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DESCRIPCION
Procedimiento de cuantificacion de virus de alto rendimiento

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta solicitud reivindica prioridad de la solicitud provisional de Estados Unidos 62/196.886, presentada el 24 de
julio de 2015.

CAMPO DE LA INVENCION

[0002] La presente invencion se refiere a procedimientos de determinacion de un titulo viral de alto rendimiento. La
presente invencion aborda la necesidad de un procedimiento mas rapido y rentable de cuantificar particulas virales
infecciosas en una muestra.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0003] Un reto particular en el suministro de un gen mediante un vector viral o un virus con fines terapéuticos es la
preparacion y la cuantificacion exacta de formas de dosificacion clinicas. La produccion de vacunas virales, proteinas
recombinantes utilizando vectores virales y antigenos virales requieren la cuantificacion de virus para adaptar y
controlar continuamente el proceso con el fin de optimizar los rendimientos de produccién y responder a las demandas
y aplicaciones en constante cambio.

[0004] La determinacion del titulo de virus o la cuantificacién del virus implican contar el nUmero de virus en un volumen
especifico para determinar la concentracion del virus. Los procedimientos tradicionales incluyen ensayos de placa viral
que determinan el nimero de unidades formadoras de placa (ufp) en una muestra de virus y la dosis infecciosa de
cultivo de tejido (TCIDsg) o la dosis infecciosa activa de fluorescencia (FAID50) que mide el titulo de virus
infeccioso. Este ensayo de TCIDsg cuantifica la cantidad de virus necesaria 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. Los
procedimientos tradicionales son generalmente lentos y laboriosos, y adolecen de limitaciones que incluyen un alto
grado de variabilidad entre ensayos.

[0005] El ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) es una variacion mas moderna de un ensayo de
proteinas que utiliza un anticuerpo especifico unido a una enzima para detectar la presencia de una cantidad
desconocida de antigeno (es decir, virus) en una muestra. El evento de unioén anticuerpo-antigeno se detecta y/o
cuantifica a través de la capacidad de la enzima para convertir un reactivo en una sefial detectable que se puede usar
para calcular la concentracion del antigeno en la muestra. Se desarrollan los ensayos en placa de la determinacion
del titulo de virus que se basan en la deteccién por inmunofluorescencia mediante ELISA, sin embargo se utilizan para
cuantificar proteinas de muestras de virus y no para cuantificar virus infecciosos.

[0006] Se han utilizado ensayos de citometria de flujo o FACS (clasificador de células activado por fluorescencia) para
medir el nimero de células infectadas en cultivos de células infectadas con multiplicidades de infeccion relativamente
altas. Por ejemplo, el documento US 6.248.514 describe el uso de citometria de flujo para analizar células infectadas
usando rangos especificos de concentracion de particulas viricas y rendimientos de tiempo de adsorcion. El
documento US 7.476.507 describe procedimientos basados en FACS para la determinacion del titulo viral de un cultivo
de células huésped de animales huéspedes infectadas con un circovirus. Sin embargo, para muchas aplicaciones, el
coste, el tamafo y la complejidad de los instrumentos de citometria de flujo impiden un uso mas amplio. La solicitud
internacional WQ098/01582 describe un procedimiento de cuantificacion de virus, pero no se describe un Unico
instrumento de sobremesa que combine las funciones de un microscopio digital, un citdmetro de imagen y un contador
celular.

[0007] ERIKA HAMMARLUND ET AL: "A Flow Citometry-Based Assay for Quantifying Non-Plaque Forming Strains of
Yellow Fever Virus”, PLOS ONE, vol. 7, no. 9, 19 de septiembre de 2012, pagina e41707, describe un ensayo de
formacion de focos para determinar un titulo viral.

[0008] Recientemente, se han desarrollado citémetros de imagen personales que combinan las funciones de un
microscopio digital, un citdmetro de imagen y un contador de células en un Unico instrumento de sobremesa. Los
citbmetros de imagen disponibles comercialmente incluyen Cellinsight (ThermoFisher) y Cytell Cell Imaging System
(GE Healthcare). Estos citdmetros de imagen se utilizan para realizar mediciones de células individuales, subcelulares
y multicelulares, y brindan a los cientificos la oportunidad de capturar datos de imagenes celulares y subcelulares y
analizar los resultados con facilidad.

[0009] La presente invencion aborda la necesidad de un procedimiento de cuantificacion preciso y de alto rendimiento
de particulas virales infecciosas en una muestra.

