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DESCRIPCION

Procedimientos de replicacion de virus de influenza en cultivo celular y virus de influenza obtenibles por el
procedimiento

La presente invencién se refiere a procedimientos de replicacion de virus de influenza en cultivo de células a
temperaturas reducidas, y a los virus de influenza obtenibles por el procedimiento descrito y a las vacunas que
contienen virus de este tipo o constituyentes de los mismos.

Todas las vacunas para la influenza que han sido usadas desde los afios 40 hasta el presente como vacunas
permitidas para el tratamiento de seres humanos y animales estan constituidas por una o mas cepas del virus que
han sido replicadas en huevos embrionados de gallina. Estos virus se aislan del fluido alantoideo de los huevos de
las gallinas infectadas y sus antigenos se usan como vacuna, como particulas de virus intactas o como particulas de
virus desintegradas por detergentes y/o solventes — asi llamadas vacunas fraccionadas— o como proteinas definidas
del virus aisladas — asi llamadas vacunas de subunidad. En todas las vacunas permitidas, los virus se inactivan por
procedimientos conocidos por las personas expertas en la técnica. Aun la replicacién de virus vivos atenuados, que
se evallian en vacunas experimentales, se lleva a cabo en huevos embrionados de gallina.

El uso de huevos embrionados de gallina, para la produccion de vacunas demanda mucho tiempo, trabajo y resulta
costoso. Los huevos de gallineros de gallinas sanas, controladas por veterinarios, se deben incubar antes de la
infeccion, los huevos se deben seleccionar en relacién a los embriones vivos, dado que sdlo estos huevos son
adecuados para la replicacion del virus. Tras la infeccioén, los huevos se incuban nuevamente, habitualmente durante
2 a 3 dias. Los embriones aun vivos en este momento, se matan con frio y se obtiene el fluido alantoideo de cada
huevo individualmente por aspiracion. Mediante procedimientos laboriosos de purificacion se separan sustancias de
los huevos de las gallinas que llevan a efectos indeseados de las vacunas, de los virus, y éstos se concentran.
Como los huevos no son estériles (libres de patdgenos), es necesario también remover y/o inactivar pirégenos y
todos los patégenos posiblemente presentes. Para aumentar el rendimiento de virus, la replicacion de los virus de
influenza en huevos de gallina, ésta se lleva a cabo por regla general a temperaturas reducidas (alrededor de 34
°C). Aun los virus que pueden provocar enfermedades respiratorias se pueden replicar en cultivo celular. También
aqui, en algunos casos se usan temperaturas reducidas (alrededor de 33 °C), que sin embargo no afectan a la
calidad de la vacuna obtenida, solo favorecen la replicacion.

Los virus de ofras vacunas, como por ejemplo el virus de la rabia, paperas, sarampion y rubéola, polio y
meningoencefalitis (FSME) se pueden replicar en cultivos celulares. Como los cultivos celulares originados de
bancos de células evaluados estan libres de patdgenos, en contraste con los huevos de gallina, son un sistema
definido de replicacion que (teéricamente) esta disponible en cantidades casi ilimitadas, hacen posible la replicacion
de virus de manera econdmica bajo ciertas circunstancias, aun en el caso de los virus de influenza. Es posible
conseguir una produccién econémica de vacunas ademas por el hecho de que el aislamiento y purificacion desde un
medio estéril de un cultivo celular definido parece ser mas simple que el realizado desde el fluido alantoideo, con su
alto contenido proteico.

