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TÍTULO DE LA INVENCIÓN  

VACUNAS DE VIRUS VARICELA ZÓSTER INACTIVADO, MÉTODOS DE 

PRODUCCIÓN Y USO DE LAS MISMAS 

 

CAMPO DE LA INVENCIÓN 5 

 La invención se refiere a composiciones y métodos para la prevención y 

tratamiento del herpes zóster. Más específicamente, la invención se refiere a composiciones 

de vacuna que comprenden una vacuna de virus varicela (VVZ) inactivado y a métodos para 

producir dichas composiciones. 

 10 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 

 La infección primaria con virus varicela zóster (VVZ) produce varicela, 

normalmente en niños y adultos jóvenes. Aunque las manifestaciones clínicas de la varicela 

típicamente se resuelven sin intervención médica en un corto periodo de tiempo, el VVZ 

puede permanecer latente en neuronas sensoriales durante muchos años después de la 15 

infección. La reactivación y replicación del VVZ latente, a menudo décadas después, puede 

producir herpes zóster (HZ), comúnmente conocido como herpes, una erupción dolorosa 

que generalmente se limita a un solo dermatoma. Dicha reactivación de VVZ se 

correlaciona con una reducción en la inmunidad mediana por células, que se produce en 

ancianos o en personas que están inmunocomprometidas (Weinberg et al., Journal of 20 

Infectious Diseases (2009) 200: 1068-77). En algunos pacientes, el dolor asociado con HZ 

puede persistir durante meses o incluso años después de que se haya curado la erupción de 

HZ, una complicación denominada neuralgia postherpética (NPH). 

 Actualmente se dispone de una vacuna atenuada viva (ZOSTAVAX®, 

Merck & Co., Inc., Whitehouse Station, NJ) para la prevención del herpes zóster en 25 

pacientes sanos de edad avanzada (Patentes de Estados Unidos Nº 6.214.354 y 5.997.880). 

Esta vacuna tiene reducidos notablemente los impactos adversos del HZ en poblaciones de 

pacientes inmunocompetentes (Oxman, MN, Clin Infect Dis. (2010) 51(2):197-213; Sanford 

y Keating, Drugs Aging (2010) 27(2):159-76; Oxman et al., N. Engl. J. Med. (2005) 352: 

2271-83). Sin embargo, las vacunas atenuadas vivas pueden no ser adecuadas para pacientes 30 

inmunocomprometidos. 

 Los individuos inmunocomprometidos, incluyendo pacientes que padecen 

malignidades hematológicas, pacientes sometidos a terapias inmunosupresoras, pacientes 

que han recibido un trasplante de células madre hematopoyéticas (TCM) o un trasplante de 

órganos sólidos (TOS), pacientes infectados con VIH y pacientes con enfermedades 35 

autoinmunes, tienen una mayor incidencia de desarrollo de HZ en relación con la población 

general. Además, estas poblaciones de pacientes tienen un mayor riesgo de desarrollar 

complicaciones graves y que ponen en peligro la vida (Gourishankar et al. (2004) Am J 
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Transplant 4: 108-115, Ragozzino et al. (1982) Medicine (Baltimore) 61: 310-316, Wung et 

al. (2005) Am J Med 118: 1416.e9-1416.e18, Dworkin & Schmader (2003) Clinical 

Infectious Diseases 36: 877-882, Gebo et al. (2005) J Acquir Immune Defic Syndr 40: 169-

174, Mattiuzzi et al. (2003) Clinical Cancer Research 9: 976-980, Dworkin et al. (2003) 

Neurology 60: 1274-1283.) tales como meningoencefalitis (Tauro et al. (2000) Bone 5 

Marrow Transplant 26: 795-796), mielitis transversa, deterioro visual (Walton et al. (1999) 

Bone Marrow Transplant 23: 1317-1320), neumonitis (Wacker et al. (1989) Bone Marrow 

Transplant 4: 191-194), hepatitis (Rogers et al. (1995) Bone Marrow Transplant 15: 805-

807; Schiller et al. (1991) Bone Marrow Transplant 7: 489-491), superinfección bacteriana, 

cicatrización cutánea y desfiguración (Schuchter et al. (1989) Blood 74: 1424-1427). A 10 

pesar de los altos riesgos de morbilidad y mortalidad asociados con HZ en individuos 

inmunocomprometidos, esta población no puede elegirse para la vacunación con una vacuna 

viva atenuada contra HZ tal como ZOSTAVAX®. Por lo tanto, existe una necesidad 

significativa de una vacuna que sea segura y eficaz en poblaciones de pacientes 

inmunocomprometidos para prevenir HZ o reducir la gravedad o duración del HZ o las 15 

complicaciones asociadas. 

 Los problemas de seguridad relacionados con los pacientes 

inmunocomprometidos han llevado a los investigadores a investigar el uso de vacunas no 

replicativas contra patógenos virales tales como vacunas de subunidad, vacunas de 

partículas similares a virus y vacunas enteras inactivadas. Muchas vacunas inactivadas 20 

aprobadas contienen virus que se inactivan usando formalina, incluyendo vacunas de 

hepatitis A, polio y encefalitis japonesa. En el caso del HZ, se ha sugerido que podría 

desarrollarse una vacuna más segura para sujetos inmunocomprometidos mediante la 

inactivación térmica del VVZ o mediante el uso de una vacuna de subunidad (Cohen, J.I., 

(2008) J. Infect. Dis. 197 (Suppl 2): S237-S241). Redman et al. (J. Infectious Diseases 25 

(1997) 176: 578-85) describen una vacuna de VVZ inactivado que se inactivó por 

calentamiento a 50ºC, dando como resultado un contenido de virus infeccioso ≤ 1,2 ufp/0,5 

ml. Este nivel de infectividad no sería deseable para que un producto se administrara a 

pacientes inmunocomprometidos. Las Patentes de Estados Unidos Nº 6.214.354 y 5.997.880 

también mencionan el potencial del uso de una vacuna de VVZ inactivada y describen un 30 

ejemplo de la producción y ensayo de una vacuna tratada con calor.  

 Se satisfaría una necesidad médica significativa si se desarrollara un método 

para inactivar VVZ que diera como resultado una muestra de VVZ que fuera segura y eficaz 

en pacientes inmunocomprometidos, es decir, que careciera de infectividad residual pero 

conservara la inmunogenicidad y antigenicidad de una muestra no inactivada. 35 

 

SUMARIO DE LA INVENCIÓN 

 En el presente documento se ha demostrado que una muestra de VVZ puede 
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inactivarse con irradiación gamma de forma que la infectividad del VVZ en la muestra esté 

a un nivel indetectable; sin embargo, no hay pérdida significativa de inmunogenicidad y/o 

antigenicidad y no se produce ningún cambio significativo en la estructura del VVZ tras la 

inactivación por los métodos descritos en el presente documento con respecto a una muestra 

de VVZ que no se haya inactivado. 5 

 En un aspecto, la invención proporciona un virus varicela zóster (VVZ) 

inactivado, donde la infectividad del VVZ es indetectable y donde el VVZ inactivado 

induce una respuesta inmune contra VZZ cuando se administra a un paciente. También se 

proporciona una composición farmacéutica/vacuna que comprende una cantidad 

terapéuticamente eficaz del VVZ inactivado y un vehículo farmacéuticamente aceptable. 10 

Las composiciones de la invención son líquidas o están en un estado congelado, por 

ejemplo, liofilizado. En algunas realizaciones de las composiciones descritas en el presente 

documento, el VVZ se ha inactivado con radiación gamma. 

 En otro aspecto, la invención proporciona un método para preparar una 

vacuna de VVZ inactivado, comprendiendo el método someter a irradiación gamma una 15 

muestra que comprende VVZ usando de aproximadamente 5 kGy a aproximadamente 50 

kGy de radiación gamma. En realizaciones preferidas, la fuente de radiación gamma es 
60Co, aunque a este respecto también pueden ser útiles otros isótopos conocidos en la 

técnica. En algunas realizaciones del método de preparación desvelado en el presente 

documento, la muestra se liofiliza antes de la irradiación. En realizaciones alternativas, una 20 

masa líquida a granel se expone a la radiación gamma, sin liofilizarse primero. 

 La invención también proporciona un método de tratamiento o de 

inmunización frente a HZ u otra enfermedad asociada con la reactivación del VVZ, 

comprendiendo el método administrar a un sujeto una vacuna o composición farmacéutica 

que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un VVZ inactivado y un vehículo 25 

farmacéuticamente aceptable, en el que el VVZ se inactiva por irradiación gamma. En 

algunas realizaciones de los métodos de tratamiento descritos en el presente documento, la 

vía de administración de la composición/vacuna es subcutánea o intramuscular. En 

realizaciones específicas de este aspecto de la invención, el paciente tiene 50 años o más y/o 

está inmunocomprometido. 30 

 Como se usa a lo largo de la memoria descriptiva y en las reivindicaciones 

adjuntas, las formas singulares “un”, “una”, “el” y “la” incluyen las referencias plurales a 

menos que el contexto dicte claramente otra cosa. 

 Como se usa a lo largo de la memoria descriptiva y las reivindicaciones 

adjuntas, se aplican las siguientes definiciones y abreviaturas: 35 

 El término “tratamiento” se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a 

medidas profilácticas o preventivas. Los individuos en necesidad de tratamiento incluyen 

los que ya tienen el trastorno así como los que son propensos a tener el trastorno o aquellos 
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en los que se desea prevenir el trastorno. El tratamiento de un paciente con el VVZ 

inactivado de la invención incluye uno o más de los siguientes: inducción/aumento de una 

respuesta inmune contra VVZ en el paciente, prevención, mejora, supresión o reducción de 

la probabilidad de reactivación de VVZ en pacientes que se han infectado con varicela o han 

recibido una vacuna de VVZ vivo, prevención o reducción de la probabilidad de desarrollar 5 

HZ y/u otra enfermedad o complicación asociada con la reactivación de VVZ tal como 

NPH, reducción de la gravedad o duración de HZ y/u otra enfermedad o complicación 

asociada con la reactivación de VVZ, tal como NPH. 

 La expresión “cantidad terapéuticamente eficaz” significa una composición 

de vacuna suficiente para producir un efecto deseado que incluye, pero sin limitación: 10 

inducción/aumento de una respuesta inmune contra VVZ en el paciente, prevención, mejora 

o supresión de la reactivación de VVZ en pacientes que se han infectado con varicela o han 

recibido una vacuna de VVZ vivo, prevención de HZ y/o NPH, reducción de la gravedad o 

duración de HZ y/o NPH. Un experto en la materia reconoce que este nivel puede variar. 