CARACTERISTICAS DE LA INVENCION
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[0010] En un aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento de cuantificacién de virus que comprende
las etapas de: proporcionar una muestra que contiene un virus; preparar diluciones en serie de la muestra; infectar
células huésped con el virus e incubar el cultivo; hacer reaccionar un antigeno expresado por el virus en células
infectadas con un anticuerpo marcado con una etiqueta fluorescente; determinar el nimero de células infectadas
mediante el uso de un citdmetro de imagen en el que el citdmetro de imagen es un componente de un Unico instrumento
de sobremesa que combina las funciones de un microscopio digital, dicho citdmetro de imagen y un contador de
células, preferiblemente en el que dicho citdmetro de imagen es capaz de realizar mediciones de células individuales,
subcelulares y multicelulares y de capturar datos de imagenes celulares y subcelulares; y determinar el titulo de virus
en la muestra, en el que se traza una linea recta utilizando una regresion lineal entre el nimero de células marcadas
con fluorescencia y el titulo de virus utilizando un virus de referencia.

[0011] En el presente documento se describen procedimientos de alto rendimiento para la determinacion vy
cuantificacion rapidas del virus infeccioso producido en una muestra. En el presente documento se describen
procedimientos de alto rendimiento para la determinacién y cuantificacion rapidas del virus infeccioso producido en un
cultivo discontinuo, de manera que se pueda obtener un punto de recogida éptimo. Los procedimientos comprenden
proporcionar una muestra que contiene un virus, preparar diluciones en serie de la muestra, infectar las células
huésped con el mismo e incubar el cultivo a una temperatura adecuada, hacer reaccionar un antigeno expresado por
el virus en las células infectadas con un anticuerpo marcado con una etiqueta fluorescente, determinar el nimero de
células marcadas con fluorescencia, determinando asi el titulo de virus en la muestra. Los procedimientos de alto
rendimiento se pueden llevar a cabo en un formato de placa de multiples pocillos. En una realizacién, se utiliza
Cellinsight (ThermoFisher).

[0012] En un aspecto de la realizacion, se traza una linea recta utilizando una regresion lineal entre el nimero de
células de fluorescencia y el titulo de virus utilizando un virus de referencia.

[0013] En otro aspecto de la realizacién, al menos una de las diluciones en serie de la muestra se encuentra dentro
del rango de la linea de regresion lineal.

[0014] En aln otro aspecto de la realizacién, se utilizan placas de multiples pocillos.

[0015] En aun otro aspecto de la realizacion, el nimero de células infectadas en cada pocillo se determina mediante
un citdmetro de imagen, tal como Celllnsight.

[0016] El virus puede ser el virus de tipo salvaje, virus atenuados o virus recombinantes. Cuando el virus es un virus
recombinante, el antigeno puede estar codificado por un gen exdégeno. Normalmente, el antigeno reacciona con al
menos un anticuerpo, aunque el anticuerpo puede ser una mezcla de anticuerpos. El anticuerpo puede ser policlonal
o0 monoclonal.

[0017] La muestra puede ser una muestra recogida de campos, muestra de un proceso de optimizacion, muestra de
siembra, muestra de cultivo principal, principio activo o el producto final.

[0018] Estas y otras realizaciones se describen o son evidentes a partir de y estan abarcadas por la siguiente
descripcion detallada.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0019] La siguiente descripcion detallada se comprendera mejor conjuntamente con los dibujos que se acomparian,
incorporados aqui por referencia, en los que:

La figura 1 ilustra una muestra de diluciones.

La Figura 2 ilustra una muestra de disefio de placa en un ensayo de placa convencional.

La Figura 3 ilustra una muestra de disefio de placa en titulacion de virus de alto rendimiento.

La Figura 4 ilustra una muestra de disefio de placa en titulacion de virus de alto rendimiento.

La Figura 5 muestra la regresion lineal de CPV2.

La Figura 6 representa la comparacion entre el procedimiento de titulo de virus convencional y el procedimiento de
titulo de virus de alto rendimiento para CPV2.

La Figura 7 representa la regresion lineal del virus de la viruela (ALVAC aviar) que expresa un antigeno de gripe
equina.

La Figura 8 representa la comparacion entre el procedimiento de titulo de virus convencional y el procedimiento de
titulo de virus de alto rendimiento para el virus de la viruela (ALVAC aviar) que expresa un antigeno de gripe equina.

