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CAVELIER ABOGADOS COLO 13038-841-000-4 ID-81

Industria y Comercio o S U WOLASTII ¥ COMEROR)

Rad: 08-12/737- -00000-0000
(SUPERINTENDENCIA ot AR 1280 1722100 110D, AARK) NUECHEALIUNES
. 11 FAIENLEIYE
Eve: 3 FAYENAUIUNALL
Act 411 PHESENIACKON  rolos: Ut

T

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL
SOLICITUD DE:
Patente de Invencion. [ Patente de Modelo de Utilidad.
Capltulo I. ] capitulo .
Nombre: BAXTER INTERNATIONAL INC.
y BAXTER HEALTHCARE S.A.
sociedades constituidas y existentes bajo
SOLICITANTE las (eyes del estado de Delaware, Estados
(71) Unidos de América y Suiza.
Direccion: One Baxter Parkway
Deerfield
-lllinols 60015
Estados Unidos de América IDENTIFICACION
y C.C. O NIT O
Hertistrasse 2 C.E. O oo [
8304 Wallisellan
Sulza Cual
Ndimero
Domicilio: Deerfield
lllinois 80015
Estados Unidos de América
y
8304 Wallisellen
Suecia
respectivaments.
@ Nombre: EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Diraccion: Carrera 4°,. No. 72-35 c.C. NIT D
Teléfono: 347 38 11
REPRESENTANTE| __. 211 88 50 CE. O Otro O
O APODERADO E-mail: clie myp.com. Cual
Domicilio: Bogota, Colombia. Nimero 438.018/ T.P 31.929
1. Manfred REITER ./ 2. !\'olfglng MUNDT ~
@ Gebrueder-Lang-Grasse 11/17 Florianigasse 57/1/2/6
1150 .Vionna 1080 Vienna ’
INVENTOR (ES) | Austria Austria /
(72) 3. Nosl BARRETT 4. Otfried KISTNER
Steinwandgasse Weyringergasse 27/16
3400 Klostermneuburg/Weidling 1040 Vienna
Austria Austria

@ PCT (86)
Solicitud Internacional No. PCT/EP2005/0056981 Fecha: 26 de mayo de 2005
Publicacion Internacional No. WO 2005/118000 A1 Fecha: 15 de diciembre de 2005

Titulo (54)
@ INACTIVACION DE UN PATOGENO EN UNA MUESTRA MEDIANTE UN
TRATAMIENTO CON FORMALINA Y LUZ UV




CAVELIER ABOGADOS COLO 13836-841-000-4 ID-81 )/

!
@ Clasificacién Internacional (51) A61L 2/00

Prioridad | (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud
si noll us 27 de mavo de 2004 680/575,310
@ Comprobante de pago No.: 06-84,103 Fecha: 11 de diciembre de 2008

Anexos:

¢

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 463.000.00.
Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poder de la sociedad BAXTER INTERNATIONAL INC,

Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujas) .

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depdsito del material bioloégico.

Arte final 12x12

De ser sl caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el
extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

K 0RO O000 IXOOX ROE
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CAVELIER ABOGADOS COLO 13838-841-009-4
FIGURA CARACTERISTICA
s
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Solicito la concesién de la patents,
NOMBRE: EMILIO FERRERO

FIRMA : 2 e

C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.828

JDF




CAVELIER ABOGADCS COLO 13838-841-000-4 ID-81

DOCUMENTOS ANEXOS

1. X Publicacién Intemacional WO 2005/118000 A1
2. [X Forma PCT/ASA/210. Informe de Busqueda Intemacional.
3. X Extracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN
FASE INTERNACIONAL
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POWER OF ATTURNEY 5

1o (nusotros), abajo firmado(s) ...............
BAXTER INTERNATLQNAL. ING....... eeerreenes

do.niciliado(s) en ... ... i iiiirciiniiaans
Deerfield,.[1linals, .E.ENeUe.ceurinnnnes
por el presente conferimos poder s