 La expresión “respuesta inmune” se refiere a una respuesta inmune mediada 15 

por células (células T) y/o una respuesta de anticuerpos (células B). 

 La expresión “paciente” se refiere a cualquier ser humano que va a recibir las 

vacunas de VVZ inactivado, o composiciones farmacéuticas, descritas en el presente 

documento, incluyendo tanto individuos inmunocompetentes como individuos 

inmunocomprometidos. Como se define en el presente documento, un “paciente” incluye 20 

los que ya se han infectado con VVZ, por infección natural o vacunación. 

 La expresión “a granel” se refiere a una formulación o composición líquida 

que comprende más de una dosis de vacuna. 

 La expresión “niveles indetectables”, haciendo referencia a la infectividad de 

una formulación o composición de vacuna particular, significa que la formulación o 25 

composición comprende ≤ 0,050 unidades infecciosas o unidades formadoras de placas 

(“UFP”) de virus VVZ infeccioso por ml de muestra, preferiblemente ≤ 0,040 UFP/ml, ≤ 

0,030 UFP/ml, ≤ 0,020 UFP/ml, ≤ 0,015 UFP/ml, ≤ 0,010 UFP/ml, ≤ 0,009 UFP/ml o ≤ 

0,008 UFP/ml, más preferiblemente ≤ 0,007 UFP/ml, ≤ 0,006 UFP/ml, ≤ 0,005 UFP/ml, ≤ 

0,004 UFP/ml ≤ 0,003 UFP/ml, más preferiblemente ≤ 0,002 UFP/ml o ≤ 0,001 UFP/ml. 30 

Las UFP de una muestra particular pueden determinarse usando, por ejemplo, un ensayo en 

placa de varicela tal como el ensayo descrito en el Ejemplo 1 y descrito adicionalmente en 

Krah et al. (J. Virol. Methods (1990) 27: 319-26). La infectividad de una muestra también 

puede confirmarse por un método de inmunotinción, como se describe en el Ejemplo 1. 

 35 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 

 La Figura 1 muestra la cinética de inactivación de VVZ liofilizado sometido 

a irradiación γ (log UFP/ml v. dosis de radiación véase el Ejemplo 4). Se irradiaron viales 
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de VVZ con diferentes niveles de rayos 60Co usando un irradiador 60Co Gammacell®. Las 

UFP residuales/ml de cada vial por dosis de radiación (Gy) se determinaron usando el 

ensayo en placas de varicela en células MRC-5. Los puntos de datos observados se 

muestran como rombos negros (“observaciones”) y los datos máximos medibles por el 

ensayo se muestran por rombos grises (“<= Valor”). 5 

 La Figura 2 muestra la cinética de inactivación de la masa a granel de VVZ 

sometida a irradiación γ (log ufp/ml de título frente a tiempo de irradiación, véase el 

Ejemplo 4). Se usaron diferentes niveles de rayos 60Co para irradiar la masa a granel de 

VVZ. La masa a granel irradiada se analizó con respecto a la infectividad residual en un 

ensayo en placas de varicela usando células MRC-5. 10 

 Las Figuras 3A-3F muestran la respuesta de VVZ (SFC/106 PBMC) después 

de inactivar a VVZ en diferentes condiciones, como se mide por el ensayo ELISPOT IFNγ 

de VVZ (véase el Ejemplo 5). Se muestran datos para muestras de PBMC de 6 donantes 

(figuras A-F) para cinco preparaciones de masa a granel de VVZ tratado térmicamente y 

dos preparaciones de masa a granel de VVZ sometido a irradiación gamma. También se 15 

muestran las respuestas de VVZ para muestras de VVZ vivo (no tratado) procedentes de las 

mismas preparaciones de masa a granel que se usaron anteriormente y un lote de VVZ que 

se inactivó por tratamiento con luz UV (VVZ, lote nº 96.07). 

 Las Figuras 4A-4C muestran imágenes de partículas virales de VVZ, 

evaluadas por crio-ME (véase el Ejemplo 6). Se presentan muestras liofilizadas que se 20 

dejaron sin tratar (Figura 4A), se irradiaron con 25 kGy (Figura 4B) o se irradiaron con 50 

kGy (Figura 4C). 

 La Figura 5 muestra los resultados de un estudio de inmunogenicidad en 

ratón en el que se evaluó el título de VVZ (respuesta de IgG) para una serie de 

preparaciones de VVZ inactivado generadas usando diversos métodos de inactivación 25 

(véase el Ejemplo 8) en el ensayo ELISA de VVZ. Se muestran los títulos de VVZ 

ajustados (título de VVZ menos título de MRC-5) para cada ratón, junto con la media 

geométrica del título. También se muestran los resultados de 2 ratones del grupo liofilizado 

tratado con calor que se consideraron datos atípicos. 

 La Figura 6 muestra el análisis estadístico de respuestas de anticuerpos 30 

gpELISA de VVZ por puntos de tiempo entre receptores de la vacuna humana que 

recibieron vacuna de VVZ tratado con calor (N = 65) o vacuna de VVZ sometido a 

irradiación gamma (N = 63) como se describe en el Ejemplo 9. 

 La Figura 7 muestra el análisis estadístico de respuestas de anticuerpos 

gpELISA de VVZ por puntos de tiempo entre receptores de la vacuna humana que 35 

recibieron vacuna B de VVZ sometido a irradiación gamma (16-25 kGy, N=64) o vacuna C 

sometida a irradiación gamma (25-50 kGy, N=65), como se describe en el Ejemplo 10. 
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DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

 En el presente documento se ha demostrado que una masa a granel o muestra 

de VVZ liofilizado puede inactivarse con irradiación gamma de forma que la infectividad 

del VVZ en la muestra tenga un nivel indetectable (por ejemplo, la infectividad de muestras 

de VVZ inactivado descritas en el presente documento fue ≤ 0,001 UFP/ml). El VVZ 5 

inactivado producido por los métodos descritos en el presente documento puede formularse 

con un vehículo farmacéuticamente aceptable para producir una composición farmacéutica 

o vacuna para uso en métodos de tratamiento/inmunización de la invención. No hay una 

pérdida significativa de inmunogenicidad y/o antigenicidad y tampoco un cambio 

significativo en la estructura del VVZ tras la inactivación por los métodos descritos en el 10 

presente documento con respecto a una muestra de VVZ que no se ha inactivado. De esta 

manera, cuando las composiciones farmacéuticas de la invención se administran a un 

paciente, la respuesta inmune inducida por la composición no es significativamente 

diferente de la respuesta inmune inducida por una muestra de control que comprende la 

misma cantidad del VVZ que no se ha inactivado. Como se usa en el presente documento, 15 

una respuesta inmune inducida por una muestra inactivada que “no es significativamente 

diferente” de una muestra de control no inactivada difiere de la muestra de control 

aproximadamente en un 50% menos, más preferiblemente aproximadamente un 40% o 

menos, aproximadamente un 30% o menos, e incluso más preferiblemente 

aproximadamente un 20% o menos, un 15% o menos, un 10% o menos o un 5% o menos.  20 

 La respuesta inmune inducida por una muestra activada y una muestra de 

control puede medirse en un modelo animal apropiado o en una población humana en un 

ensayo clínico, por ejemplo, midiendo uno o más de los siguientes parámetros: (1) la 

frecuencia de células que responden de forma específica al VVZ (como se describe en 

Calandra et al., documento WO 94/002596, (2) las células T citotóxicas (CTL) anti-VVZ, o 25 

células CD8+ específicas de VVZ, (3) las células T auxiliares anti-VVZ o células CD4+ 

específicas de VVZ, (4) el nivel de anticuerpos específicos anti-VVZ o (5) el nivel de 

linfocinas tales como interferón, o interleucina. 

 En este campo se conocen técnicas que son útiles para medir la respuesta 

inmune e incluyen, pero sin limitación: un ensayo de respuesta de células T, un ensayo de 30 

potencia, un ensayo ELISPOT IFNγ de VVZ y un ensayo ELISA. 

 Para determinar la suficiencia de la respuesta inmune inducida por las 

vacunas/composiciones farmacéuticas de la presente invención y fabricadas por los métodos 

descritos en el presente documento, y también la eficacia de la vacuna inactivada, puede ser 

útil medir resultados clínicos en un ensayo clínico de voluntarios/sujetos humanos para 35 

medir, por ejemplo, una reducción de la duración o gravedad de HZ y/o una reducción de la 

duración de NPH en un individuo en un periodo menor de un mes después del desarrollo de 

zóster, la reducción en la incidencia de zóster en la población de pacientes, en un nivel 
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estadístico, por debajo de la incidencia encontrada en la población general o en individuos 

inmunocomprometidos o con riesgo de forma similar. 

 Como se ha indicado anteriormente, la presente invención muestra que las 

preparaciones de VVZ pueden inactivarse hasta niveles indetectables, mientras que aún 

conservan la antigenicidad e inmunogenicidad de un VVZ no inactivado similar. Por 5 

consiguiente, un aspecto de la invención proporciona un VVZ inactivado, donde la 

infectividad del VVZ es indetectable y donde el VVZ inactivado induce una respuesta 

inmune contra VVZ cuando se administra a un paciente. 

 Un experto en la materia puede determinar fácilmente una cantidad 

apropiada de antígeno de VVZ a usar como cantidad terapéuticamente eficaz de VVZ. 10 

Dicha cantidad variará de acuerdo con el uso deseado, u otros factores tales como la 

población de pacientes particular. En algunas realizaciones de los métodos y composiciones 

descritas en el presente documento, la cantidad de VVZ es de aproximadamente 1 a 

aproximadamente 10 unidades de antígeno de VVZ/dosis, siendo 1 unidad de antígeno de 

VVZ aproximadamente equivalente a 1 µg de proteína de VVZ purificada. En realizaciones 15 

específicas, la cantidad de antígeno de VVZ presente en una composición está comprendida 

entre aproximadamente 2 y aproximadamente 8 unidades de Ag de VVZ/dosis o entre 

aproximadamente 3 y aproximadamente 6 unidades de Ag de VVZ/dosis. La cantidad de 

antígeno puede determinarse con un ensayo de antígeno apropiado, por ejemplo, el ELISA 

competitivo descrito en el Ejemplo 2 del presente documento. Un experto en la materia 20 

puede determinar otros ensayos apropiados para medir la cantidad de antígeno en una 

muestra. 