DESCRIPCION DETALLADA

[0020] Cabe indicar que en esta descripcion y particularmente en las reivindicaciones, términos, tales como

"comprende”, "comprendido”, "que comprende", pueden tener el significado que se le atribuye en la ley de Patentes
de Estados Unidos; por ejemplo, pueden significar "incluye", "incluido”, "que incluye" y términos, tales como "que
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consiste esencialmente en y "consiste esencialmente en” tienen el significado que se les atribuye en la ley de patentes
de los Estados Unidos, por ejemplo, permiten elementos que no se mencionan explicitamente, pero excluye elementos
que se encuentren en el estado de la técnica o que afectan a una caracteristica basica o novedosa de la invencion.

[0021] Los términos singulares "un”, "una" y "el/la" incluyen los referentes plurales, a menos que el contexto indique
claramente lo contrario. De manera similar, la palabra "o" pretende incluir "y" a menos que el contexto indique
claramente lo contrario. La palabra "o" significa cualquier miembro de una lista en particular y también incluye cualquier

combinacion de miembros de esa lista.

[0022] EI término "citdmetro de imagen" o "sistema de imagenes Cell", tal como se usa en el presente documento, se
refiere a cualquier dispositivo que irradiara una particula suspendida en un medio fluido con luz a una longitud de onda,
y es capaz de detectar una luz en la misma longitud de onda o una longitud de onda diferente, donde la luz detectada
indica la presencia de una célula o un indicador en la misma, y toma imagenes del numero de células usando
microscopia 6ptica. El indicador en la superficie celular puede ser un anticuerpo acoplado a un fluoréforo, tal como
FITC, tincion de Hoechst, DAPI, GFP, TRITC y Cy5. El "citdmetro de obtencién de imagenes" o el "citometro de
imagen" puede acoplarse a un sistema de visualizacion de datos, almacenamiento de datos y gestion de datos para
analisis en tiempo real.

[0023] EI término "célula huésped”, tal como se usa en el presente documento se refiere a una célula aislada que es
un huésped para la infeccion y replicacion de un virus. Una "célula huésped" indica una célula procariota o
eucariota. La "célula huésped" puede estar alterada genéticamente, o es capaz de ser alterada genéticamente
mediante la administracion de un polinucleétido exdgeno, tal como un plasmido o vector recombinante. La "célula
huésped" puede ser una célula establecida en un linaje estable sin ninguna modificacion genética, solo mediante
pases de cultivo repetidos. La "célula huésped" pueden ser células primarias que no estan modificadas ni son
estables. Cuando se hace referencia a células genéticamente alteradas, el término se refiere tanto a la célula
originalmente alterada como a la progenie de la misma.

[0024] El término "en proceso" se refiere al control de los parametros que son caracteristicos de cultivo de células y
virus, incluyendo un cultivo de células infectadas por virus, durante todo el periodo del cultivo.

[0025] El control puede ser continuo, tal como el control del pH o el contenido de oxigeno del medio de cultivo, o puede
ser un control periédico en el que las muestras se extraen del cultivo en los puntos de tiempo seleccionados, se
detectan y se miden parametros, tales como la viabilidad o contenido de antigeno viral, y los parametros se representan
frente al tiempo del cultivo.

[0026] El término "cultivo de siembra" o "siembra", tal como se usa en el presenet documento, se refiere a un cultivo
de células huésped infectadas con un virus seleccionado y que se incuba a continuacion durante un periodo para
permitir que aumente el titulo de virus. Tipicamente, pero no necesariamente, el volumen de un cultivo de seimbra es
menor que el volumen del medio de fermentacién o cultivo principal posterior que recibe el cultivo de siembra.

[0027] EI término "animal" se utiliza en el presente documento para incluir todos los mamiferos, aves y peces. El
animal, tal como se usa en este documento puede seleccionarse del grupo que consiste en animal equino (por ejemplo,
caballo), canino (por ejemplo, perros, lobos, zorros, coyotes, chacales), felino (por ejemplo, leones, tigres, gatos
domésticos, gatos salvajes, otros gatos grandes y otros felinos, incluidos guepardos y linces), bovinos (por ejemplo,
vacas, bufalos), porcinos (por ejemplo, cerdo), ovinos (por ejemplo, ovejas), caprinos (por ejemplo, cabras), camélidos
(por ejemplo, lamas), aves (por ejemplo, pollo, pato, ganso, pavo, codorniz, faisan, loro, pinzones, halcén, cuervo,
avestruz, emu y casuario), primates (por ejemplo, prosimio, tarsero, mono, gibén, simio), humanos y peces. El término
"animal" también incluye un animal individual en todas las etapas de desarrollo, incluidas las etapas embrionaria y
fetal. El término "cerdo” o "lechén" significa un animal de origen porcino, mientras que “cerda” se refiere a una hembra
en edad y capacidad reproductora.

