidad de virus requerida para matar el 50%
de los huéspedes infectados o para producir un efecto citopatico en el 50% de las células de cultivo de
tejidos inoculadas.

A280: Absorbancia medida a 280 nm que es indicativa de la concentracién y/o la cantidad de proteinas.

UA: Unidades de absorbancia.

Concentrado de virus: muestra de virus con contenido viral conocido.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de purificacion de un virus no envuelto o pseudoenvuelto propagado en un cultivo celular,
comprendiendo el procedimiento una etapa de tratar una muestra que comprende el virus no envuelto o
pseudoenvuelto con un detergente, caracterizado por que el detergente se selecciona del grupo que consiste en
Tritén X-100 al 0,5% y una mezcla de Triton X-100 al 0,5% y dodecil sulfato de litio al 0,1%.

2. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, caracterizado por que el virus propagado en un cultivo celular es el virus
de la hepatitis E (VHE).

3. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el virus propagado en un cultivo celular es, o bien
el virus de la hepatitis A (VHA) o bien el parvovirus porcino (PVP).

4. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, caracterizado por que el virus se produce en un cultivo celular in vitro.

5. Procedimiento, segun la reivindicacion 4, caracterizado por que el cultivo celular in vitro comprende una linea
celular establecida.

6. Procedimiento, segun la reivindicacién 5, caracterizado por que la linea celular establecida se selecciona de un
grupo que consiste en HepG2 (numero ATCC HB-8065) y HepG2/C3A (numero ATCC CRL-10741).

7. Procedimiento, segun la reivindicacién 1, caracterizado por que la etapa de tratamiento se lleva a cabo durante 1
hora.

8. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, caracterizado por que la muestra es un sobrenadante obtenido a partir
de la ultracentrifugacién de una suspension de lisado celular infectado con virus clarificado.

9. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, caracterizado por que la muestra es una fraccion retenida derivada de la
filtracion de flujo tangencial de una suspensién de lisado celular infectado con virus clarificado.

10. Procedimiento para medir el nivel de un virus no envuelto o pseudoenvuelto en una muestra, caracterizado por
que la muestra comprende plasma o sangre de un mamifero, comprendiendo el procedimiento las etapas de:

a) proporcionar la muestra a una mezcla que comprende una linea celular y un medio de cultivo;

b) incubar para permitir la propagacién del virus no envuelto o el virus pseudoenvuelto, si esta presente en la
muestra, para obtener una fraccion incubada;

c) tratar con al menos un detergente para obtener una fraccion tratada; en el que el detergente se selecciona del
grupo que consiste en Tritén X-100 al 0,5% y una mezcla de Triton X-100 al 0,5% y dodecil sulfato de litio al
0,1%

d) recoger una parte de la fraccién tratada para obtener una fraccién recogida; y

e) medir el nivel del virus no envuelto o pseudoenvuelto en la fraccion recogida.

11. Procedimiento, segun la reivindicacion 10, caracterizado por que el virus no envuelto o pseudoenvuelto es VHE.

12. Procedimiento, segun la reivindicacion 10, caracterizado por que el virus no envuelto o pseudoenvuelto es, o
bien VHA o bien PVP.

13. Procedimiento, segun la reivindicacion 10, caracterizado por que el virus se propaga en un cultivo celular in vitro
que comprende una linea celular establecida.

14. Procedimiento, segun la reivindicacién 10, caracterizado por que la linea celular se selecciona del grupo que
consiste en HepG2 (numero ATCC HB-8065) y HepG2/C3A (numero ATCC CRL-10741).

15. Procedimiento, segun la reivindicacion 10, caracterizado por que la muestra comprende una primera fraccion
retenida obtenida mediante la filtracion de flujo tangencial de una parte de la fracciéon incubada a través de una
membrana.

16. Procedimiento, segun la reivindicacién 10, caracterizado por que la muestra comprende un primer sobrenadante
obtenido mediante la filtracion de flujo tangencial de una parte de la fraccién incubada a través de una membrana
para obtener una primera fraccion retenida y la centrifugacion de la primera fraccion retenida.

17. Procedimiento, segun la reivindicacion 10, caracterizado por que la muestra se trata con al menos un detergente
0 una mezcla de detergentes para obtener una primera solucién.