GERMAN CAVELIER tpa. 832
GONZALO PERDOMO tpa. 831
EMILIO FERRERO tpa. 31929

y para obtener la proteccién de mi (nuestra) pro-
piedad industrial, a cuyo efecto autorizamos a
los dichos apoderados para que nos representen
ante cualesquiera entidades o personas, ejerzan
o no jurisdiccién, especinlmente ante las del or-
den administrativo, contencloso-administrativo y
judicial, en todo lo concerniente a los siguientes
asuntos: a) Obtencién de patentes de invencién,
modelos y dibujos industrinles; el registro de
marcas de fibrica, colectivas y de servicio; el de-
pésito de nombres comerciales y ensefias; su re-
nowacién, traspaso, cambio de nombre o domi-
cilio, cancelaclén voluntaria, y el registro de li-
cencias de uso de esos derechos; b) las acciones
de oposicién, cancelacién, nulidad, medidas cau-
telares, concesién de licencias y en general los
juicios civiles, penales, administrativos o conten-
cioso-administrativos relacionados con estos de-
rechos; acciones y juicios que promovamos o se
nos promuevan; y c) para que en todos los
asuntos arriba d insdos, puedan sustituir
este mandato, transigir, desistir, cancelar, reci-
bir, renunciar, aceptar notificaciones y nombrar
spoderados judiciales y extrajudiciales.

BAXTER INTERNATIONAD INE:,

--------------------------

of Dearfield, United Stutes of America,

--------------------------------

hereby grant to Messrs. Cavelier,

GERMAN CAVELIER, GONZALO PERDOMO,
EMILIO FERRERO, LUZ CLEMENCIA DE

and to obtain the protection of my (our) indus-
trial property, for which purpose we authorize
the said attorneys to represent us before any
authorities or persons, with or without jurisdic-
tion, specially those administrative, administra-
tive contentious and judicial, in all matters con~
cerning the following: a) Obtainment of patents,
models and designs; the registration of trade-
marks, collective and service marks; the deposit
of commercial names and ensigns; its renewal,
assignment, ¢hange of name or domicile, volun-
tary cancellation; and the registration of licen-
ses of use of the above rights; b) actions of op-
position, cancellation, nullity, infringement,
granting of licenses; and in general the civil, pe-
nal, and administrative suits relating to those
rights; actions and suits instituted by me (us) or
against me (us); and that in all the above mat-
ters they may substitute this Power of Attorney,
compromise, desist, cancel, recelve, renounce,
accept notifications and appoint attorneys-in-
fact In or out of Court. =

>0 OWL CIRGIAL

Ennlo e

.-:fém(,"/: e 'i'ié ,

A GERARD SIECK, ASSISTANT SECRETARY Pc

Burmrds B. de Martins
gnladlla-’-lﬂru“ard
Rusoluciin 613 Alinjusticia 1994
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122 SOUTH MICHIGAN AVENUE, SUITE 1441
CHICAGO, ILLINOIS 606803

TEL (312) 341-0658 FAX (312) 3411880

. [6/9 ; 72

chicago, JUN 28 1993

El u_u:l.tn consul G-nn'ul de Colombia, CERTIFICA que ol ssflor
7/ R :6m}quhn autorixa el presente documsata,

¢/

sjarcis legalments, ei  la fecha allfl expresada, las funciones da
eecelecrin  rE %dhd&uﬁ‘" Y que la firma y ssllo que

sn ol dooumantoc ApAredens OOmO SUYOS. sGn 1o Que usa y acostumbra es sus actas

—

oficiales, de acusrdo oon el l.'.ﬂl.l?l-'o que 30 lleva an ests consulado.

El1 cdnsul no asume xeaponsabilidad alguna por el contenido del documento.

PAGADO IMPUESTO DE TIMBRE
Us$ 6.00 (Sels dblares)

TERESA
Encargada de Funcionas Consu

'R (Quinge QRIALUELAEES /
"’"“fﬁo ROLATORIO /&.:_{ %

- . ‘p m E‘
E com T mclnl:m.c
ol s::ﬂ:lﬁ CONSTAR OUE LA
e meﬂnﬂuw-un m}
culnnmu g
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LinDA [ANuZ1 HESS

. LAKE COUNTY CLERK
18 NORTH COUNTY STREET gh"" % & ot
WAUKEGAN, ILLINOIS 60085 raducters o Snierprcte Oficial

Relicits ot Rlijuaticia 1998

zeneral Services 708/360-3610 « Elections 708/360-6628 » Tax Extension & Redemption 708/360-6657

STATE OF ILLINOIS)
) Ss
COUNTY OF L. A K E)