El aislamiento y replicacion de virus de influenza en huevos lleva a una seleccion de ciertos fenotipos, la mayoria de
los cuales difieren del aislamiento clinico. En contraste con esto, en el aislamiento y replicacion de virus en cultivos
celulares no ocurre ninguna seleccion dependiente de las etapas (Oxford, J.S. y col., J. Gen. Virology 72 (1.991),
185 — 189; Robertson, J.S. y col., J. Gen. Virology 74 (1.993) 2.047 — 2.051). Por lo tanto, la replicacion de virus en
cultivos celulares es también preferente frente a aquella en huevos en relacién a este aspecto, para obtener vacunas
efectivas. Es sabido que los virus de influenza se pueden replicar en cultivos celulares. Frente a las células
embrionadas de gallina y células de hamster (BHK21-F y HKCC), se ha descrito que las células MDBK, y en
particular MDCK, son apropiadas para la replicacion in vitro de virus de la influenza (Kilbourne, E. D., en: Influenza,
paginas 89 — 110, Plenum Medical Book Company — New York and London, 1.987). Un requisito previo para una
infeccion exitosa es el agregado de proteasas al medio de infeccion, preferentemente tripsina o serino proteasas
similares, ya que estas proteasas fraccionan extracelularmente al precursor de hemaglutinina [HAg] dando lugar a
hemaglutinina activa [HA; y HA;]. Solamente la hemaglutinina fraccionada lleva a la adsorcion de los virus de
influenza en las células con la subsecuente asimilacion del virus dentro de la célula (Tobita, K. y col., Med. Microbiol.
Immunol., 162 (1.975), 9 — 14; Lazarowitz, S.G. & Choppin, P.W. , Virology, 68 (1.975) 440-454, Klenk, H. D. y caol,
Virology 68 (1975) 426 — 439) y de este modo a un posterior ciclo de replicacion del virus en el cultivo celular.

La patente US 4.500.513 describe la replicaciéon de virus de influenza en cultivos celulares de células de crecimiento
adherente. Después de la proliferacion celular, el medio nutritivo se elimina y se afiade medio nutritivo fresco a las
células, y la infeccion de las células con virus de influenza tiene lugar simultaneamente o apenas después. A un
tiempo determinado después de la infeccion se agrega proteasa (por ejemplo tripsina) con el objeto de obtener una
replicacion viral 6ptima. Los virus se recolectan, purifican y procesan para obtener vacunas inactivadas o atenuadas.
La replicacién de manera econémica del virus de la influenza como un requisito previo para la produccién de
vacunas no se puede cumplir, de cualquier manera, usando la metodologia descrita en la mencionada patente, como
el cambio de medio, la infeccién subsecuente, asi como la adiciéon de tripsina, que se lleva a cabo mas tarde,
requiere que los recipientes de cultivo celular se abran en varias oportunidades, lo que resulta una tarea muy
laboriosa. Ademas, el peligro de contaminacion del cultivo celular por microorganismos y virus indeseables aumenta
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con cada manipulacién de los recipientes de cultivo. Una alternativa mas productiva en relaciéon al costo es la
proliferaciéon celular en sistemas fermentadores conocidos por las personas expertas en la técnica, las células de
crecimiento adherente en microportadores. El suero necesario para el crecimiento de las células en los
microportadores (usualmente suero fetal de bovino), de cualquier manera, contiene inhibidores de ftripsina, de
manera tal que adn con este procedimiento de produccion es necesario un cambio del medio por medio libre de
suero para lograr el fraccionamiento de la hemaglutinina de influenza por la tripsina y de esta manera una replicacion
de virus adecuadamente alta. De este modo esta metodologia también requiere la apertura de los recipientes de
cultivo varias veces y asi trae consigo el peligro aumentado de contaminacién. En la patente US 4.500.513, la
replicacion viral se lleva a cabo a 34 — 37 °C. De manera similar, Mancini & Yano [Rev. Farm. Bioquim. Univ. S.Paulo
(1.993) 29: 89-95] describen un procedimiento de cultivo celular para influenza en el que el virus es replicado a 35
°C. Estos autores usaron células MDCK cultivadas en un medio Eagle suplementado con suero fetal de bovino y
neomicina. La tripsina se agrego a las células cultivadas después de la infeccion con el virus de influenza.

El objeto de la presente invencion es crear procedimientos disponibles que hagan posible la replicacion del virus de
influenza en cultivo celular simple y econémica y que permita obtener vacunas altamente eficaces.

Este objeto se logra con la provision de las formas de realizacion indicadas en las reivindicaciones de patente.