[0028] Abreviaturas: ELISA, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas; Mab, anticuerpo monoclonal; FITC,
isotiocianato de fluoresceina; DAPI: tincion de Hoechst (colorante azul fluorescente); DAPI: 4',6-diamidino-2-
fenilindol; GFP: proteina verde fluorescente; TRITC: tetrametilrodamina; Cy5: Cianina 5.

[0029] En el presente documento se describen procedimientos de alto rendimiento para la determinacion del titulo viral
de una muestra que contiene un virus.

[0030] Los procedimientos de alto rendimiento que se describen en el presente documento comprenden las etapas
de: 1) proporcionar una muestra que contiene un virus; 2) preparar diluciones en serie de la muestra; 3) infectar las
células huésped con el virus en placas de 96 pocillos e incubar el cultivo; 4) hacer reaccionar un antigeno expresado
por el virus en células infectadas con un anticuerpo marcado con una etiqueta fluorescente; 5) determinar el nimero
de células infectadas; y 6) determinar el titulo de virus en la muestra.

[0031] Los ensayos de placa convencionales de la determinacion del titulo del virus que se basan en la deteccion de
inmunofluorescencia requieren mucho tiempo y son muy laboriosos. Implican diluciones en serie y muchos duplicados
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para contar los pocillos (en una placa de 96 pocillos) con células infectadas. Las muestras a analizar son limitadas
para cada sesion.

[0032] En un aspecto de la realizacion, el nimero de células infectadas se determina mediante Cellinsight (Thermo
Fisher Scientific Inc.) usando una placa de multiples pocillos. El nimero de células infectadas en cada pocillo se lee
con Celllnsight. La placa de multiples pocillos puede ser una placa de 48 pocillos o una placa de 96 pocillos.

[0033] En otro aspecto de la realizacion, se traza una linea recta utilizando una regresion lineal entre el nimero de
células de fluorescencia y el titulo de virus utilizando un virus de referencia. En un aspecto, al menos una de las
diluciones en serie de la muestra se encuentra dentro del rango de la linea de regresion lineal. El nimero de células
infectadas por pocillo para la al menos una diluciéon de la muestra puede estar preferiblemente entre 0,1 log1o y 6,0
|Og1o.

[0034] Tal como se describe en el presente documento, el procedimiento de la presente invencién permite la deteccion
y el control de un virus y células infectadas mediante la deteccidon de un antigeno expresado por el virus en las células
huésped hasta el punto de recogida. La rapidez con la que se obtienen estos datos permite un control periddico
frecuente del progreso de la infeccion del cultivo celular. A continuacion, el cultivo se puede recoger en un punto que
proporcione un alto rendimiento de virus adecuado para el desarrollo y la produccién de vacunas o para sembrar un
cultivo de células huésped en lotes grandes para la produccion final de virus en cantidad suficiente para su uso, por
ejemplo, en el desarrollo y produccién de vacunas.

[0035] Los cultivos de siembra desarrollados como resultado de la utilizacion de los procedimientos de la invencién se
pueden utilizar para sembrar un gran volumen de medio de cultivo celular fresco, en el orden de voliumenes de 5-1000
litros o mas. En este procedimiento, el cultivo de siembra recogido se inocula en un cultivo a gran escala que
comprende medio de cultivo celular.

[0036] La presente invencion, por lo tanto, proporciona un procedimiento de alto rendimiento para el control en proceso
y la determinacion rapida del punto util de recogida de un cultivo celular infectado con un virus de manera que se
pueda obtener un rendimiento éptimo del virus. Los procedimientos descritos en este documento abarcan proporcionar
un cultivo de siembra de células huésped infectadas con virus e inocular un cultivo por lotes con el mismo, incubar el
cultivo, extraer las muestras de las células cultivadas, preparar diluciones en serie de las muestras, hacer reaccionar
un antigeno expresado por el virus en células infetadas con un anticuerpo marcado con una etiqueta fluorescente,
determinar el nimero de células fluorescentes, determinando asi el titulo del virus en el cultivo por lotes. Se contempla
que los procedimientos de la presente invencion se pueden aplicar de manera util para detectar y controlar en proceso
la produccion de cualquier virus cultivado en células huésped aisladas y para los que hay anticuerpos especificos de
antigeno virales disponibles.