18. Procedimiento, segun la reivindicacion 17, caracterizado por que el procedimiento comprende ademas:
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proporcionar un primer precipitado obtenido mediante la centrifugacion de la primera solucion;

proporcionar una segunda solucién obtenida mediante la resuspensién del primer precipitado en PBS;
proporcionar una tercera solucion obtenida mediante la clarificacion de la segunda solucién;

proporcionar un primer filtrado obtenido mediante la filtracién de la tercera solucién utilizando una membrana;

===

a
b
c
d
y

e) proporcionar una segunda fraccion retenida obtenida mediante la ultrafiltracion del primer filtrado, en el que la
segunda fraccion retenida comprende la fraccion tratada.

19. Procedimiento, segun la reivindicacién 10, caracterizado por que la medicion del nivel de virus no envuelto o
pseudoenvuelto comprende detectar una sustancia biologica.

20. Procedimiento, segun la reivindicacién 19, caracterizado por que la sustancia bioldégica comprende una
secuencia de polinuclettido y/o una secuencia de polipéptido de un virus.

21. Procedimiento, segun la reivindicacion 20, caracterizado por que la sustancia biolodgica es un acido ribonucleico
de VHE.

22. Procedimiento, segun la reivindicacién 21, caracterizado por que la medicion de la sustancia bioldgica
comprende:

a) proporcionar una primera mezcla de reaccion que comprende el acido ribonucleico de VHE obtenido mediante
la mezcla de una parte de la fraccién tratada con una solucion de lisis;

b) proporcionar una segunda mezcla de reaccién obtenida mediante la adicién de un primer reactivo a la primera
mezcla de reaccion, en el que la segunda mezcla de reaccion comprende un &cido desoxirribonucleico que es
complementario al acido ribonucleico del VHE;

c) anadir, a la segunda mezcla de reaccion, un segundo reactivo que es, como minimo, parcialmente
complementario a una secuencia dentro del acido desoxirribonucleico;

d) afadir, a la segunda mezcla de reaccién, un tercer reactivo que es, como minimo, parcialmente
complementario a una secuencia dentro del acido desoxirribonucleico;

e) amplificar la secuencia comprendida por el segundo y el tercer reactivos dentro del acido desoxirribonucleico;

f) medir la concentracion de la secuencia amplificada.

23. Procedimiento, segun la reivindicacion 22, caracterizado por que el segundo reactivo y el tercero reactivo
comprenden una secuencia de oligonucleotidos seleccionada del grupo que consiste en:

a) 5-CGGCTATCGGCCAGAAGTT-3' (SEQ ID NO:1);

b) 5-CCGTGGCTATAACTGTGGTCT-3' (SEQ ID NO:2) y
¢) 5-FAM-TTTTTACGC-ZEN-AGGCTGCCAAGGCC-3IABKFQ-3' (SEQ ID NO:3).
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Figura 1

Lisado celular infectado por VHE (~11)
Clarificar/Filtrar a través de un filtro de 0,45 um
VHE inicial en crudo

TFF (membrana de 300 kDa)

Fraccién retenida por TFF (~50 ml)

Centrifugacion 85K xg, 1,5h, 5°C

Precipitado

Resuspender en PBS (~20 ml)

Clarificar/Filtrar a través de un filtro
de 0,22 um

Ultrafiltracion hasta 2 ml (membrana de 100 kDa)

Esterilizar por filtracion
VHE por TFF (~2 ml)

18

Sobrenadante (~50 ml)

Triton X-100 al 0,5% + LDS al 0,1%

Centrifugar a través de una almohadilla de
sacarosa al 30% a 25 K rpm, 8h, 5°C

Guardar el precipitado y resuspenderlo
en PBS (~10 ml)

Clarificar/Filtrar a través de un filtro
de 0,22 um

Ultrafiltracion hasta 1-2 ml (membrana de 100 kDa)

Esterilizar por filtracion

VHE de Supe TFF (~1-2 ml)
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Figura 4

5'-CGGCTATCGGCCAGAAGTT-3’ (SEQ ID NO: 1)
5'-CCGTGGCTATAACTGTGGTCT-3’ (SEQ, ID NO: 2)
5'-FAM-TTTTTACGC-ZEN-AGGCTGCCAAGGCC-3IABKFQ-3’ (SEQ ID NO: 3)
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