La invencién, de esta manera, se refiere a un procedimiento para hacer una vacuna en cultivo celular, como se
define en las reivindicaciones, en cuyas células MDCK 33016, que se pueden infectar por el virus de influenza, se
cultivan en cultivo celular en suspension en un medio libre de suero, las células se infectan con virus de influenza y
después de la infeccion se cultivan a una temperatura en el intervalo de 30 a 36 °C para la replicacion viral. Antes o
durante la infeccion con el virus de influenza, se agrega una proteasa al cultivo celular. Mas detalles del tratamiento
con proteasa se exponen a continuacion.

En una forma de realizacién preferente del procedimiento de acuerdo a la invencién, el cultivo de las células
infectadas para replicacion viral se lleva a cabo de 32 a 34 °C y particularmente preferentemente a 33 °C.

Se ha encontrado, sorprendentemente, que replicando los virus de influenza en células infectadas a temperaturas
reducidas, los virus obtenidos tienen una eficacia apreciablemente mayor como vacuna que aquellos virus que se
obtienen por replicacién a 37 °C. La replicaciéon a 37 °C, la temperatura clasicamente usada para replicacion de
influenza en cultivo celular, lleva a rendimientos de virus comparativamente altos en un tiempo corto. De cualquier
manera, los virus producidos de este modo tienen una eficacia baja como vacuna en comparacion con los virus
preparados por el procedimiento de acuerdo a la invencién.

En el contexto de la presente invencién se establecié una linea celular de la linea celular MDCK de rifién, que esta
adaptada al crecimiento en suspensién en un medio libre de suero y por ello hace posible un cultivo y una
replicacion viral particularmente simples y eficientes. Esta linea celular, MDCK 33016, se usa en el procedimiento
de acuerdo con la invencion. Se depositd bajo el numero de depdsito DSM ACC 2219 el 7 de junio de 1.995 de
acuerdo a los requerimientos de la convencién de Budapest de reconocimiento de depdsito de microorganismos
para los propositos de patentamiento en la coleccion alemana de microorganismos (DSM) en Brunswick (Republica
Federal Alemana), que se reconoce como un sitio de deposito internacional.

Para cultivar las células en el procedimiento con la invencién, se pueden usar para el cultivo celular los
procedimientos habituales conocidos por las personas expertas en el tema, en particular aquellos que ya son
conocidos para la replicacién de virus de influenza en cultivos celulares. El llevar a cabo los procedimientos de
acuerdo con la invencion usando células que crecen en suspension, en medios libres de suero, hace posible una
replicacion de virus particularmente simple y eficiente. El cultivo de células en suspension puede ser llevado a cabo
en este caso en un procedimiento en lote o en un sistema de perfusion, por ejemplo en un recipiente fermentador
agitado, usando los sistemas de retencion celular conocidos por la persona experta en la técnica, como por ejemplo
centrifugacion, filtracion, filtros spin y similares.

El cultivo de las células se lleva a cabo por regla general a un pH regulado preferentemente en el intervalo desde pH
6,6 hasta pH 7,8, en particular en el intervalo de pH 6,8 a pH 7,3.

Ademas, el valor de pO, puede ventajosamente ser regulado y es luego por regla general entre 25 % y 95 %, en
particular entre 35 % y 60 % (basado en la saturacion del aire).

La infeccién de las células cultivadas en suspensién es llevada a cabo, preferentemente, cuando las células en el
procedimiento de lote han alcanzado una densidad celular de alrededor de 8 a 25 x 10° células / ml o alrededor de 5
a 20 x 10° células / ml en el sistema de perfusion.

La infecciéon de las células con virus de influenza es llevada a cabo preferentemente a m.d.i. (multiplicidad de
infeccion) de alrededor de 0,0001 a 10, preferentemente de 0,002 a 0,5.