 En el presente documento también se proporciona una composición 

farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del VVZ inactivado 

descrito anteriormente y un vehículo, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable. 25 

Los vehículos farmacéuticamente aceptables útiles en las composiciones de la invención 

incluyen cualquier agente compatible que no sea tóxico para los pacientes a las 

dosificaciones y concentraciones empleadas, tales como agua, solución salina, dextrosa, 

glicerol, etanol, tampones y similares, y combinaciones de los mismos. El vehículo también 

puede contener componentes adicionales tales como un estabilizante, un solubilizante, un 30 

modificador de la tonicidad, tal como NaCl, MgCl2 o CaCl2 etc., un tensioactivo y mezclas 

de los mismos.  

 La invención también proporciona composiciones multidosis que contienen 

más de una dosis del VVZ inactivado, un conservante antimicrobiano, que previene la 

contaminación microbiana involuntaria tras la introducción de una jeringa en el vial que 35 

comprende la composición, y un vehículo farmacéuticamente aceptable. Dichas 

composiciones multidosis pueden proporcionarse a un paciente más de una vez, después de 

que haya transcurrido un periodo de tiempo predeterminado, o a más de un paciente.  
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 En algunas realizaciones de la invención, la composición es una masa líquida 

a granel que contiene más de una dosis de VVZ inactivado. En realizaciones alternativas, la 

composición está liofilizada. En la técnica se conocen métodos de liofilización. También se 

incluye en la invención una formulación liofilizada que se reconstituye con un diluyente 

apropiado tal como agua estéril para inyección o agua bacteriostática para inyección. 5 

 Comúnmente se usa irradiación gamma para esterilizar dispositivos y 

equipos para uso en aplicaciones médicas. También se usa para destruir cualquier patógeno 

potencial en productos biológicos tales como productos sanguíneos y preparaciones de 

anticuerpos. Para estos usos, un organismo se inactiva sin tener en cuenta el mantenimiento 

de la función del organismo. Existen fuentes bibliográficas limitadas que describen la 10 

inactivación de virus por irradiación gamma.  

 Rosen et al. (Int. J. Radiat. Biol. 52:795-804 (1987)) evaluaron en partículas 

intactas del virus herpes simplex la supervivencia de la capacidad de formación de placas y 

evaluaron en genomas purificados el daño en moléculas de ADN después del tratamiento 

con rayos 60Co. Este estudio no evaluó la antigenicidad o inmunogenicidad del virus 15 

después de la irradiación. Otro estudio por Elliott et al. evaluó la inactivación de virus de 

Lassa, Marburg y Ebola usando rayos 60Co. Se observaron cinéticas de inactivación lineales 

para los virus de Lassa, Ebola y Marburg y se consiguió la inactivación del virus por 

irradiación gamma usando rayos 60Co. Elliott et al. observaron que, en estado congelado, se 

necesitaba una mayor dosis de radiación para la inactivación del virus que en estado líquido. 20 

Al igual que Rosen et al., este estudio no pudo determinar la antigenicidad o 

inmunogenicidad de los virus después de la irradiación gamma. Alsharifi et al. (documento 

WO 2010/012045) describen el uso de irradiación gamma para inactivar el virus de la gripe, 

un virus de ARN de la familia Orthomyxoviridae, para uso como una vacuna.  

 En la invención descrita en el presente documento se muestra que la 25 

radiación gamma puede reducir la infectividad de una preparación viral de VVZ hasta 

niveles indetectables, mientras que conserva la antigenicidad, inmunogenicidad y 

características estructurales de un control no inactivado. De esta manera, en realizaciones 

preferidas de la invención, el VVZ se inactiva por irradiación gamma, que puede 

administrarse al VVZ por exposición a un isótopo apropiado tal como 60Co, 137Cesio, 30 
99Tecnecio o 99mTc. En realizaciones preferidas, la radiación gamma se administra al VVZ 

por exposición a rayos 60Co.  

 La cantidad de radiación gamma útil para inactivar el VVZ es de 

aproximadamente 5 a aproximadamente 50 kiloGrays (kGy) de radiación gamma. Un Gray 

(Gy) es una unidad estándar de dosis absorbida, siendo igual un gray a una dosis absorbida 35 

de 1 Julio/kg (100 rads). Un experto en la materia se dará cuenta de que la cantidad de 

radiación expuesta a la muestra y la cantidad de tiempo deben variar para alcanzar una dosis 

absorbida deseada de radiación (dosis = fluencia x tiempo). Un experto en la materia 



 

9 

MRL-IFD-00026 

también podrá variar la cantidad de radiación a la que se expone la muestra dependiendo del 

tamaño del recipiente dentro del cual se está almacenando la muestra de forma que la dosis 

apropiada de radiación se administre a la muestra entera sin un exceso de exposición de una 

parte de la muestra, por ejemplo, la parte más próxima a la fuente radiactiva. 

 En algunas realizaciones de los métodos y composiciones de la invención 5 

descritos en el presente documento, la cantidad de radiación gamma usada para inactivar el 

VVZ es de aproximadamente 25 kGy o menor. En realizaciones alternativas, la cantidad de 

radiación gamma está en el intervalo de aproximadamente 5 kGy a aproximadamente 40 

kGy, de aproximadamente 5 kGy a aproximadamente 35 kGy, de aproximadamente 5 kGy a 

aproximadamente 30 kGy, de aproximadamente 5 kGy a aproximadamente 25 kGy, de 10 

aproximadamente 5 kGy a aproximadamente 20 kGy, de aproximadamente 5 kGy a 

aproximadamente 10 kGy, de aproximadamente 10 kGy a aproximadamente 50 kGy, de 10 

kGy a aproximadamente 40 kGy, de aproximadamente 10 kGy a aproximadamente 35 kGy, 

de aproximadamente 10 kGy a aproximadamente 30 kGy, de aproximadamente 10 kGy a 

aproximadamente 25 kGy , de aproximadamente 10 kGy a aproximadamente 20 kGy, de 15 

aproximadamente 15 kGy a aproximadamente 50 kGy, de aproximadamente 15 kGy a 

aproximadamente 40 kGy, de aproximadamente 15 kGy a aproximadamente 35 kGy, de 

aproximadamente 15 kGy a aproximadamente 30 kGy, de aproximadamente 15 kGy a 

aproximadamente 25 kGy, y de aproximadamente 15 kGy a aproximadamente 20 kGy.  

 La invención también proporciona una composición farmacéutica como se ha 20 

descrito anteriormente, y métodos para producir dicha composición, donde la composición 

es una masa líquida a granel y la cantidad de radiación gamma usada para inactivar el VVZ 

es de aproximadamente 5 kGy a aproximadamente 10 kGy, o de aproximadamente 5 kGy a 

aproximadamente 12,5 kGy. En otras realizaciones específicas, la composición se liofiliza 

antes de la irradiación gamma y, en dicha realización, la cantidad de radiación gamma es de 25 

aproximadamente 5 kGy a aproximadamente 25 kGy o de aproximadamente 15 kGy a 

aproximadamente 25 kGy.  

 En el presente documento se muestra que se observaron cinéticas de 

inactivación lineales para VVZ inactivado con radiación gamma, que proporciona un efecto 

beneficioso significativo al permitir el modelado de la inactivación, es decir, al estimar de 30 

forma fiable el nivel de infectividad residual en una muestra que comprende VVZ 

inactivado. Dicha cinética de inactivación lineal no se observó en el caso de VVZ 

inactivado por tratamiento con calor. Grieb et al. (Biologicals (2002) 30:207-216 and 

Biomaterials (2005) 26:2033-2042) describieron dos mecanismos específicos para la 

inactivación de virus por irradiación gamma, que confirman la cinética de inactivación 35 

lineal observada para VVZ. El primer mecanismo es un “resultado directo de una energía de 

deposición de fotones en la diana”. Esta transferencia directa de energía da como resultado 

“la dislocación de electrones externos desde moléculas y la rotura de enlaces covalentes”. El 
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segundo mecanismo “indirecto” es el resultado de un ataque químico en radicales libres y 

especies de oxígeno reactivas típicamente generadas por la interacción de radiación con 

moléculas de agua y oxígeno. En realizaciones específicas de las composiciones y métodos 

descritos en el presente documento, el VVZ se liofiliza antes de la inactivación con 

radiación gamma; de esta manera, es poco probable que exista mucha interacción con 5 

moléculas de agua porque el agua se retira del producto en el proceso de liofilización.  

 Redman et al. (J. Infectious Diseases (1997) 176: 578-85) describe una 

vacuna de VVZ inactivado que se inactivó por calentamiento a 50ºC, dando como 

resultando un contenido de virus infeccioso < 1,2 ufp/0,5 ml. Se demostró que la vacuna 

tratada con calor descrita por Redman y colaboradores reducía la gravedad de la enfermedad 10 

asociada con la reactivación de VVZ entre 24 pacientes programados para someterse a una 

infusión de células madre de sangre periférica o TMO (trasplante de médulas ósea) autólogo 

u otro TMO. Este nivel de infectividad no es adecuado para todos los pacientes, tales como 

los que están inmunocomprometidos. Además, los métodos de inactivación de VVZ que 

usan tratamiento con calor requieren periodos de tiempo prolongados para alcanzar bajos 15 

niveles de infectividad, lo cual es ineficaz y no es eficaz en cuanto al coste.  