CERTIFICATE OF AUTHORITY ) @ L
\—’; \\‘eg.s oy
s

1, Linda Ianuzi HesB, County Clerk of Lake County in the
is an office of record having a seal \cei.tl.fy

that by whom the foregoing or
anfexed documgint was notarized, was, on the day of
L‘UV v 1930, appointed a Notary Public in and for the

CoZnty of Lake, State of Illinois and that as such, full faith and
credit is and ought to be given to this Notary's official
attestations. In testimony whereof I have affi{xpd my signature ?18

the seal of this office this day of ¢ 19 7
Certi{fication nat valid unless the ssasl LINDA IANUZI HESS
of Lake County, ILLinois is affixed. LAKE COUNTY CLERK

113 208 1214y

te of =



CERTIFICACO NOTARIAL (CORPORACION)
Istcocs Unidos de América

Coadedo de e

E:'.-’:d_o e i1iInols |~ T}
Hoy., 6 . . e, e. Jwo............ de 19_g3
romparesié . Gerard.Sleck........-.. . @ quien
Lorozco, quien, debidomente juramentado, decla-
i dije que 8] 85, _gyubSecretario.......ieeeenn

di GAYTER. INTERNATLQNAL . INC.eecerroncnrscnensas
|. mpoiia, nombrada en el documento que ante-

cc 12, una corporacién organizada conforme alos
leyas dvl Estodo de _Relaware................ .ccoeneee.
?ﬁicﬂwdo en lo civdad de_ Deerfleld ... ..
sedode | L111loafs,. EaEaHola e y
legaimantie constituida para un perfodo de, dura-
cion que oun no ho terminado, qus el declarante
«516 outorizado por dicha compafiia pora conferir
«ste poder y que ol sello estompado por ¢l o} pié de
al poder, en nombre y en representacion de lo ex-
-:est.da compodia, es ol sello soclal de ella.

LI suscrito Nolario ha visto los sstatutos de incor-
Jorocion himados OD. . Deerflold-—-cesrermrmemances
Fstadode | J1)inelS.........ccoverennnen, con lecho
e te-1§433...Y cortilicaque de conlormidad con
i~. 'egislocion de dicho Estado la onterlor declaza-
.6n jutomentodo es prusbe suficients deque los
hachos sobre que ella versa son ciertos o verdode-
108, de lo cuol da fe.

Notary Public {Notario Publico)

NOTARIAL CERTIHICATE (CORPORATION)

ik < M e

United States of America

State of TIIINOIS 5
County of LAKE
Onthis___ 16th......doY of _Jme, .......... 19.93...

personolly come A, GERARD. STBGK-+----w-wessrsoevre

known to me, who being by me duly sworn did de-
pose ond say that he is the_assTomur. scrrmARY
of . BAXTER INTERNATACNAL.INC..........coererve oe-.

the Compony named within, o Corporation orgo-

nized under the lows ol the State of, . nErawARE ......
domiciled ot the City of ._LEFRFIELD............... ..
Stote of__ TILINDIS........cooeuicmsvmvraenrenceresensennn,
of, USA...and legally constituted ior o period of te-
nure not yet expired, that the deponent is authori-
zed by soid Company to confer this Powe: of
Auorney, and thot the seol aflixed hereunto by the
deponent in the nome ond on beholf of said Cor-
poration is the Corporate seal thereo!

The undersigned Notary Public hos seen the Ar-
ticles of Incorporation ol sald Corporation execute.»
Ot.... DEEBEIELD . -----essver Swate of imois........
under dote of__CT...19,..193end heteby ceriil s
that under the laws of sald Siate the foregoing aci.-
nowledgment is o sulficient prool that the iacts
therei contained are trus, which the attess,

Notary Public, Stats of itinols
My Commissicn Expires 6/26/94




. TRADUCCION OFICIAL No. 8.90.93 de un documento escrito en
inglés el cual para su identificecidon se sella con el sello del
Traductor al mismo tiempo que l1la presente. Esta traduccién ha
sido preparada por Bernarda R. de Martinez, Traductora Oficial
debldamente reconocida por el Ministerio de Relaciones
Exteriores y aprobada por el Ministerio de Justicia de Colombia

mediante Resolucién No., 683 de 1991.