El agregado de una proteasa para lograr dar el fraccionamiento de la proteina precursora de hemaglutinina [HAq] y
de esta manera permitir la adsorcién de los virus a las células, puede ser llevado a cabo de acuerdo a la invencion
apenas antes o simultaneamente con la infeccion de las células con los virus de influenza. Si ese agregado se lleva
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a cabo simultaneamente con la infeccion, la proteasa se puede agregar bien directamente al cultivo celular a infectar
0, por ejemplo, como un concentrado junto con el inoculo de virus. La proteasa es preferentemente una serino
proteasa, y particularmente preferentemente tripsina.

Si se usa tripsina, la concentracion final agregada en el medio de cultivo es ventajosamente 1 a 200 pg / ml,
preferentemente 5 a 50 pg / ml y particularmente preferentemente 5 a 30 pg / ml.

Tras la infecciodn, el cultivo celular infectado es cultivado para la replicacion de los virus, en particular hasta que se
pueda detectar una cantidad maxima o un efecto citopatico maximo de antigeno viral.

En una forma de realizacion preferente del procedimiento, la recoleccion y el aislamiento de los virus de influenza
replicados se llevan a cabo 2 a 10 dias, preferentemente 3 a 7 dias después de la infeccién. Para hacer esto, por
ejemplo, las células o residuos celulares son separados del medio de cultivo por procedimientos conocidos por la
persona experta en la técnica, por ejemplo, con separadores o filtros. Siguiendo a esto se lleva a cabo la
concentracion de los virus de influenza presentes en el medio de cultivo por procedimientos conocidos por la
persona experta en la técnica, tales como, por ejemplo centrifugacion en gradiente, filtracion, precipitacion y
similares.

Los virus de influenza se formulan por técnicas conocidas para dar una vacuna para administracion a seres
humanos o animales. Como ya se ha explicado con anterioridad, los virus de influenza de éste tipo tienen una
eficacia mayor como vacuna que los virus de influenza obtenidos por replicacién en cultivo celular a 37 ° C.

La inmunogenicidad o eficacia de los virus de influenza obtenidos como vacuna puede ser determinada por
procedimientos conocidos por personas expertas en la técnica, por ejemplo, por medio de la proteccién impartida en
el experimento de exposicion o como titulos de anticuerpo de anticuerpos neutralizantes del virus.

La determinacion de la cantidad de virus o antigenos producido puede llevarse a cabo, por ejemplo, por la
determinacion de la cantidad de hemaglutinina por procedimientos conocidos por las personas expertas en el tema.
Es sabido, por ejemplo, que la hemaglutinina fraccionada se une a los eritrocitos de varias especies, por ejemplo a
los eritrocitos de gallina. Esto permite una cuantificacion rapida y simple de los virus producidos o de los anticuerpos
formados por procedimientos apropiados de deteccion.

Mediante la comparacion de experimentos en modelos animales, se ha demostrado que los virus de influenza de
acuerdo con la invencion producen un titulo de anticuerpos neutralizantes apreciablemente mayor que los virus
replicados a 37 °C y por ello imparten una proteccién apreciablemente mejor contra la infeccion del virus de
influenza. En experimentos con ratones como un modelo animal, el titulo de anticuerpos neutralizantes fue, por
ejemplo, mayor por al menos un factor de 42 semanas después de la vacunacion que el titulo de anticuerpos
neutralizantes después de la inoculacién con virus de influenza que habian sido replicados a 37 °C. Cuatro semanas
después de la inoculacion, el titulo de anticuerpos neutralizantes fue mayor por al menos un factor de 17 y en
algunos casos hasta 27 veces mayor. Si se llevaba a cabo una re vacunacion, el titulo de anticuerpos neutralizantes
podia ser mayor por un factor de mas de 60 cuando se usaba virus de influenza de acuerdo con la invencion en
comparacion con los virus de influenza que habian sido replicados a 37 °C. En consecuencia, la tasa de
supervivencia de animales en un experimento de exposicion usando una administracién de 1.000 DLso (dosis letal 50
%) puede incrementarse de 1/10 a hasta al menos 8/10, preferentemente de 9/10 y particularmente preferentemente
a 10/10 (100 %).