 Para este fin, la invención proporciona VVZ inactivado y composiciones 

farmacéuticas/vacunas que comprenden dicho VVZ inactivado, en las que la infectividad 

del VVZ está a un nivel indetectable, es decir, < 0,050 UFP/ml, siendo dichas 

composiciones de VVZ inactivado más seguras que las vacunas descritas previamente para 20 

el tratamiento y/o prevención de HZ o una enfermedad asociada con la reactivación de VVZ 

y adecuadas para un proceso de fabricación más eficaz. Los VVZ inactivados de la presente 

invención conservan las características físicas estructurales, inmunogenicidad y 

antigenicidad de un control de VVZ no inactivado después de la inactivación. En algunas 

realizaciones, la infectividad es < 0,040 UFP/ml, < 0,030 UFP/ml o < 0,020 UFP/ml. La 25 

invención también proporciona realizaciones en las que el número de unidades infecciosas 

es < 0,015 UFP/ml, < 0,010 UFP/ml, < 0,009 UFP/ml o < 0,008 UFP/ml. En realizaciones 

alternativas, la infectividad del VVZ es < 0,007 UFP/ml, < 0,006 UFP/ml, < 0,005 UFP/ml, 

< 0,004 UFP/ml o < 0,003 UFP/ml. En realizaciones alternativas adicionales, la infectividad 

es < 0,002 UFP/ml o < 0,001 UFP/ml.  30 

 En algunas realizaciones de las composiciones y métodos proporcionados en 

el presente documento, la infectividad (UFP) de la muestra se determina usando un ensayo 

en placas de varicela tal como el ensayo descrito en el Ejemplo 1 y descrito adicionalmente 

en Krah et al. (J. Virol Methods (1990) 27: 319-26). Un experto en la materia se dará cuenta 

de que otros métodos también son útiles para determinar la infectividad de la muestra o 35 

composición de VVZ y pueden usarse en lugar del ensayo en placas de varicela.  

 En las composiciones y métodos descritos en el presente documento puede 

usarse cualquier cepa de VVZ, incluyendo una cepa de varicela de tipo silvestre, o una cepa 
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atenuada tal como la cepa Oka, como se describe en la Patente de Estados Unidos 3.985.615 

y disponible en la Colección Americana de Cultivos Tipo (Nº de Acceso VR -795, ATCC, 

Manassas, VA). La cepa Oka se obtuvo originalmente a partir de un niño sano con una 

infección de varicela natural y se sometió a pases en células de pulmón embrionario 

humano. Está adaptada al crecimiento en cultivos de células embrionarias de cobaya y 5 

cultivos de fibroblastos diploides de pulmón humano (por ejemplo, células MRC-5). En 

realizaciones preferidas de las composiciones y métodos descritos en el presente 

documento, el VVZ es una cepa Oka o un derivado de cepa Oka, tal como la cepa de VVZ 

Oka/Merck. Un “derivado de cepa Oka”, como se usa en el presente documento, es una 

cepa que se obtiene por un proceso de pase adicional de la cepa Oka en un tipo celular 10 

apropiado para atenuar suficientemente la cepa de manera que sea útil, por ejemplo, como 

vacuna atenuada viva. En los métodos y composiciones de la invención descrita en el 

presente documento, un VVZ vivo o atenuado, tal como la cepa Oka o un derivado del 

mismo, se inactiva con radiación gamma antes de la administración a un paciente. 

 En el presente documento también se proporciona un método para preparar 15 

un VVZ inactivado que comprende someter a irradiación gamma una muestra que 

comprende un VVZ usando de aproximadamente 5 a aproximadamente 50 kGy de radiación 

gamma. En realizaciones preferidas de este aspecto de la invención, se proporciona 

radiación gamma a la muestra exponiendo la muestra a rayos 60Co. En realizaciones 

particulares de este aspecto de la invención, la cantidad de radiación gamma es como se ha 20 

analizado anteriormente. 

 La invención también proporciona un VVZ inactivado producido o que 

puede obtenerse por los métodos descritos en el presente documento. Además se 

proporciona una vacuna que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del VVZ 

inactivado producido por los métodos descritos en el presente documento y un vehículo 25 

farmacéuticamente aceptable. 

 En un aspecto, la invención también proporciona un método para el 

tratamiento, prevención, inmunización contra o reducción de la probabilidad de herpes 

zóster y/u otra enfermedad o complicación asociada con la reactivación de VVZ, por 

ejemplo, neuralgia postherpética, en un paciente, comprendiendo el método administrar al 30 

paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de una vacuna o composición farmacéutica 

que comprende un VVZ inactivado y un vehículo farmacéuticamente aceptable, donde el 

VVZ se inactiva con irradiación gamma. Como la reactivación del VVZ se correlaciona con 

una reducción en la inmunidad mediada por células, los métodos de tratamiento en el 

presente documento son útiles para reforzar la respuesta inmune mediada por células en un 35 

paciente que previamente se expuso a varicela por infección natural o vacunación, pero 

cuya respuesta inmune se ha reducido como resultado de una edad avanzada y/o una 

disfunción del sistema inmune.  
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 En los métodos de tratamiento/inmunización descritos anteriormente, la 

composición farmacéutica que comprende un VVZ inactivado puede administrarse al 

paciente mediante cualquier vía adecuada, incluyendo pero sin limitación: inyección 

subcutánea, introducción intradérmica, impresión a través de la piel u otros modos de 

administración tales como administración intravenosa, intramuscular o inhalación. En 5 

realizaciones preferidas de los métodos descritos en el presente documento, el modo de 

administración es subcutáneo o intramuscular.  

 Los métodos y composiciones descritas anteriormente son útiles para 

prevenir HZ y/o NPH, o reducir la gravedad o duración de las mismas en poblaciones de 

pacientes inmunocompetentes e inmunocomprometidos que incluyen, pero sin limitación, 10 

pacientes sanos y pacientes inmunocomprometidos que se han sometido a trasplante de 

células madre hematopoyéticas (TCM) o un trasplante de órganos sólidos (TOS), pacientes 

infectados por VIH, pacientes con enfermedades autoinmunes, individuos con cánceres 

sanguíneos; individuos que reciben quimioterapia por una amplia serie de malignidades de 

tumores sólidos; pacientes que reciben terapia inmunosupresora crónica por una amplia 15 

serie de afecciones que incluyen artritis reumatoide (AR), lupus sistémico (LES), 

enfermedad de Crohn, psoriasis y esclerosis múltiple. En algunas realizaciones de los 

métodos descritos en el presente documento, la vacuna de VVZ inactivada se administra a 

un paciente que tiene un mayor riesgo de HZ debido a enfermedades, por ejemplo, las 

enfermedades mencionadas anteriormente, o para el tratamiento de enfermedades (tales 20 

como malignidades hematológicas, malignidades por tumores sólidos o quimioterapia, 

enfermedades autoinmunes).  

 En algunas realizaciones de cualquiera de los métodos y composiciones 

descritas anteriormente, el paciente tiene 50 años o más y puede estar sano o 

inmunocomprometido. En otras realizaciones, el paciente tiene 55 años o más, de 60 años o 25 

más, 65 años o más, 70 años o más o 75 años o más. En realizaciones alternativas, el 

paciente tiene de aproximadamente 50 a aproximadamente 55 años de edad, de 

aproximadamente 55 a aproximadamente 60 años de edad, de aproximadamente 60 a 

aproximadamente 65 años de edad o de aproximadamente 65 a 70 años de edad.  

 En realizaciones adicionales de los métodos descritos en el presente 30 

documento, la vacuna o composición farmacéutica se administra concomitantemente con 

otras terapias sanitarias administradas comúnmente; o con otras vacunas para poblaciones 

de pacientes diana, incluyendo, por ejemplo, una vacuna de neumococo tal como 

PNEUMOVAX23 (PN23, Merck & Co., Inc.), una vacuna de hepatitis B (VHB) tal como 

RECOMBIVAX HB o ENGERIX-B (GlaxoSmithKline Biologicals) y vacunas para la 35 

gripe.  

 En realizaciones específicas de los métodos de tratamiento/prevención 

proporcionados en el presente documento, el método comprende además dejar que pase un 
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periodo de tiempo predeterminado apropiado y administrar al paciente una o más dosis 

adicionales de la composición farmacéutica. En dichas realizaciones, puede administrarse 

una dosis adicional al paciente después de que haya transcurrido un periodo de tiempo 

apropiado y, como alternativa, pueden administrarse dos, tres o cuatro dosis adicionales, 

administrándose cada una después de que haya transcurrido un periodo de tiempo 5 

apropiado. En una realización ejemplar, se administran 3 o 4 dosis al paciente como parte de 

un régimen de dosificación que está separado de forma apropiada durante un trascurso de 

tiempo. Un experto en la materia se dará cuenta de que el periodo de tiempo entre dosis 

puede variar dependiendo de la población de pacientes, la dosificación de la vacuna y/o la 

adherencia a la terapia por parte del paciente. En una realización ejemplar, se deja que pase 10 

un periodo de tiempo de aproximadamente 3 semanas, aproximadamente 1 mes, 

aproximadamente 6 semanas, aproximadamente 2 meses o aproximadamente 3 meses o más 

entre las administraciones de cada dosis al paciente. En una realización específica, la vacuna 

se administra a un paciente que se va a someter a un trasplante antes del trasplante, por 

ejemplo, 3 semanas, 1 mes o 2 meses antes del transplante, y se administra una dosis o más 15 

dosis adicionales al paciente después de que haya transcurrido un periodo apropiado desde 

el trasplante, por ejemplo 3 semanas, 1 mes o 2 meses desde el trasplante, transcurriendo un 

periodo de tiempo predeterminado entre cada dosis. 

 Todas las publicaciones mencionadas en el presente documento se 

incorporan por referencia para describir y desvelar metodologías y materiales que podrían 20 

usarse en relación con la presente invención. Nada contenido en el presente documento debe 

considerarse una admisión de que la invención no tenga derecho a preceder a dicha 

descripción en virtud de invención previa. 

 Habiendo descrito realizaciones preferidas de la invención haciendo 

referencia a los dibujos adjuntos, debe entenderse que la invención no se limita a estas 25 

realizaciones precisas y que pueden realizarse diversos cambios y modificaciones por un 

experto en la materia sin apartarse del alcance o espíritu de la invención como se define en 

las reivindicaciones adjuntas.  

 Los siguientes ejemplos ilustran, pero no limitan la invención.  

 30 

Materiales y Métodos  

EJEMPLO 1 

Ensayo en Placa de Varicela 

 Los títulos de infectividad de preparaciones de virus varicela zoster (VVZ) se 

midieron usando el procedimiento de recubrimiento de líquido descrito por Krah et al. (J. 35 

Virol Methods (1990) 27: 319-326). Este ensayo se realizó como se indica a continuación: 

se sembraron células MRC-5 (fibroblastos diploides de pulmón humano) en placas de 

cultivo de tejido de 60 mm a 600.000 células en volúmenes de 5 ml de BME (medio basal 
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de Eagle con solución salina equilibrada de Hank) con galactosa a 100 mg/l, neomicina a 50 

ug/ml, L-glutamina 2 mM, y se incubaron a 35 ± 1°C en una atmósfera humidificada con 

CO2 al 5% ± 1%. Después de incubar durante 24-56 horas, las células alcanzaron una 

confluencia del 50-80% y se usaron para el ensayo en placas. El medio de crecimiento 

celular se retiró por aspiración y las células se infectaron con alícuotas de 100 µl de 5 

solución de VVZ diluida en un diluyente apropiado, tal como estabilizante PGS (PBS con 

sacarosa y gelatina hidrolizada).  