[0037] En las diversas realizaciones de este procedimiento de la invencion, los virus pueden ser cualquier virus,
incluidos virus de ADN, virus de ARN, virus recombinantes, virus que llevan transgenes, baculovirus que expresan
antigenos, etc. Los virus pueden incluir adenovirus, retrovirus, virus del herpes simple, parvovirus, virus de la peste
porcina clasica, virus de la gripe, circovirus (incluidos los circovirus porcino PCV1 y PCV2), virus del sindrome
respiratorio y reproductivo porcino, rotavirus, virus de la diarrea viral bovina, virus de la diarrea epidémica porcina,
virus sindbis, baculovirus, virus de la pseudorrabia, virus de varicela-zoster, citomegalovirus, virus de la estomatitis
vesicular, virus de la hepatitis A, By C, virus de la viruela, virus de la fiebre aftosa, virus de la lengua azul, virus de la
enfermedad de Newcastle, virus de la bursitis infecciosa, virus de la enfermedad de Marek, virus de la laringotraqueitis
infecciosa, paramixovirus aviar, virus de Nilo occidental, virus Nipah, virus Hendra, virus de la peste equina africana,
virus del moquillo canino, virus de leucemia, calicivirus, virus de Schmallenberg y virus recombinantes de los mismos.

EJEMPLOS

Ejemplo 1 Resumen del ensayo de placa de titulacion de virus actual

[0038] Los virus utilizados en este ejemplo fueron parvovirus canino (CPV) y virus de la viruela recombinante (virus de
la viruela del canario aviar) que expresan un antigeno de la gripe equina. La linea de células huésped son las células

de mieloma canino A72.

Preparaciéon de células huésped

[0039] Se prepard una suspension fresca de células huésped en medio DMEM + 5% de FCS (suero fetal bovino) a
una concentracion de 60 000 células/ml. Se afiadieron 150 pl de esta suspension celular a cada pocillo de una placa
de 96 pocillos.

Diluciones de la muestra
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[0040] Se tom6 una alicuota de una muestra que contenia un virus y se llevaron a cabo diluciones en serie en
microtubos de acuerdo con, por ejemplo, la tabla mostrada en la Figura 1. El virus de control (virus de referencia) se
diluyé siguiendo el mismo procedimiento.

Disefio de placas

[0041] Las diluciones preparadas que abarcan el titulo esperado se dispensaron en la placa tal como se muestra en
la Figura 2. A cada pocillo que contenia 150 pul de la suspension celular, se afiadieron 100 pl de las muestras
diluidas. Para los controles celulares (linea H) (al menos un control celular por sesién), se agregaron 100 ul de medio
de dilucién a la suspension celular. EI nUmero de diluciones de la muestra fue de 8. El nimero de diluciones del virus
de control fue de 7. El nUmero de pocillos por dilucién es 6. En este disefio de placas, para una placa, se usaron 42
pocillos en total para el virus de control (virus de referencia), se utilizaron 6 pocillos para el control celular y se utilizaron
48 pocillos para analizar una muestra. En algunos casos, se usaron 144 pocillos (una placa y media de 96 pocillos)
para leer una muestra, y los tres resultados resultantes por muestra se usaron para calcular la lectura promedio de la
muestra.

[0042] En este procedimiento, para calcular un titulo de una muestra, se necesitan una o dos placas de 96 pocillos
para obtener una determinacion del titulo precisa.

Infeccién por virus de células huésped en placas de 96 pocillos

[0043] Las placas se incubaron durante 4 dias en una incubadora a alrededor de 37 °C con 5% de CO.. Al final del
periodo de incubacion, los pocillos de control tuvieron que verificarse bajo un microscopio invertido para verificar que
la capa celular se completaba sin toxicidad ni contaminacion.

Fijacion de placas para reaccién de inmunofluorescencia

[0044] Las placas se fijaron con acetona. Brevemente, las placas se lavaron una vez con solucién salina tamponada
con fosfato PBS?sin calcio ni magnesio. Se afiadieron 100 ul/pocillo de acetona fria al 90% (10% de agua) a las placas
y las placas se incubaron a -20°C durante 30 min. Se descart6 la acetona y las placas se secaron completamente al
aire.