Las vacunas obtenibles por el procedimiento de acuerdo con la invencién pueden contener opcionalmente los
aditivos usuales para vacunas, en particular sustancias que incrementan la respuesta inmune, por ejemplo, los
llamados adyuvantes, por €j. hidréoxidos de varios metales, constituyentes de paredes celulares bacterianas, aceites
0 saponinas, y ademas los excipientes farmacéuticamente tolerables usuales.

Los virus pueden estar presentes en las vacunas como particulas virales intactas, en particular como virus vivo
atenuado. Para este proposito, los concentrados virales son ajustados al titulo deseado y liofilizados o estabilizados
en forma liquida.

En otra forma de realizacion preferente, las vacunas pueden contener virus desintegrados, es decir inactivados, o
virus intactos pero inactivados. Para este propdsito, la infectividad del virus es destruida por medio de
procedimientos quimicos o fisicos (por e€j. con detergentes o formaldehido). La vacuna es luego ajustada a la
cantidad deseada de antigeno y después de la posible mezcla con adyuvantes o después de la formulacion de la
vacuna, dispensada, por ej. como liposomas, microesferas o formulaciones de liberacion lenta.

En otra forma de realizacion preferente, las vacunas pueden finalmente presentarse como vacunas de subunidad,
por ej. puede contener constituyentes virales definidos, aislados, preferentemente proteinas aisladas del virus de
influenza. Estos constituyentes pueden ser aislados de los virus de influenza por procedimientos conocidos por la
persona experta en la técnica.

Los ejemplos ilustran la invencion
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Ejemplo 1 [ejemplo de referencia]
Replicacion de virus de influenza en células MDCK a 33 °C

Se replicaron células MDCK (ATCC CCL 34) en botellas de cultivo (Eagle’s MEM [EMEM] usando FCS 2%,
incubacion a 37 °C durante 4 dias). La monocapa celular resultante fue extraida de la pared del recipiente usando
una solucion de tripsina, las células fueron aisladas y el concentrado celular resuspendido en un medio conteniendo
suero. Las células fueron inoculadas en botellas rotatorias de 200 ml (botellas roller) a una densidad celular de 5 x
10° células/ml e incubadas a 37 °C a 4 rpm. Luego de 2 dias, las células fueron infectadas con virus de influenza.
Para hacer esto, se descart6 el medio sobrenadante de monocapa celular y se lo reemplazé por EMEM libre de
suero. Se agrego6 al medio el virus de influenza A/PR/8/34 con una m.d.i. (multiplicidad de infeccién) de 0,1 y tripsina
en una concentracion final de 25 ug/ml. Se incubaron en cada caso dos botellas roller, a 37 °C 6 a 33 °C. La
replicacion viral fue determinada como cantidad de antigeno (medido como unidades de hemaglutinina) y como
infectividad (medida con la prueba CC Dlsg) y es mostrada en la Tabla 1.

Tabla 1

Replicacion de virus de influenza A/PR/8/34 en botellas roller (linea celular MDCK) luego de incubacién a 37
°C y 33 °C, medida como contenido de antigeno (unidades de HA e infectividad (CC Dls))

Contenido de HA CC Dlso/ml
[log1o]
2 ddi 3 ddi 4 ddi 4 ddi
37°C 1:128 1:512 1:1.024 6,4
33°C 1:64 1:256 1:1.024 57

ddi = dias después de la infeccion

Las proporciones indicadas significan que una dilucion 1:X del virus obtenido audn tiene propiedades
hemaglutinantes. Las propiedades hemaglutinantes pueden ser determinadas, por ej., como se describe en Mayer y
col., Virologische Arbeitsmethoden, Volumen 1 (1.974), paginas 260 — 261 o en Grist, Diagnostic Methods en Clinical
Virology, paginas 72 — 75.

La determinacion del valor de CC Dlsy puede llevarse a cabo, por €j., de acuerdo con el procedimiento que es
descrito en Paul, Zell- und Gewebekultur [Cultivo celular y tisular] (1.980), pag. 395.

Ejemplo 2

Preparacion de una linea celular adaptada al crecimiento en suspensién y que puede ser infectada por virus
de influenza.