 Se dejó que el virus se uniera durante ≥ 1 hora a 35 ± 1°C en una atmósfera 

humidificada con un 5% ± 1% de CO2. Después, los cultivos se recubrieron con volúmenes 

de 5 ml de medio de mantenimiento (medio esencial mínimo con sales de Earle (MEM), 10 

suero bovino fetal inactivado térmicamente al 2%, neomicina a 50 µg/ml y L-glutamina 2 

mM) y se devolvieron a la incubación a 35 ± 1°C en una atmósfera humidificada con un 5% 

± 1% de CO2 durante 6-7 días para el desarrollo de las placas. Después se aspiró el medio 

de las placas y las placas se visualizaron por tinción de las células con una solución de azul 

de Coomassie al 0,2% (p/v) R-250 en etanol, ácido acético al 1%. Los recuentos de placas 15 

fueron la media de 3-5 placas replicadas, y se multiplicaron por el factor de dilución (la 

inversa de la dilución correspondiente de virus ensayado) y el factor de corrección del 

volumen del inóculo (10, para ajustar de 0,1 ml a 1 ml) para proporcionar unidades 

formadoras de placas/ml (UFP/ml). 

 Dada la necesidad crítica de asegurar la ausencia de resultados de UFP falsos 20 

positivos para muestras inactivadas (en las que puede aparecer una mancha similar a una 

placa en la monocapa de células usada para el ensayo en placas debido al rasgado 

involuntario de la monocapa o debido a la presencia de un grupo de células), se creó un 

método de inmunotinción y se aplicó para verificar que los focos que se habían contado 

como placas efectivamente eran focos de células infectadas por VVZ (placas de VVZ). En 25 

resumen, después de la tinción con azul de Coomassie en el ensayo en placas convencional, 

los cultivos con placas visibles se incubaron con un suero policlonal anti-VVZ diluido en 

PBS, Tween 20 al 0,05 % e incubado durante 1 hora a 35ºC. Las células se lavaron con 

PBS, Tween 20 al 0,05 % para retirar el anticuerpo no unido y se detectó el anticuerpo 

unido usando un anticuerpo IgG de cabra anti-humano conjugado con peroxidasa y un 30 

sustrato de peroxidasa (solución de diaminobencidina) que crea un precipitado cuando 

reacciona con peroxidasa. Se creó un precipitado de color marrón alrededor de los focos que 

contenían el VVZ, y no se detectaron placas adicionales aparte de las observadas usando la 

tinción con azul de Coomassie. Por lo tanto, este método de inmunotinción, usando una 

combinación de suero primario anti-VVZ, anticuerpo anti-especie primaria conjugado con 35 

peroxidasa y sustrato de peroxidasa, proporciona un método para verificar si una placa 

sospechosa en una muestra inactivada efectivamente representa VVZ infeccioso residual. 
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EJEMPLO 2 

Ensayos ELISA de Antígeno de VVZ Competitivo y Elisa de Antígeno de VVZ de Unión 

Directa 

 Se usaron dos formatos de ensayo de antígeno para caracterizar y cuantificar 

el antígeno VVZ. En estudios exclusivos se usó un ELISA de antígeno competitivo, que 5 

imita el ensayo usado para estimar el antígeno de VVZ en el producto comercial de VVZ y 

utiliza un solo suero policlonal para detectar el antígeno de VVZ. Para proporcionar una 

caracterización adicional de la reactividad del antígeno de VVZ después de la irradiación 

gamma u otros tratamientos de inactivación, se creó y se aplicó un ELISA de unión directa, 

en el que la muestra de ensayo se adsorbió directamente en placas ELISA de microtitulación 10 

y después se detectó usando anticuerpos monoclonales o policlonales. 

ELISA Competitivo para Cuantificación del Antígeno de VVZ 

 En resumen, este ensayo se realizó por incubación del antígeno de VVZ 

procedente de muestras de ensayo con una cantidad fija de suero policlonal anti-VVZ en 

solución. Se dejó que el anticuerpo libre que quedaba (no unido a antígeno) se uniera a un 15 

antígeno de VVZ convencional inmovilizado en placas de microtitulación ELISA. La 

cantidad de anticuerpo capaz de unirse a las placas es inversamente proporcional a la 

cantidad de antígeno en la muestra de ensayo. La unión del anticuerpo a las placas se 

cuantificó por reacción con un anticuerpo anti-humano unido a enzima y un sustrato 

apropiado para proporcionar un producto coloreado que se cuantificó 20 

espectrofotométricamente. 

 El procedimiento de ensayo comprendía las siguientes etapas: (1) Se 

recubrieron placas ELISA con glicoproteínas (gp) de células MRC-5 infectadas con VVZ o 

no infectadas y se puso por encima albúmina de suero bovino al 1% (p/v) para reducir la 

adsorción de anticuerpo no específico en las placas. (2) Se diluyeron antígenos de VVZ de 25 

ensayo en estabilizante PGS en microtubos de polipropileno. Como control se incluyó una 

preparación de antígeno de VVZ de título de antígeno conocido. Las muestras típicamente 

se diluyeron a través de diluciones seriadas 1:1,25 veces para incluir concentraciones de 

antígeno que variaban de 2,6 a 0,9 unidades de antígeno/ml. Se usó la serie de dilución del 

patrón de VVZ para generar una curva patrón para la medición de antígeno en las muestras 30 

de ensayo. (3) Se diluyó un suero humano anti-VVZ en estabilizante PGS a dos veces la 

dilución final deseada. (4) Se distribuyeron volúmenes de trescientos µl de antígeno diluido 

en microtubos de polipropileno, se mezclaron con 300 µl de suero anti-VVZ diluido y se 

incubaron a 35-37ºC durante 15-30 min. Como control se usó el suero anti-VVZ más 

diluyente (sin antígeno). (5) Se añadieron alícuotas de 100 µl de cada mezcla de suero-35 

antígeno (y control) a 2 pocillos recubiertos con gp de VVZ replicados y 2 pocillos 

recubiertos con gp de MRC-5. (6) Las placas se incubaron durante 15-30 min. a 35-37ºC 

para permitir que el anticuerpo libre (no complejado para ensayar el antígeno en solución) 
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se uniera al antígeno gp inmovilizado en las placas. (7) El anticuerpo no unido se retiró por 

lavado y los pocillos recibieron una solución de anticuerpo IgG de cabra anti-humano 

conjugado con fosfatasa para detectar el anticuerpo humano unido. (8) Después de la 

incubación durante 15-30 min a 35-37ºC, se retiró el conjugado no unido por lavado. El 

conjugado unido se detectó por incubación durante 10-15 min a 35-37ºC con sustrato de 5 

fosfato de p-nitrofenilo. (9) Después de terminar la reacción de sustrato por adición de 50 µl 

de NaOH 3M, se cuantificó el desarrollo de color (DO a 405 nm) usando un 

espectrofotómetro de microplacas. 

 El cálculo y la interpretación del ensayo comprendían las siguientes etapas: 

(1) Se promediaron los valores de DO replicados respectivos para los pocillos recubiertos 10 

con gp de MRC-5 y VVZ replicados. Se sabe por la experiencia que la DO de MRC-5 es 

constante entre diferentes muestras y diluciones. Por lo tanto, típicamente se promediaron 

los valores de DO de gp de MRC-5 para la serie entera ensayada y se usaron para corregir la 

unión no específica del anticuerpo primario (el suero anti-VVZ). La DO de gp de MRV-5 

promediada se restó de las DO de gp de VVZ promediadas respectivas para proporcionar 15 

los valores específicos de VVZ (∆DO). (2) Generación de una curva patrón para la 

medición de cantidades de antígeno: Se representaron los valores de ∆DO de la curva patrón 

frente a las concentraciones de antígeno conocidas (unidades de antígeno de VVZ/ml). Los 

datos se introdujeron en un programa gráfico apropiado, se identificó la parte lineal de la 

curva y se obtuvo la “fórmula de ajuste de línea” (y=a+bx) para esta curva lineal. (3) 20 

Cálculo de cantidades de antígeno de muestras de ensayo: Como los valores para a y b se 

proporcionan por la fórmula de ajuste de línea, e y (∆DO) se conoce, el valor desconocido, 

x, que representa las unidades/ml de antígeno podría calcularse y corregirse por la dilución 

de la muestra para obtener la concentración de antígeno de la muestra de ensayo original (no 

diluida). La concentración de antígeno presentada es la obtenida con la muestra menos 25 

diluida que proporciona un valor de ∆DO dentro de la parte lineal de la curva patrón. 

ELISA de Antígeno de VVZ de Unión Directa 

 En resumen, este ensayo se realizó por incubación de diluciones de antígeno 

de VVZ de muestras de ensayo en placas de microtitulación de 96 pocillos para inmovilizar 

el antígeno, seguido de detección del antígeno unido con anticuerpos anti-VVZ 30 

monoclonales o policlonales. Los anticuerpos anti-VVZ unidos se cuantificaron por 

reacción con un anticuerpo anti-especie apropiada unido a enzima y un sustrato apropiado 

para proporcionar un producto coloreado que se cuantificó espectrofotométricamente. 

Después se compararon las curvas de titulación de DO frente a la dilución para las muestras 

(cuantificado como la diferencia de dilución en veces entre las curvas de titulación 35 

(“desplazamiento de curva”). 