Reaccién de inmunofluorescencia

[0045] Para la reaccion de inmunofluorescencia, se afiadieron 100 pl/pocillo de anticuerpo monoclonal (anti-CPV2
para CPV o anti-antigeno de EIV para el antigeno recombinante de la gripe equina y viruela de canario) a las placas
y las placas se incubaron a 37 °C durante 30 min. A continuacion, las placas se lavaron dos veces con PBS. Se
afadieron 100 pl/pocillo de FITC anti-ratén a las placas y las placas se incubaron a 37°C durante 30 min. Las placas
se lavaron con PBS dos veces y seguido de un lavado rapido en agua neutra.

Calculo de titulos

[0046] Las placas se leyeron mediante luz UV con filtro 488-519A. Para la identificacion, el pocillo es positivo si una o
mas células son fluorescentes.

[0047] El calculo del titulo se lleva a cabo mediante transformacion angular o segun el procedimiento de Karber, para
el que la formula es:

T=d+[t/N]x [n+N/2]+1
T = titulo
d = dilucion con el 100% de los pocillos para mostrar un foco fluorescente
r = relacion de dilucion
N = numero de pocillos por tasa de dilucién
n = numero de pocillos que muestran una fluorescencia para la tasa de dilucién superior a d

Ejemplo 2 Procedimiento mejorado de titulacion de virus de alto rendimiento

[0048] Los virus utilizados en este ejemplo fueron parvovirus canino (CPV) y virus de la viruela recombinante (virus de
la viruela aviar del canario) que expresan un antigeno de la gripe equina. La linea de células huésped son las células
de mieloma canino A72.

[0049] La preparacion de células huésped se llevo a cabo, tal como se describe en el Ejemplo 1.

Dilucion de la muestra
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[0050] La diluciéon de la muestra se llevo a cabo, tal como se describe en el Ejemplo 1.

Disefio de placas

[0051] En las Figuras 3 y 4 se muestra una placa de muestra. En estos disefios de placas, el numero de diluciones de
la muestra fue de 4. El nimero de diluciones del virus de control fue de 7. El numero de pocillos por dilucién es de 2.
Para una placa, se usaron un total de 14 pocillos para el virus de control (virus de referencia), se utilizaron 2 pocillos
para el control celular, se utilizaron 8 pocillos para el control de validacion por sesiéon (cada sesion puede contener
varias placas) y se utilizaron 8 pocillos para analizar una muestra para un total de 9 muestras. Se utiliz6 el virus de
referencia para trazar la linea de regresion lineal y calcular el titulo de la muestra desconocida. Las células de control
fueron pocillos sin virus para comprobar que la sesion funciond bien. El control de validacién contiene un virus (distinto
del virus de referencia) con titulo conocido. El control de validacion se titulé en cada placa y se calcul6 su titulo y los
resultados se incluyeron en el control grafico. El control de validacién proporciona un control de calidad de la sesién y
asegura que la sesion funciond bien.

[0052] La infeccion por virus de las células huésped en placas de 96 pocillos, la fijacion de las placas para la reaccion
de inmunofluorescencia y la reaccion de inmunofluorescencia se llevaron a cabo como se describe en el Ejemplo 1.

Calculo de titulos

[0053] El numero de células infectadas por pocillo se leyd usando Cellinsight. Se traza una linea recta usando
regresion lineal entre el nimero de células de fluorescencia por pocillo y el titulo de virus usando el virus de control
(virus de referencia) como se muestra en la Figura 5 (CPV) y la Figura 7 (virus de la viruela recombinante). El titulo de
virus de una muestra se calcula a continuacion utilizando la linea recta (regresion lineal del virus de referencia)
basandose en la lectura de las células infectadas por pocillo de esa muestra y su factor de dilucion.

Resultados

[0054] El titulo de virus calculado utilizando el procedimiento mejorado se comparé con el titulo del virus calculado
utilizando el procedimiento convencional. La Figura 6 muestra los resultados para CPV. La Figura 8 muestra los
resultados para el virus de la viruela recombinante. Los resultados demostraron que el procedimiento de alto
rendimiento que determina las células infectadas se coteja bien con el procedimiento de determinacion del titulo de
virus convencional (ensayo en placa convencional) que cuenta los pocillos que contienen células infectadas (células
marcadas con fluorescencia).