(Be traducen sellos Y legalizaciones que aparecen a
continuacién de un Poder escrito en inglés y espaficl otorgado
por la sociedad BAXTER INTERRATIONAL IRC., a favor de 1los
Doctores GERMAN CAVELIER, GONZALO PERDOMO, EMILIO FERRERO Y LUZ
CLEMERCIA DE PAEZ).

Dado y firmado hoy 16 de junio de 1993, en Deerfield, Illinois,
Estados Unidos de América, por el Bsefior A. GERARD BSIECK,
ABSISTART SECRETARY

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD) en inglés y espafiol referente a
la existencia y representacién de 1la sociedad

INTERNATIONAL IEC., expedido en la Ciudad de Deerfieldl %Ladz

de Illinois, Estados Unidos de América, el 19 de ocfGlire.de
b= <

1993. = a0
= 3 -

(Firmado), Mary H. Cross, Wotario Pablico & =
wl

(Sello Notarisl en tinta que dice): "SELLO OFICIAL" %y B
[ -l

Cross, Notario Publico, Estado de Illinois MivrCom
6/26/94 % oa wo . con

LINDA IANUZI HESS




: ESCﬁIBANO DEL CONDADO LAKE

18 NORTH COUNTY STREET

WAUKEGAN, ILLIROIS 60085

Servicios Generales 708/360-3610 * Elecciones 708/360-6628 *

Prorrogas y Redenciones de Impuestos 708/360-6657

ESTADO DE ILLINOIS )
) S5
CONDADO DE LAKE )

CERIFICADO DE AUTORIDAD

Yo, Linda Isnuzi Hess, Escribano de Condado del condado de Lake
en el Estado de Illinois, cuya oficina es una oficina de
registro que tiene un sello, certifico gue Mary H. Cross guien
ha notarizado el documento anterior o adjunto, era el 26 de
junio de 1990, Notario Piblico nombrado en y para el Condado de
Lake, Estado de Illinoils y como tal, todas sus certificeciones
deben ser reconocidas. En testimonio de lo cual he firmado y
estampado el sello de esta oficina hoy junio 17 de 1993.

(Firmado): LINDA IANUZI HESS

(S5ello seco en relieve que dice): Sﬁ;p,
ILLINOIS
(Impreso): Esta certificacion no es v f'
sello del Condado Lake, Illinois.
(Impreso): 113-208 12/89

(En espafiol): Legalizacién de la firma que antecede hecha por
el CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA EN CHICAGO, ILLINOIS, bajo el
No. 1610/93, de fecha junio 29 de 1993, firmada por la sefiora

Maria Teresa Gonzédlez, Encargada de Funciones Consulares.



Padados Impuesto de Timbre y Derechos Consulares por valor de
veintiun délares.

{(Sello Consular en tinta que dice): CONSULADO GENERAL DE
COLOMBIA *®* CHICAGO *

Legalizacion de la firma que antecede hecha por el MIRISTERIO
DE RELACIONES EXTERIORES DE COLOMBIA bajo el No. 481652 de
fecha 5 de agosto de 1993, firmada por el sefior Nelson Sénchez

Torres, Jefe Legalizaciones.

Es traduccién fiel y completa de la cual se deja copia en los
archivos de esth oficina para su confrontacién y a la cual me
remito.

Bogoté, agosto 9 de 1993

COLO 5873-702-001-4 /
BRM-27 1/
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nﬁﬂnuccidn OFICIAL No. 08.03/00 preparada por Maria Elvira
Martelo, Traductora Oficial aprobada por el Ministerio de Justicia
. mediante Resolucién 2879 de 1995 y reconocida por el Ministerio de

Relaciones Exteriores.

MODIFICACION A LA TRADUCCION OFICIAL No. 8.90.93. REALIZADA POR
BERNARDA R. DE MARTINEZ CON FECHA 9 DE AGOSTO DE 1993.