Se selecciono una linea celular, la cual es adecuada para el crecimiento en suspension y que puede ser infectada
por virus de influenza, partiendo de células MDCK (ATCC CCL34 MDCK NBL-2), las que han sido proliferadas por
medio de unos pocos pasajes o a través de varios meses en el laboratorio. Esta seleccion se llevé a cabo por
proliferacion de las células en botellas roller, las que fueron rotadas a 16 rpm (en lugar de alrededor de 3 rpm como
es habitual para botellas en las que se cultivan células en crecimiento adherente). Luego de varios pasajes de las
células en suspension en el medio, se obtuvieron las cepas celulares de crecimiento en suspension. Estas cepas
celulares fueron infectadas con virus de influenza y se seleccionaron las cepas que produjeron un mayor rendimiento
de virus. Se alcanzé un incremento en la tasa de células de crecimiento en suspension durante los primeros pasajes
a 16 rpm a través de 1 a 3 pasajes por la adicion de sistemas de seleccidon conocidos por la persona experta en la
técnica, tales como hipoxantina, aminopterina y timidina, o alanosina y adenina, individualmente o en combinacion.
La selecciéon de células de crecimiento en suspensién también es posible en otros sistemas de cultivo celular con
agitacion conocidos por la persona experta en la técnica, tal como frascos en agitacion. Un ejemplo de células que
estan adaptadas a crecimiento en suspension y pueden ser infectadas por virus de influenza es la linea celular
MDCK 33016 (DSM ACC2219).

Ejemplo 3
Replicacion de virus de influenza en células MDCK 33016 a 33 °C.

La linea celular MDCK 33016 (DSM ACC2219) con crecimiento en suspension fue replicada a 37 °C en medio

Iscove con una tasa de division de 1:8 a 1:12 dos veces a la semana en una botella rotatoria con rotacién a 16 rpm 4

dias después de la transferencia, se obtuvo un recuento celular de aproximadamente 7,0 x 10° células/ml.
5
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Simultaneamente con la infeccién del cultivo celular, el cual ahora lleva 4 dias de cultivo, con la cepa del virus de
influenza A/PR/8/34 (m.d.i. = 0,1), el cultivo celular fue tratado con tripsina (concentracion final 25 pg/ml), incubado a
37 °C 6 a 33 °C y la replicacion viral fue determinada a lo largo de 3 dias (tabla II).

Tabla ll

Replicacion del virus A/PR/8/64, medido como contenido de antigeno (unidades HA) en botellas roller
(linea celular MDCK 33016) tras la infeccion del cultivo celular sin cambio de medio a una temperatura de
incubacion de 37 °C 6 33 °C.

Contenido de HA luego de los dias después de la infeccion (ddi)

1 ddi 2 ddi 3 ddi
37°C 1:64 1:512 1:1.024
33°C 1:16 1:128 1:1.024

Ejemplo 4
Replicacion de varias cepas de virus de influenza en células MDCK 33016 (DSM ACC2219) a 33 °C

La linea celular MDCK 33016 (DSM ACC2219) fue proliferada a 37 °C en medio Iscove con una tasa de division de
1:8 a 1:12 dos veces a la semana en una botella rotatoria con rotaciéon a 16 rpm 4 dias después de la transferencia,
se obtuvo un recuento celular de aproximadamente 7,0 x 10° a 10 x 10° células/ ml. Simultaneamente con la
infeccién del cultivo celular. Simultaneamente con la infeccion del cultivo celular, el cual ahora lleva 4 dias de cultivo,
con varias cepas de influenza (m.d.i. = 0,1) el cultivo celular fue tratado con tripsina (concentracion final 25 pg/ml),
incubado a 33 °C, y la replicacion viral fue determinada en el 5 ° dia después de la infeccion (Tabla IlI).