 El procedimiento de ensayo comprendía las siguientes etapas: (1) Se 

recubrieron placas ELISA de lata unión con 200 µl de antígeno (vacuna) diluido en PBS 
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1:20 a 1:2560 en diluciones seriadas de dos veces. Las palcas se cubrieron y se almacenaron 

a 2-8ºC durante una noche. (2) Se vertió el líquido de la etapa Nº 1 y las palcas se aclararon 

tres veces con PBS + Tween 20 al 0,05%. Se retiró el aclarado final y se añadió anticuerpo 

diluido (100 µl/pocillo). Las placas se incubaron durante 1 hora a 35ºC. (3) Se vertió el 

líquido de la etapa Nº 2 y las placas se aclararon tres veces con PBS + Tween 20 al 0,05%. 5 

Se retiró el aclarado final y se añadió conjugado diluido (100 µl/pocillo). Las palcas se 

incubaron durante 1 hora a 35ºC. (4) Se vertió el líquido de la etapa Nº 3 y después las 

placas se aclararon tres veces con PBS + Tween 20 al 0,05%. Se retiró el aclarado final y se 

añadió sustrato (no diluido). Después, las placas se incubaron durante 30 minutos a 35ºC. 

(5) La reacción se detuvo con NaOH. (6) Se determinó la densidad óptica (DO) leyendo la 10 

placa a 405 nm. 

 Los anticuerpos usados para este experimento fueron los siguientes: suero 

EPP y anticuerpos monoclonales purificados contra gE (Biodesig,n número de catálogo 

mab8612), gB (Chemicon, número de catálogo C05102M, Millipore Corp., Billerica, MA) y 

gH (Biodesign, número de catálogo C05104M y Virusys, número de catálogo VA033-100, 15 

Virusys Corp., Taneytown, MD). Los conjugados usados fueron IgG anti-humana 

(BioSource, número de catálogo AHI0305, Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) o IgG de cabra 

anti-ratón (Pierce número de catálogo 31322, Pierce Biotechnology Inc., Rockford, IL). 

Como sustrato se usaron 100 ml de fosfatasa alcalina pNPP (Sigma, número de catálogo 

p7988, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO). 20 

 

 

EJEMPLO 3 

Ensayo ELISPOT IFNγ de VVZ 

 En resumen, se incubaron diluciones seriadas de antígenos de ensayo, que 25 

variaban de 1 a 0,125 unidades de antígeno VVZ/ml, con PBMC de 6 donantes en pocillos 

por duplicado. Después de la incubación, se identificaron las células que respondían al 

antígeno de VVZ por su capacidad de producir interferón gamma. La producción de 

interferón gamma se detectó usando anticuerpo de ratón anti-interferón gamma aplicado 

como un recubrimiento en una placa de microtitulación, y un anticuerpo secundario anti-30 

IgG de ratón correspondiente conjugado con enzima y sustrato, que condujo a la detección 

del sustrato precipitado alrededor de las células productoras de interferón gamma 

(“manchas”). El número de células formadoras de manchas (CFM: las que forman manchas 

que indican secreción de interferón gamma) se cuantificó por un lector ELISPOT 

automático, y los resultados se expresaron como CFM por 106 PBMC.  35 

Resultados 
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EJEMPLO 4 

Cinética de Inactivación de VVZ Sometido a Irradiación Gamma 

 Los presentes solicitantes previamente habían ensayado el tratamiento 

térmico como un método para inactivar VVZ liofilizado para uso como una vacuna para 

pacientes inmunocomprometidos, pero descubrieron que este método daba como resultado 5 

una infectividad residual de la preparación viral (véase más adelante). Se consideró que esta 

infectividad residual no era una característica óptima de la vacuna “inactivada”. Se 

consiguió una inactivación más extensa de la vacuna líquida a granel con respecto a la 

vacuna liofilizada, pero se determinó que el tratamiento térmico de la vacuna a granel no 

proporcionaba un proceso de fabricación óptimo. De esta manera, se investigó un método de 10 

inactivación alternativo para la vacuna de virus varicela zóster (Oka/Merck) liofilizada 

usando irradiación gamma 60Co para ver si podía identificarse una inactivación más extensa 

de la infectividad (que produjera un perfil de seguridad más favorable) que la conseguida 

con el tratamiento térmico. Los objetivos de esta evaluación eran primero determinar si 

podía conseguirse una activación más extensa de la infectividad por irradiación con 60Co y 15 

después, en segundo lugar, si las propiedades de antígeno conseguidas después de la 

irradiación gamma diferían de las del material tratado térmicamente y eran aceptables para 

los estudios de aplicación clínica. Se irradiaron viales de VVZ usando ∼1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 

kGy (2007) o 0,45, 1,35 y 2,7 kGy. La irradiación se realizó usando un irradiador 60Co 

Gammacell® (Best Theratronics Ltd. Corporation, Ottawa, Ontario, Canadá). 20 

 El valor de UFP residuales/ml de cada vial por dosis de radiación (Gy) se 

determinó usando el ensayo en placas de varicela en células MRC-5. Se representó el log de 

UFP/ml frente a la dosis de radiación y los puntos de datos mostraron una regresión lineal 

de inactivación (FIGURA 1). Después del estudio cinético, los presentes solicitantes 

ensayaron 100 ml de vacuna de VVZ inactivada irradiada con rayos 60Co hasta 12 kGy 25 

(liofilizada inactivada) para permitir la confirmación ampliada del grado de inactivación 

(ensayando un mayor volumen total). Se detectaron cero placas en la muestra de 100 ml. 

 Además, se usaron rayos 60Co para irradiar la masa a granel de VVZ. La 

masa a granel se descongeló y se dividió en alícuotas en frascos de PETG para la irradiación 

a 0,5, 1, 2, 3, 4, 5 y 6 kGy (FIGURA 2). La masa a granel irradiada se analizó con respecto 30 

a la infectividad residual en un ensayo en placas de varicela usando células MRC-5. Se 

detectaron cero placas en muestras de 100 ml de masa a granel irradiada (6 kGy). Se 

observaron cinéticas de inactivación lineal representando el log de ufp/ml de título frente al 

tiempo de radiación.  

 35 
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EJEMPLO 5 

Evaluación de Inmunogenicidad por el Ensayo ELISPOT IFNγ de VVZ 

 Para evaluar el impacto de diferentes métodos de inactivación sobre la 

inmunogenicidad, se realizó un ensayo ELISPOT IFNγ de VVZ como se describe en el 

Ejemplo 3 usando 6 muestras de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) de 5 

donantes. Este estudio se realizó para determinar si la respuesta de IFNγ disminuye después 

de inactivar al VVZ en diferentes condiciones. Se ensayaron 5 preparaciones en masa a 

granel de VVZ tratado térmicamente, junto con dos preparaciones de masa a granel de VVZ 

sometido a irradiación gamma. Las preparaciones de VVZ tratado térmicamente consistían 

en muestras que se trataron en las siguientes condiciones: (1) 40ºC durante 24 horas, (2) 10 

45ºC durante 3,5 horas, (3) 45ºC durante 4,5 horas, (4) 56ºC durante 30 minutos y (5) 90ºC 

durante 90 minutos. Las muestras sometidas a irradiación gamma consistían en masas a 

granel de VVZ sometidas a irradiación gamma durante 3 o 4 horas a 5,92 kGy. También se 

ensayaron con fines comparativos muestras de VVZ vivas (no tratadas) de las mismas 

preparaciones de masa a granel que las usadas anteriormente para crear muestras 15 

inactivadas. 

 También se incluyó como antígeno del ELISPOT un lote de VVZ que se 

había inactivado por tratamiento con luz UV (lote de VVZ Nº 96.07), como control de 

ejecución del ensayo junto con PHA (control positivo) y medio (control negativo). Todos 

los antígenos se evaluaron mediante una dilución seriada de dos veces de 1:40 a 1: 320. Se 20 

realizó un ensayo que ensayaba 6 muestras de PBMC, elegidas para representar un intervalo 

de valores de respuesta de VVZ. 

 Los recuentos de manchas de VVZ resultantes (CFM/106 PBMC) se 

muestran en las Figuras 3A-F. No hubo pruebas que sugirieran una diferencia en la 

respuesta de VVZ para las preparaciones de antígeno inactivadas en comparación con la 25 

preparación de antígeno no tratado entre los donantes ensayados. Tampoco hubo pruebas de 

una interacción significativa entre la preparación (tratamiento) y la respuesta a niveles de 

dilución particulares. Con respecto a la preparación de VVZ vivo, las diferencias en veces 

del recuento del ELISPOT para las 8 preparaciones de VVZ inactivadas, incluyendo el Lote 

de VVZ Nº 96.07 original, variaban de 1,15 veces menor (56ºC durante 90 minutos) a 1,14 30 

veces mayor (40ºC durante 24 horas; Lote Nº 96.07) con respecto a la preparación de VVZ 

vivo. Con respecto a la preparación de VVZ vivo, ninguna de las 8 preparaciones de VVZ 

inactivado produjo recuentos ELISPOT significativamente menores desde el punto de vista 

estadístico entre los donantes ensayados. 

 De esta manera, el ensayo ELISPOT humano no mostró ninguna diferencia 35 

significativa en respuestas usando PBMC de un panel de donantes, para preparaciones de 

VVZ inactivadas por diferentes procedimientos (tratamiento térmico a 40ºC, 45ºC o 56ºC o 

irradiación gamma de la masa a granel). 
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EJEMPLO 6 

Análisis de Microscopía Electrónica de Vacuna de VVZ Inactivada 

 Se realizaron análisis de ME de masas a granel sometidas a irradiación 

gamma y tratadas térmicamente y vacuna liofilizada para proporcionar una caracterización 5 

adicional de los efectos de la inactivación sobre las preparaciones de VVZ inactivados. El 

método de análisis seleccionado fue microscopía electrónica de crio-transmisión (crio-

MET) en hielo vítreo para conservar mejor la integridad del virus durante el análisis de ME. 

La Crio-MET se realizó por NanoImaging Services, Inc (San Diego, CA). 

 Se prepararon muestras de VVZ inactivado para el análisis de ME para 10 

evaluar los efectos de la inactivación sobre la integridad/aspecto de las partículas. Se 

rehidrataron muestras liofilizadas con 700 µl de agua destilada estéril y no se diluyeron 

adicionalmente antes de la obtención de las imágenes. Las muestras se conservaron en una 

película fina de hielo vítreo soportado en una película de carbono agujereada C-Flat de 

2,0x0,5 um (Protochips, Inc., Raleigh, NC) sobre rejillas de cobre de malla 400. Las rejillas 15 

se limpiaron inmediatamente antes del uso en un limpiador de plasma Solarus (10 segundos, 

25% de CO2, 75% de Ar). Todas las muestras se prepararon aplicando una gota (∼ 3 µl) de 

la suspensión de muestra a la rejilla limpiada con plasma, secando con papel de filtro y 

procesando inmediatamente con vitrificación en etano líquido, usando un FEI Vitrobot™ 

(4C, 95% de RH). Las rejillas se almacenaron en nitrógeno líquido hasta que se transfirieron 20 

al microscopio electrónico para la obtención de imágenes. La microscopía electrónica se 

realizó usando un microscopio electrónico FEI Tecnai™ T12 (FEI Company, Hillsboro, 

OR), que funcionaba a 120 KeV, equipado con una cámara FEI Eagle™ 4K x 4K CC (FEI 

Company). Se adquirieron imágenes de cada rejilla a múltiples escalas para evaluar la 

distribución global de la muestra. Después de identificar áreas diana para la obtención de 25 

imágenes a menos aumentos, se adquirieron pares de imágenes de más aumentos. 