S8e modifica especificamente lo que se subraya en la sigulente
transcripcién de la parte de la traduccidn que corresponde al

CERTIFICADO DE AUTORIDAD otorgado por el Escribano del Condado de
Lake, la cual dice asi: "Yo, Linda Ianuzi Hess, Escribano de
Condado del Condado de Lake en el Estado de Illinois, cuya oficina
es una oficina de registro que tiene un sello, certifico que Mary
H. Cross quien ha notarizado el documento anterior o adjunto, era
12 i Notar qbli ra b o 1
Condado de Lake, Estado de Illinois y como tal, todas sus
certificaciones deben ser reconocidas. En testimonio de lo cual,
he firmado y estampado el selloc de esta oficina hoy junioc 17 de
1993".
PARA QUE AHORA SE LEA ASf:
Yo, Linda Ianuzil Hess, Escriba

el Estado de Illinois, cuya of

el documento anterior o adjunto, fug_ggmh:aﬁé;éi_zﬁ_ﬂg_junig_dg
1990 un Notario Pdblico en v para todc el Condado de Lake, Estado
de Illincis y como tal, a todas sus certificaciones deben ser
reconocidas. En testimonio de lo cual, he firmado y estampado el

sello de esta oficina hoy junio 17 de 1993.



.@Kl dorso) Legalizacién de la firma que antecede expedida por el

MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES bajo el No. 481652 del 5 de

agosto de 1993, firmada por el Jefe de Legalizaciones.

Es traduccibébn fiel de la cual se deja copia en esta oficina para

su confrontacién.

COLO WPCL 5873-702-001-4

MAR.13/00

L%ﬁlﬂ%‘ﬁ.@

MARIA ELVIRA MARTELO
Teaductora o Interprete Oficial
inglés - Espafiol ~ Inglds
Res. No. 2679 Min. Justicia

_1' :-‘ A =~ ‘é
_: i ™ Lal ;"‘—
.': y ':§¢: wad HE
m-- :a.'-—- E.
”Wﬁég?nda
gamiw §
ST g Saull
ca Dl °p
=T
I mA
=4,
e b el y
g WA
8741 19 0ic 2005 1) "
F bt o, A -~ E
S SN £ = i
. & JUAN MANOEL BOTERO ME i iy

TARIO

AR

e ST




I
e

-

e

e

Lol R
-
H

BEsAIAL!
i 2RI

TGN T SRR RO el T, T wi-,-,

COUR BOT;MO SEXTO DEL CIRTILG 56 30"k . 3
CONSIAA GUE Lng) Py 02

ﬂ-i.t{-:t?.-' t _ .
{, 2?0 J/L' /. C Cdel

S ?/ Tt

COWCIEE GO LA FIRkA F- HETRADA Po:
EL (5£1.1.05) EN ESTA NUTARIA
SEHTAFE BE OCCOTA, o B_

RN T L
R A A 2P T
i RS ]

" l"

- et ‘.,j’.]-;.-:l:':..-.“-‘_
e bedel T EEed - hnadd e

L

3:73%

TLEE A LI

8l £




S W T-.wl ' - - CAVELIER Y

" e  Lae . ABOGADOS ) CORMO ELECTRONICO MUNDIAL CAVE

Tewm (an () Mu'g;l o .
TELEX: 454‘":C-A'Jt: ¢ - EDIFICIO SISKI TELEFOND (37] {1) 7170100
137404375 CAVE- uc | - CARRERA 49, No. 72-33 Campes; CAVELEYES

| K BOGOTA 8, COLOMBIA

" Sefior Jefe de la
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comercilo
E. s. D.

Poderdante: BAXTER INTERNATIONAL INC.

Poder conferido el: 16-06-93

Yo, GERMAN CAVELIER, obrando en mi calidad de apoderado
principal del poderdante arriba mencionado atentamente
manifiesto a Usted que sustituyo el poder conferido en el
doctor EMILIO FERRERO, Abogado con Tarjeta Profesional
No. 31.929, con todas las facultades que me fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucién conforme al articulo 66 del
Codigo de Procedimiento Civil ya que 1los otros sustitutos
faltan en este momento.

Sefior Jefe,

. “GERMAN_CAVELIER
ML A e L
Sa-;-g;g:,;-mmmm ! T.P.A. No. 832
. Mo. 2.877.924 de Bogota

PA COINCION cow g1
HE TENIOG A LA o-rﬂ:'“
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Nty AR

8 DIC 2006 NG - .
AceptO: L "1.- Jf PRRE 1 -, . ,-.. r:......_':_.' :l.:. ..
e S c:
. ¥ -f."
v iy A PP e
- " EMILIO:..FERRERO
TR LU - o,
A “ T.P.A. N22431.929
" -. . IR'.“ ¢ : E
i C.C¥ No. 438.019 Ve Usaquén
&
2e-780-2 -, .