Tabla lll
La replicacion de las cepas de influenza en botellas roller (linea celular MDCK 33016) después de la
infeccion de un cultivo celular sin cambio de medio, medido como contenido de antigeno (unidades HA)
Cepa de Influenza Contenido de HA 5 dias después de la infeccion
A/Singapore 1: 1.024
A/Sichuan 1: 256
A/Shanghai 1: 256
A/Guizhou 1: 128
A/Beijing 1: 512
B/Beijing 1: 256
B/Yamagata 1: 512
A/PR/8/34 1:1.024
A/Equi 1/Prague 1: 512
A/Equi 2/Miami 1: 256
A/Equi 2/Fontainebleau 1: 128
A/Swine/Ghent 1: 512
A/Swine/lowa 1:1.024
A/Swine/Arnsberg 1: 512
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Ejemplo 5
Preparacion de una vacuna experimental para influenza

Tras la inoculacién en ratones, los virus de influenza patogénicos para el ser humano usualmente no conducen a
procesos patoldgicos con su infeccion, de manera que los experimentos de proteccion con ratones son muy dificiles
de construir experimentalmente. La cepa de virus de influenza A/PR/8/34, de cualquier manera, esta adaptada a
ratones y luego de la administracion intranasal causa mortalidad dosis dependiente en ratones.

Se preparé una vacuna experimental del virus de influenza A/PR/8/34 del Ejemplo 3 (A/PR/8 replicado a 37 °C 6 33
°C). Los virus de influenza en medio de cultivo celular fueron separados de las células y los fragmentos celulares por
centrifugacion a baja velocidad (2.000 g, 20 minutos, 4 °C) y purificados con una centrifugacion en gradiente de
sucrosa (10 a 50 %) (peso / peso) de gradiente de sucrosa lineal, 30.000 g, 2 hs, 4 °C). Se obtuvo la capa que
contiene al virus de influenza, se diluyé 1:10 con solucion tampon fosfato (PBS) a pH 7,2, y se sedimenté a 20.000
rpm, y el precipitado fue resuspendido en PBS (volumen: 50 % del medio de cultivo celular original). Los virus de
influenza fueron inactivados con formaldehido (se adicioné dos veces solucion de formaldehido al 0,025 % de una
solucion al 35 % en un intervalo de 24 hs, incubacion a 20 °C con agitacién).

Se inocularon 10 ratones NMRI, cada uno con un peso entre 18 y 20 g, con 0,3 ml de cada una de las vacunas
experimentales inactivadas en el dia 0 y el dia 28 por inyeccién subcutanea. Se extrajo sangre de los animales para
determinar el titulo de los anticuerpos neutralizantes contra A/PR/8/34 2 y 4 semanas después de la inoculacion y
también 1 y 2 semanas después de la revacunacion. Para determinar la tasa de proteccion, los ratones fueron
expuestos dos semanas después de la revacunacion (6 semanas después del inicio del experimento) por
administracion intranasal de 1.000 DLso (dosis letal 50 %). Los resultados del experimento se muestran en la Tabla
V.

Tabla IV

Eficacia de las vacunas experimentales: para la vacuna A el virus de influenza A/PR/8/34 fue replicado a 37
°C y para la vacuna B a 33 °C. Los titulos de anticuerpos neutralizantes contra A/PR/8 y también fue
investigada la tasa de proteccion de los ratones tras la exposicion.

Tasa de proteccion Numero de
sobrevivientes / total

Titulo de anticuerpos neutralizantes / ml*

2 s dvac 4 s dvac 1 s drevac 2 s drevac
37°C <28 56 676 1.620 1/10
33°C 112 1.549 44.670 112.200 9/10

* Semanas después de la vacunacion (s dvac) y semanas después de la revacunacion (s drevac).

Los experimentos confirman que los virus de influenza que han sido replicados a 37 ° C en cultivo celular con un
rendimiento de antigeno alto (titulo HA) sélo indujeron a bajos titulos de anticuerpos neutralizantes en el raton y
apenas proporcionaron proteccion, mientras que los virus de influenza que han sido replicados a 33 °C en cultivo
celular también con un rendimiento alto de antigeno (titulo HA) indujeron muy altos titulos de anticuerpos
neutralizantes en el ratén y brindaron una proteccion muy buena.