 Las muestras se evaluaron usando un instrumento NanoImaging Systems 

(amplificación 21K-52K). Se compararon VVZ liofilizado no tratado, VVZ liofilizado 

tratado térmicamente durante 77 días a 56ºC y VVZ liofilizado irradiado a 25 o 50 KGy 

usando una fuente de 60Co. 30 

 Los resultados de la Crio ME indican efectos potenciales en las partículas a 

altas dosis de irradiación gamma, con una reducción en la densidad electrónica (que quizás 

refleje la degradación del ADN viral), pero sin efecto significativo sobre las partículas en 

general y el aspecto de las proteínas en el caso de las muestras liofilizadas. Sin embargo, la 

liofilización puede proteger de estos cambios ya que las muestras inactivadas liofilizadas 35 

mostraron una pérdida de densidad electrónica, pero las partículas permanecieron intactas a 

altas dosis. (Véase la Figura 4). 
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EJEMPLO 7 

Determinación de reactividad de antígeno 

 Se realizaron ensayos ELISA de Ag de VVZ para determinar el contenido de 

antígeno (Ag) de muestras de masa a granel inactivada térmicamente o por irradiación 

gamma o VVZ liofilizado sometido a irradiación gamma, usando un suero policlonal 5 

humano y anticuerpos monoclonales (mAb) contra gB, gH y gE de VVZ como anticuerpos 

de detección. La masa a granel sometida a irradiación gamma o las muestras liofilizadas no 

mostraron cambios en la reactividad del antígeno. Sin embargo, las muestras tratadas 

térmicamente a 56ºC durante 90 minutos mostraron un cambio en la reactividad de antígeno 

con los anticuerpos monoclonales gE y gH y los anticuerpos policlonales. 10 

 Se sometieron muestras adicionales en masa a granel de VVZ a irradiación 

gamma a 25 kGy y 50 kGy para confirmar el uso de 50 kGy como una exposición superior 

para la esterilización terminal. Estas muestras se ensayaron en un ensayo ELISA de 

antígeno de unión directa en suero policlonal anti-VVZ y mAb contra gpE, gB y gH. 

 La irradiación gamma de la vacuna de VVZ liofilizado en condiciones de 15 

esterilización (25-50 kGy) no afectaba de forma detectable a la reactividad del ELISA del 

antígeno con suero policlonal o anticuerpos monoclonales gE o gB. Los resultados 

obtenidos usando el mAb de gH no fueron concluyentes debido a la alta tinción de fondo. 

También se observó una mayor señal de fondo con este anticuerpo monoclonal (y no con los 

de gE o gB) usando una placa ELISA alternativa (Maxisorp). 20 

 

EJEMPLO 8 

Inmunogenicidad en ratón 

 Se realizó un estudio de inmunogenicidad en ratón para evaluar una serie de 

preparaciones de VVZ inactivado (VVZi) generadas usando diversos métodos para la 25 

inactivación. Se evaluaron muestras de suero generadas a partir del estudio en el ensayo 

ELISA de VVZ para determinar el título relativo de anticuerpos contra VVZ generado por 

las diferentes formulaciones de VVZ inactivado. Se generaron y evaluaron dos 

preparaciones de masa a granel de VVZ diferentes: (1) masa a granel de VVZ, tratada 

térmicamente a 56ºC durante 90 minutos, y (2) masa a granel de VVZ, sometida a 30 

irradiación gamma con 5.924,7 Grays (Gy) durante 3 horas. También se generaron dos 

preparaciones de vacuna liofilizada de VVZ diferentes y se evaluaron: (1) vacuna de VVZ 

liofilizada, tratada térmicamente a 56ºC durante 50 días, y (2) vacuna de VVZ liofilizada, 

sometida a irradiación gamma con 25.000 Gy. Se evaluaron la masa a granel de VVZ vivo 

(no tratado) y la vacuna liofilizada de VVZ vivo (no tratado) para la comparación con las 35 

preparaciones de masa a granel de iVVZ. 

 Se inmunizaron ratones BALB/c (n = 16 para cada grupo) por vía 

intraperitoneal (i.p.) con 4,5 unidades de antígeno de VVZ (U)/ratón (9 U/ml) los días 0, 14 



 

22 

MRL-IFD-00026 

y 29. Se recogieron muestras de sangre (suero) el día -1 (antes de la extracción de sangre) y 

los días 13, 28 y 43. El día 28 (14 días después de la dosis 2) se evaluaron los sueros en el 

ELISA de VVZ con respecto a la respuesta de IgG. 

 Los títulos de VVZ ajustados (título de VVZ menos título de MRC-5) se 

muestran en la Figura 5. Los sueros antes de la extracción de sangre se ensayaron con el 5 

grupo correspondiente desde el día 28 para determinar un límite de título para MRC-5 y 

VVZ. Se recubrieron pocillos de placas ELISA con extracto de MRC-5 o VVZ tratado UV 

y después se incubaron con dilución del suero de ratón de ensayo para cuantificar las 

cantidades relativas de anticuerpos específicos para VVZ en los sueros de ratón. 

 Los resultados indican que el título de IgG de la masa a granel tratada 10 

térmicamente era, en promedio, 5,57 veces menor (IC 95% = (3,45, 8,99)) y el título de IgG 

de la masa a granel sometida a irradiación gamma era, en promedio, 2,43 veces menor (IC 

95% = (1,51, 3,93)) con respecto a la masa no tratada. El título del liofilizado tratado 

térmicamente era, en promedio, 1,38 veces menor (IC 95% = (1,00, 1,90)) y el título del 

liofilizado sometido a irradiación gamma era, en promedio, 1,66 veces menor (IC 95% = 15 

(1,22, 2,26)) que el virus liofilizado no tratado. El título de anticuerpo con la masa a granel 

sometida a irradiación gamma fue 2,29 veces mayor (IC 95% 0 (1,54, 3,41)), en promedio, 

que el título obtenido después de la inmunización con la masa a granel tratada 

térmicamente. El título de anticuerpo con el virus liofilizado sometido a irradiación gamma 

fue 1,20 veces menor (IC 95% = (0,89, 1,61)), en promedio, que el título obtenido después 20 

de la inmunización con la preparación liofilizada tratada térmicamente. Los datos totales 

confirman que la irradiación gamma del virus liofilizado tiene un mínimo impacto sobre la 

inmunogenicidad en este modelo. 

 Los resultados muestran que las respuestas de anticuerpos (IgG) se habían 

reducido en ratones después de la inmunización con dos dosis de las preparaciones 25 

inactivadas en comparación con las masas a granel no tratadas. 

 

EJEMPLO 9 

Administración de vacuna de VVZ inactivado a pacientes sanos con edades de 50-59 

 Se administró una vacuna de VVZ sometido a irradiación gamma a adultos 30 

sanos de 50 a 59 años de edad en un estudio multicéntrico, de dos partes, doble ciego, 

aleatorio, que estaba diseñado para evaluar la seguridad, tolerancia e inmunogenicidad de la 

vacuna. El objetivo de este estudio era estudiar la seguridad, tolerancia e inmunogenicidad 

de lotes de vacuna inactivados por métodos de irradiación gamma o tratamiento térmico. 

 Un total de 161 individuos sanos de 50 a 59 años de edad se distribuyeron 35 

aleatoriamente 2:2:1 para recibir vacuna de VVZ sometido a irradiación gamma “A”, 

inactivado a 16-25 kGy (n=65), vacuna de VVZ tratado térmicamente (n= 63) o placebo 

(n=33) administradas como un régimen de 4 dosis. Cada dosis se administró con un 
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intervalo de aproximadamente 30 días. La vacuna tratada térmicamente y la vacuna 

sometida a irradiación gamma “A” se obtuvieron a partir de lotes de masa a granel 

independientes pero se controlaron mediante la dirección a un contenido de antígeno 

similar. 

 La hipótesis primaria era que la vacuna de VVZ sometido a irradiación 5 

gamma (A) inactivada a un nivel de 16 a 25 kGy induciría una respuesta inmune específica 

de VVZ aceptable medida por gpELISA 28 días después de la dosis 4. La hipótesis 

secundaria era que la vacuna de VVZ tratada térmicamente induciría una respuesta inmune 

específica de VVZ aceptable medida por gpELISA 28 días después de la dosis 4. El criterio 

estadístico para el éxito corresponde al límite inferior del intervalo de confianza del 95% 10 

bilateral sobre la variación de la media geométrica (GMFR) de los receptores de la vacuna 

de VVZ tratado térmicamente que era > 1,0. Los resultados de inmunogenicidad entre los 

receptores de la vacuna en este estudio se proporcionan en la Figura 6. 

 Los resultados indican que los criterios de éxito para el ensayo de la hipótesis 

primaria y secundaria se cumplieron, es decir, la vacuna de VVZ sometido a irradiación 15 

gamma A y la vacuna de VVZ tratado térmicamente eran inmunogénicas cuando se 

administraban a individuos sanos. Los dos grupos de vacuna tenían perfiles de seguridad 

similares a los del grupo de placebo.  

 

EJEMPLO 10 20 

Administración de lotes de vacuna de VVZ inactivado con diferentes niveles de irradiación 

gamma a voluntarios sanos con edades de 50 a 59 años. 