Discusion
[0055] Este procedimiento de alto rendimiento proporciona la ventaja de reducir el numero de diluciones y duplicados

que son necesarios para calcular con precision el titulo de virus, y por lo tanto el aumento de numero de muestras a
titular en una placa.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de cuantificaciéon de virus que comprende las etapas de:

1) proporcionar una muestra que contiene un virus;

2) preparar diluciones en serie de la muestra;

3) infectar células huésped con el virus e incubar el cultivo;

4) hacer reaccionar un antigeno expresado por el virus en células infectadas con un anticuerpo marcado con una
etiqueta fluorescente;

5) determinar el numero de células infectadas mediante el uso de un citdbmetro de imagen en el que el citémetro de
imagen es un componente de un Unico instrumento de sobremesa que combina las funciones de un microscopio digital,
dicho citémetro de imagen y un contador de células, preferiblemente en el que dicho citdmetro de imagen es capaz de
realizar mediciones de células individuales, subcelulares y multicelulares y de capturar datos de imagenes celulares y
subcelulares; y

6) determinar el titulo de virus en la muestra, en el que se traza una linea recta utilizando una regresion lineal entre el
numero de células marcadas con fluorescencia y el titulo de virus utilizando un virus de referencia.

2. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que el procedimiento se lleva a cabo en una placa de multiples
pocillos.

3. Procedimiento, segun la reivindicacion 2, en el que la placa de multiples pocillos es una placa de 96 pocillos.
4. Procedimiento, segun la reivindicacion 2, en el que la placa de multiples pocillos es una placa de 48 pocillos.

5. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en el que el nimero de células infectadas se
determina leyendo las células marcadas con fluorescencia en cada pocillo.

6. Procedimiento, segun la reivindicacion 5, en el que la etiqueta fluorescente se selecciona del grupo que consiste en
FITC, tincion de Hoechst, DAPI, GFP, TRITC y Cy5.

7. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que al menos una de las diluciones en serie se
encuentra dentro del rango de la linea de regresion lineal del virus de referencia.

8. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que los virus son virus de ADN o virus de ARN.

9. Procedimiento, segun la reivindicacion 8, en el que los virus son adenovirus, retrovirus, virus del herpes simple,
parvovirus, virus de la peste porcina clasica, virus de la gripe, circovirus (incluidos los circovirus porcino PCV1y PCV2),
virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino, rotavirus, virus de la diarrea viral bovina, virus de la diarrea
epidémica porcina, virus sindbis, baculovirus, virus de la pseudorrabia, virus de varicela-zoster, citomegalovirus, virus
de la estomatitis vesicular, virus de la hepatitis A, B y C, virus de la viruela, virus de la fiebre aftosa, virus de la lengua
azul, virus de la enfermedad de Newcastle, virus de la bursitis infecciosa, virus de la enfermedad de Marek, virus de
la laringotraqueitis infecciosa, paramixovirus aviar, virus de Nilo occidental, virus Nipah, virus Hendra, virus de la peste
equina africana, virus del moquillo canino, virus de leucemia, calicivirus y virus de Schmallenberg.

10. Procedimiento, segun la reivindicacion 9, en el que los virus son virus recombinantes.
11. Uso del procedimiento, tal como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 10, en un procedimiento

de alto rendimiento para el control en proceso y la determinacion rapida del punto de recogida util de un cultivo celular
infectado con un virus de tal manera que se puede obtener un rendimiento éptimo.
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Figura 1

Muestra de diluciones
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Figura 2

Ejemplo de disefio de placas en una ensayo de placas convencional
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Figura 3

Muestra de disefio de placas en titulacion de virus de alto rendimiento
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Figura 4

Muestra del disefio de placas en titulacion de virus de alto rendimiento
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Figura 5

Regresion lineal de CPV2
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Figura 6

Comparacion entre el procedimiento de titulo de virus convencional y el
procedimiento de titulo de virus de alto rendimiento para CPV2
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Regresion lineal de virus de la viruela (ALVAC aviar) que expresa un antigeno de gripe
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Figura 7
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Figura 8

Comparacion entre el procedimiento de titulo de virus convencional y el procedimiento de
titulo de virus de alto rednimiento para el virus de la viruela (aviar ALVAC) que expresa un

antigeno de la gripe equina
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