Ejemplo 6 [ejemplo de referencia]
Replicacion de virus de influenza en células MDCK a 33 °C y eficacia de la vacuna obtenida.

La linea celular MDCK (ATCC CL34) fue replicada a 37 °C en botellas de cultivo celular en medio MEM de Eagle
(EMEM) con FCS 2% con una tasa de divisién de 1:8 a 1:12 dos veces a la semana. El resultado 4 dias después de
la transformacion fue una densa capa celular. Luego de cambiar el medio por un EMEM libre de suero, el cultivo
celular fue infectado con influenza B/Beijing (m.d.i. = 0,1), se agrego tripsina al medio en una concentracion final de
25 pg/mly las botellas con el cultivo celular infectado fueron incubadas, bien a 37 °C o a 33 °C. El contenido de HA,
4 dias después de la infeccién, fue en ambos lotes experimentales de 256 unidades HA. Después de una
centrifugacion a baja velocidad para remover células / residuos celulares, los virus en el sobrenadante fueron
inactivados con formaldehido (se adiciond dos veces solucion de formaldehido al 0,025 % de una solucién al 35 %
en un intervalo de 24 hs, incubacion a 20 °C con agitacion). En cada seccion experimental, el adyuvante agregado
fue hidréxido de aluminio (concentracion final 10 %, de una solucion al 2 % de Al(OH)s3). Usando estas vacunas
experimentales, en cada caso por cada seccion experimental, 3 cobayos fueron vacunados por via intraplantar con
0,2 ml y se los revacun6 4 semanas después con la misma vacuna. Para investigar la eficacia de la vacuna, se
tomaron muestras de sangre 2, 4 y 6 semanas después de la inoculacién y se realizé la prueba de inhibicion de
hemaglutinacion y la prueba de neutralizacion de suero (cfr. Tabla V).
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Tabla V

Eficacia de las vacunas experimentales obtenidas con influenza B/Beijing luego de la replicacion del virus a
37 °C y a 33 °C en cultivo celular: se investigaron los parametros serolégicos inhibicion de hemaglutinacion
y anticuerpos neutralizantes (valores promedio de 3 cobayas).

Inhibicién de hemaglutinacion

Anticuerpos neutralizantes

Titulo Titulo

2 s dvac® 4 s dvac* 6 s dvac 2 s dvac 4 s dvac 6 s dvac
37°C 85 341 1.024 851 1.290 6.760
33°C 85 341 853 3.890 22.400 117.490

* s dvac = semanas después de la inoculacion (6 s dvac = 2 semanas después de la revacunacion).
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de fabricacion de una vacuna para la administracién a seres humanos o a animales que
comprende:

N

(a) la replicacion de virus de influenza en cultivo celular, en la que las células MDCK 33016 (DSM ACC 2219)
se cultivan en cultivo celular en suspension en un medio libre de suero, las células son infectadas con virus de
influenza y después de la infeccion se cultivan a una temperatura en el intervalo de 30 °C a 36 °C para la
replicacion viral, en el que se agrega una proteasa a las células cultivadas antes o durante la infeccién con los
virus de influenza.

(b) formulacion de los virus de influenza replicados para dar la vacuna

El procedimiento como se reivindica en la reivindicacién 1, en el que las células son cultivadas con virus de
influenza a una temperatura en el intervalo de 32 °C a 34 °C después de la infeccién para la replicacion viral.

El procedimiento como se reivindica en la reivindicacién 2, en el que las células son cultivadas con virus de
influenza a 33 °C después de la infeccién para la replicacion viral.

El procedimiento como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la proteasa es una
serino proteasa.

El procedimiento como se reivindica en la reivindicacion 4, en el que la serino proteasa es tripsina.

El procedimiento como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la recoleccion y el
aislamiento de los virus de influenza tiene lugar 2 a 10 dias después de la infeccion.

El procedimiento como se reivindica en la reivindicacion 6, en el que la recoleccioén y el aislamiento de los virus
de influenza tiene lugar 2 a 7 dias después de la infeccion.
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