 Se realizó un segundo estudio para proporcionar datos clínicos sobre lotes de 

vacuna inactivados con un mayor intervalo de irradiación gamma. En este estudio, un total 

de 129 individuos sanos de 50 a 59 años de edad se distribuyeron aleatoriamente 1:1 a 25 

recibir vacuna de VVZ sometido a irradiación gamma “B”, irradiado a 16-25 kGy (n=64) o 

vacuna de VVZ sometido a irradiación gamma “C”, irradiado a 25-50 kGy (n=65) 

administrada como un régimen de 4 dosis, administrándose cada dosis con un intervalo de 

aproximadamente 30 días. Los lotes de vacuna B y C utilizados en este estudio procedían 

del mismo lote de masa a granel y el mismo relleno/formulación con un contenido de 30 

antígeno de VVZ idéntico, pero se inactivaron a diferentes niveles de irradiación gamma. 

 La primera hipótesis primaria de este estudio era que la vacuna de VVZ 

sometido a irradiación gamma (C) inactivado a un nivel de 25 a 50 kGy induciría una 

respuesta inmune específica de VVZ aceptable medida por gpELISA a los 28 días después 

de la dosis 4. La segunda hipótesis primaria era que la vacuna de VVZ sometido a 35 

irradiación gamma (B) inactivado a un nivel de 16 a 25 kGy y correspondiente para el 

contenido de antígeno con la vacuna inactivada a 25-50 kGy induciría una respuesta inmune 

específica de VVZ aceptable medida por gpELISA a los 28 días después de la dosis 4. El 
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criterio estadístico de éxito para cada hipótesis corresponde al límite inferior del intervalo 

de confianza del 95% bilateral sobre la GMFR de los receptores de la vacuna sometida a 

irradiación gamma que era > 1,0. Los resultados de inmunogenicidad entre los receptores de 

la vacuna en este estudio se proporcionan en la Figura 7. 

 Los resultados de este estudio indican que se cumplían los criterios de éxito 5 

para ensayar la hipótesis primaria, es decir, la vacuna de VVZ sometido a irradiación 

gamma (B) (sometido a una radiación gamma de 16-25 kGy) y la vacuna de VVZ sometida 

a irradiación gamma (sometida a una radiación gama de 25-50 kGy) eran inmunogénicas 

cuando se administraban a individuos sanos. Los dos grupos de vacuna tuvieron perfiles de 

seguridad similares. 10 

 Los resultados de este estudio también indican que había un desequilibrio de 

la media geométrica del título (GMT) basal; el valor de GMT basal del grupo B era de 

∼313, el valor de GMT basal del grupo C era de ∼429. El aumento en veces de diferencias 

no era significativo, la diferencia en los títulos basales puede explicar el aumento en veces 

de diferencias observadas en el ensayo. Además, los datos analíticos indican que la mayor 15 

dosis de irradiación gamma (>25 kGy) da como resultado una mayor degradación de 

antígeno.  
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REIVINDICACIONES 

 

 1. Un virus varicela zóster (VVZ) inactivado, donde la infectividad del 

VVZ es indetectable y donde el VVZ induce una respuesta inmune contra VVZ cuando se 

administra a un paciente. 5 

 

 

 2. Una composición farmacéutica que comprende una cantidad 

terapéuticamente eficaz del VVZ de la reivindicación 1 y un vehículo farmacéuticamente 

aceptable. 10 

 

 3. La composición farmacéutica de la reivindicación 2, en la que la 

infectividad del VVZ es ≤0,040 unidades formadoras de placas (UFP)/ml. 

 

 4. La composición farmacéutica de la reivindicación 3, en la que la 15 

infectividad del VVZ es ≤0,010 unidades formadoras de placas (UFP)/ml. 

 

 5. La composición farmacéutica de la reivindicación 4, en la que la 

infectividad del VVZ es ≤0,002 unidades formadoras de placas (UFP)/ml. 

 20 

 6. La composición farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 2-

5, en la que la cepa VVZ es una cepa Oka o un derivado de la cepa Oka.  

 

 7. La composición farmacéutica de la reivindicación 6, donde la 

composición está liofilizada. 25 

 

 8. La composición farmacéutica de la reivindicación 7, en la que el VVZ 

está inactivado por irradiación gamma. 

 

 9. La composición farmacéutica de la reivindicación 8, en la que la 30 

respuesta inmune inducida por la composición no es significativamente diferente de la 

respuesta inmune inducida por una muestra de control que comprende la misma cantidad del 

VVZ que no se ha inactivado. 

 

 10. La composición farmacéutica de la reivindicación 9, en la que la 35 

respuesta inmune inducida por el VVZ inactivado difiere de la respuesta inmune inducida 

por la muestra de control en un 25% o menos. 
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 11. La composición farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones 2-

5, en la que la infectividad del VVZ se determina por un ensayo en placas de varicela. 

 

 12. Un método para preparar un virus varicela zóster (VVZ) inactivado 

que comprende someter a irradiación gamma una muestra que comprende un VVZ usando 5 

de aproximadamente 5 a aproximadamente 50 kGy de radiación gama. 

 

 13. El método de la reivindicación 12, en el que la radiación gamma se 

proporciona a la muestra exponiendo la muestra a rayos 60Co. 

 10 

 14. El método de la reivindicación 13, en el que el VVZ es la cepa Oka o 

un derivado de la cepa Oka. 

 

 15.  El método de la reivindicación 13, en el que la muestra se liofiliza 

antes de irradiarse. 15 

 

 16.  El método de la reivindicación 14 o la reivindicación 15, en el que la 

cantidad de radiación gama usada es de aproximadamente 25 kGy o menor. 

 

 17.  El método de la reivindicación 16, en el que la vacuna es una 20 

formulación de masa líquida a granel y la cantidad de radiación gama usada es de 

aproximadamente 5 kGy a aproximadamente 12,5 kGy. 

 

 18.  El método de la reivindicación 15, en el que la cantidad de radiación 

gamma usada es de aproximadamente 10 kGy a aproximadamente 25 kGy. 25 

 

 19.  Un VVZ inactivado producido o que puede obtenerse por el método 

de cualquiera de las reivindicaciones 12-18. 

 

 20.  Una vacuna que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del 30 

VVZ inactivado de la reivindicación 19 y un vehículo farmacéuticamente aceptable. 

 

 21.  Un método para el tratamiento de herpes zóster en un sujeto, 

comprendiendo el método administrar al sujeto una composición farmacéutica que 

comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un virus varicela zóster (VVZ) 35 

inactivado y un vehículo farmacéuticamente aceptable, donde el VVZ se inactiva con 

irradiación gamma. 
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 22.  El método de la reivindicación 21, en el que la vía de administración 

de la composición farmacéutica es subcutánea o intramuscular. 

 

 23.  El método de la reivindicación 22, en el que el sujeto tiene 50 años o 

más. 5 

 

 24.  El método de la reivindicación 22 ó 23, en el que el sujeto está 

inmunocomprometido. 

 

 25.  El método de la reivindicación 24, en el que el sujeto tiene al menos 10 

una afección seleccionada del grupo que consiste en: padecimiento de una malignidad 

hematológica, sometimiento a una terapia inmunosupresora, haber recibido un trasplante de 

células madre hematopoyéticas, haber recibido un trasplante de órganos sólidos, infección 

con VIH y padecimiento de una enfermedad autoinmune. 

 15 

 26.  El método de la reivindicación 22 ó 23, en el que el método 

comprende además permitir que transcurra un periodo de tiempo predeterminado, y 

administrar al sujeto una o más dosis de la composición farmacéutica. 
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RESUMEN DE LA DESCRIPCIÓN 

 La invención proporciona un virus varicela zóster (VVZ) inactivado, y 

composiciones y vacunas que comprenden dicho VVZ inactivado, donde la infectividad del 

VVZ es indetectable y donde el VVZ inactivado induce una respuesta inmune contra VVZ 

cuando se administra a un paciente. En realizaciones de las composiciones descritas en el 5 

presente documento, el VVZ se inactiva con radiación gamma. La invención también 

proporciona un método para preparar una vacuna de VVZ inactivado, comprendiendo el 

método someter a irradiación gamma una muestra que comprende VVZ usando de 

aproximadamente 5 kGy a aproximadamente 50 kGy de irradiación gama. También se 

proporciona por la invención del presente documento un método de tratamiento o de 10 

inmunización contra HZ u otra enfermedad asociada con la reactivación de VVZ, 

comprendiendo el método administrar a un sujeto una vacuna o composición farmacéutica 

que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un VVZ inactivado y un vehículo 

farmacéuticamente aceptable, donde el VVZ se inactiva por irradiación gamma.   
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Análisis crio EM de VZV liofilizado 

FIGURE 5 -Titulación VZV ajustado mediante preparación 
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Análisis Estadístico de Respuestas a Anticuerpos de VZV gpELISA mediante 

intervalos de tiempo entre recipientes de vacunas (Población por protocolo) 

 

Criterio de Valoración Valor 

P 

Vacuna VZV A irradiada con rayos gama 

Resp. 

Estimada 

21-35 días por dosis 1 

GMT 

Aumento en veces de la media 

geométrica a partir del Dia. 1 

t= Calculado basado en modelo de regresión longitudinal ( ajustado para nivel de inmunogenicidad pre-vacunación en 

presencia de datos incompletos), con visit como covariado. El modelo se introdujo en cada grupo de vacunación por 

separado. 

N= numero de sujetos vacunados en cada grupo 

 n= numero de sujetos que contribuyeron en este análisis de inmunogenicidad (con resultados validos el inicio y en los 

intervalos de tiempo por inicio). 

 gpELISA= Ensayo inmunosorbente ligado con enzimc glicoproteica 

GMT=Titulación media geométrica i CL=intervalo de confianza; VZV= Virus de varicela –zóster 
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Análisis Estadístico de Respuestas a Anticuerpos de VZV gpELISA mediante 

intervalos de tiempo entre recipientes de vacunas (Población por protocolo) 

 

Vacuna VZV B irradiada con rayos gamma Vacuna VZV C irradiada con rayos gamma  

Criterio de Valoración 

t= Calculado basado en modelo de regresión longitudinal ( ajustado para nivel de inmunogenicidad pre-vacunación en presencia 

de datos incompletos), con visit como covariado. El modelo se introdujo en cada grupo de vacunación por separado. 

N= numero de sujetos vacunados en cada grupo 

 n= numero de sujetos que contribuyen en este análisis de inmunogenicidad (con resultados validos el inicio y en los intervalos de 

tiempo por inicio). 

 gpELISA= Ensayo inmunosorbente ligado con enzimc glicoproteica 

GMT=Titulación media geométrica i CL=intervalo de confianza; VZV= Virus de varicela –zóster 
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