CAVELIER ABOGADOS NIT. 040.041.367+3
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellceiual Property

Organtzation AT
itemational Buroa Xovare) I
A ;*.“\_
(43) International Publication Date ' (10) International Publication Number
15 December 2005 (15.12.2005) PCT WO 2005/118000 A1l
(51) Intarnational Putent Classification?; AG1L 2/00, Vicnna (AT). MUNDT, Wolfgang [AT/AT]; Florianigasse
210, AGIM 1736, C11D 7126 57/1/2/6, A-1080 Vienna (AT). BARRETT, Noel [IE/AT];
Swinwandgasse 6A, A-3400 Klosterneuburg/Weidling
(21) International Application Number: (AT). KISTNER, Otfried [DE/AT]; Woeyringorgasse
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Description

INACTIVATION OF A PATHOGEN IN A SAMPLE BY A TREATMENT WITH
FORMALIN AND UV LIGHT

FIELD OF THE INVENTION

[001] The present invention relates to a method for inactivating viruses by treating a
virus contalning sample with an effective concentration of formalin and by treating the
sample with an effective dose of UV light in a flow-through apparatus.

BACKGROUND OF THE INVENTION

[002] Effective inactivation of pathogens In medical products has been a public
health concern since it was discovered that previously unknown diseases can be
spread quickly through the administration of- therapias. Therefore, biotechnological
products are coming under increasingly stringoht standards intended to decrease the
risk of transmiiting agenis by their use. Potentlal contaminants not only are a
problem in the manufacture of blood products but also in the praduction of safe
vaccines. '

[003] One of the most critical ateps In the production of vaccines against pathogens,
in particular viral vaccines, I8 viral inactivation. In the case of virus inactivation,
formalin is the most frequently used inactivating agent in the manufacture of
vaccines. The formalin inactivation step has been validated with established
analytica! procedures. However, the introduction of highly stringent quality control
tests such as mammalian cell culture tests, e.g., the Vero safety test, has
demonstrated evidence of residual infectivity In some cases. In an effort to eliminate
this residual Infectivity mechanical disruption of aggrogaies and/or filtration tumed
out to be unsuccessful.
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[004] As an altemnative to formalin treatment, UV inactivation has been considered
for integration into the manufacturing process. The use of ultraviolet irridation-
inactivation for human vaccines has been demonstrated before. Milzer et al. (Am. J.
Pub. Health (1954) 44:26-33) and Wolf et al. (JAMA (1956} 161:775-81) have
reported on immunogenicity results from studies In humans where they used UV
inactivated poliomyelitls vaccine. Pollovirus Is an unenveloped plicornavirus, ‘with a
positive single stranded RNA genome in a single segment. As the viral genomae Is
more susceptible to UV-damage than viral surface antigens, in the case of polio te
viral capsid proteins, UV-inactivation was shown to have little negative effect on the
blochemical characteristics or immunogenicity- of the product. The targets for UV
Inactivation are prima-rily nucleic acids in- contrast o proteins which are targeted by
formalin. By combining formalin and UV-inactivation, scientists tried 1o overcoms the
limitations of isolated UV-inactivation or formalin-inactivation, respectively, when
inactivating the particularly resllient poliovirus. .Soe. e.g., McLean, et al., "
Experiences in the Production of Poliovirus Vaccines,” Prog. Med. Virol., vol 1, pp.
122-164 (1958.)

[005) UV -radiation technologies have a broad application range in food,
phamaceutical, cosmetics and beverage industry, and drinking water. UV
disinfection is a physico-chemical process, wherein covalent bonds of the cyclic
molecules of the purine and pyrimidine bases are disrupted by the excitation energy
of the UV wavelength radiation, damaging the nucleic acids and the genetic
information that they encode. Mlcroorgénlsms such as bacteria and yeasts, etc., as

- well as viruses that are exposed to effective UVC (100 to 280 nm) radiation are

inactivated within seconds. Consequently, successful disinfection depends on the
reduction-equivalent Iradiation dose. The mean microbicidel irradiation dose
expressed in J/m? is measured In the iradlation zone using a biodosimeter. However,
UV-inactivation alone Is not sultable for producing safe and effective vaccine.

[006] Taylor et al. (J. immunol. (1957) 79:265-75) describe the inactivation of
pollomyelitis virus with a formalin and ultraviolet combination. Moiner et al. (Am. J.
Pub. Health (1958) 48:500-8) describe the formation of a measurable level of
circulating antibodies in the blood of subjects vaccinated with ultraviolet-formalin
inactivated polyomyelitis vaccine. Truffelli et al. (Appl. Microblol. (1867) 15:518-27)

=
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report on the inactivation of Adenovirus and Simian Virus 40 Tumorigenicty in
hamsters by a three stage inactivation proceas consisting of formatin, UV light and B-

propiolactone. Miyamae (Microbiol. Immunol. (1986) 30:213-23) describes the.

preparation of immunogens of Sendai virus by a treatment with UV rays and formalin.
None of the concepts described above has ever been adopted for general use in
vaccine production, although there has been an ever-present need for the production
 of safe and efficaclous vaccines on an Industrial scaie. In addition, none of the cited
studies employed a safety test for determining the residual infectivity of the
“Inactivated viruses” that is as sensitive as the Vero safety test used in the present
study.

[007] ‘ Surprisingly, the inventors have found that a comblnation of formalin and UV
inactivation steps can be utllized to fully inactivate virus in a bulk virus production in a
high-volume throughput system for the manufacture of inactivated virus for vaccine
preparation on an Industrial scale. This has aiso been shown with a high-titer
concentrated viral preparation as used in the examples, where no rasidual viral
activity Is detected using the very sensitive Vero cell cutture test. The inventors have
also surprisingly demonstrated that this method works particularly well for envelaped
viruses, such as orthomyxoviruses, as compared to the unenveloped viruses, such
as the polio: picomavirus. This discovery has important Implications for the rapid
production of safe, highly Immunogenic vaccines for emerging and rapidly changing
viral diseases such as interpandemic and pandemic influenza strains.

R
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SUMMARY OF THE INVENTION

[008] It is an object of the present invention to provide a method which allows a
highly efficient and safe inactivation of a virus contained In a sample while retaining
high antigenicity and immunogenicity of the inactivated virus. Particularly, the method
of the present invention utiiizes a formalin inactivation step in concert with a UV
inactivation step in a high-volume throughput system to produce high-antigen
content, safe bulk viral preparation for use in vaccine manufacture. '

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

[009] According to one aspect of the invention, tﬁa object is solved by pmvidlﬁg a
method for Inactivating a virus contained In a sample, comprising the steps .of (1)
treating the sample with an effective concentration of formalin, and (fl) subjecting the
sample with an effective dose of UV light in a flow-through apparatus, wherein step
(1) is performed prior to step (ll) or vice versa. Prafarab!y. the flow rate of the sample
through the apparatus is from about 50 litres per hour to about 1000 litres per hour.

[010] in another preferred aspect of the method for Inactivating the virus to be
Inactivated Is an enveloped virus or an enveloped RNA virus, respectively, and the
enveloped virus or the enveloped RNA virus, respectively, is wholly inactivated.

[011] According to another aspect it is provided a meﬂ\od_for inactivating'a virus
contalned In a sample, comprising the steps of (i) treating the sample with an
effective concentration of formalin, and (ll) subjecting the sample with an effective
dose of UV light in a flow-through apparatus comprising a UV lamp and a thin layer
chamber in the apparatus that is substantially perpendicular to the diameter of the
UV lamp, wherein step (i) is performed prior to step (ii) or vice versa, wherein the
sample is passed through the thin layer chamber of the apparatus in step (ii).

[012] In a preferred embodiment of the invention the sample Is treated with an
effective dosae of UV light in a flow-through apparatus after it has been treated with
an effective concentration of formalin. Although the inventors are not bound by any
theory, it is thought that the cross-linking -effects of the formalin on the surface
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molecules of the virion stabillzes the virus for the rigors of the high-volume fluld
dynamics of the UV inactivation ﬂow-mrougl'i apparatus,

[013] The method of inactivating according to the invention Is effective and safe as
has been demonstrated in Example 2 and 4 (A). Moreover, the method of inactivating

allows producing vaccines with high antigenicity and Immunogenicity which eliclt a.

protective immune response as shown in Example 4 (B).

[014] The term "sample” as used herein includes any sample containing a pathogen
or a part thereof such as any fluids, e.g. blological fluids or solutions originating from
a cell culture process for preparing biological, medical, or pharmaceutical products
such as blood pm&uds or vaccines. It 'may be a sample comprising a biological fluid,
such as blood or piasma. it may aiso be a fluid containing harvested components of
a cell culture (e.g.. cell or culture media fraction of the culture). In a preferred
embodiment the sample Is a fluid used in the manufacture of a therapeutic agent e.g.
in the production of a vaccine, in which the inactivated virus or a portion thereof is the
therapeutic agent. In particularly preferred ' embodiments, cell components are
separated from the sample prior to the inactivation method, for example by filtration
or centrifugation.

[015] In a preferred embodiment of the present application the virus is produced from
a harvest of a cell culture, consisting of the supematant and the cells, which is further
used for the preparation of a medical product, e.g. a vaccine. in a further
embodiment of the present invention the cells of said cell culture have been infectad
with the pathogen. The cells may be primary celis or any cultured cell line suitable for
producing the virus. Examples of celis which may be used Include mammalian cells
(e.g., CHO, BHK, VERO, HELA celis), avian cells (e.g, chicken embryo fibroblasts, or
continuous cell lines from an avian) and insect celis (e.g,. Sf9 cells.) In preferred
embodiments of the invention, the cells and cell debris from the cell culture
production of the viral bulk are separated from the viral bulk prior to the chemical
(formalin) inactivation step and/or the UV imadiation inactivation step.

[016] In the present invention, the viruses to be inactivated are enveloped or
unenveioped DNA or RNA viruses, with single or double(DNA) stranded genomes,

18
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sense or anitisense, continuous or segmented. The viruses may be selected from the
group consisting of baculoviruses, poxviruses, adenoviruses, papovaviruses,
parvoviruses, hepadnaviruses, coronaviruses, flaviviruses, togaviruses, astroviruses,
picomaviruses, retroviruses, orthomyxoviruses, filoviruses, paramyxoviruses,
rhabdoviruses, arenaviruses, and bunyaviruses. In preferred embodiments of the
invention, the viruses are selected from the group of enveloped virusos; Includlng.
flaviviruses, togaviruses, retroviruses, corénavlruses. filoviruses, rhabdoviruses,
bunyaviruses, orthomyxoviruses, paramyxoviruses, arenaviruses, hepadnaviruses,
herpesviruses, and poxviruses. As demonstrated in Examples 6 and 7, the
inactivation methods of the lnve_ntion are particularly effective on enveloped viruses

such as influenza and Ross River viruses, ‘as compared to unenveloped polio and

adenoviruses. In other preferred embodiments of the invention, the viruses are
gelected from the group of enveloped RNA viruses, including, flaviviruses,
togaviruses, retroviruses, coronaviruses, ﬁlowusas. rhabdoviruses, bunyaviruses,
orthomyxoviruses, paramyxoviruses, and arona\nmaes In one particularly preferred
embodiment, the virus is selected from the orthomyxoviruses, for example, an
influenza virus strain: influenza virus stralns may have varying combinations of
hemaglutianin and neuraminidase surface proteina. In another particularly preferred
aexample, the virus Is selected from the togaviruses, for example an alphavirus such

as the Ross River Virus (RRV.) Anolhar prefarred group of viruses for use as the -

bulk viral solution are the coronaviruses, including the virus assoclated with Severe
Acute- Respiratory Syndrome (SARS). Another group of preferred viruses are the
flaviviruses, including Japanese Encephalitis, tick bome encephalltis (TBE), Dengue
fever virus, yellow fevers virus, and hemorrrhagic fever virus. Another preferred group
of viruses are the poxviruses, including orthopoxviruses (such as vaccinia or modified
vaccinia Ankara viruses), and avipoxviruses.

[017] Parts of an inactivated viral pathogen are also encompassed by the present
invention. In a preferred embodiment of the present application said parts can serve
as an epltope in an immunogen. This epitope may be used to elicit an Immune
response against the pathogen. In a preferred embodiment of the present application
parts of a pathogen are used as a vaccine against the pathogen. In an especially
preferred embodiment said parts of a pathogen are spiit virions, which my be
inactivated before or after being spiit.

2\
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. [018] Within the meaning of the present Invention the method of Inactivating
according to the Invention is considered safe, or wholly inMd. when the
inactivated virus produced using the method passes a mammalian cell culture test,
for example, the safety test deacribed in detail in Example 2. As demonstrated these
tests are more sensitive than the other tests utilized, e.g, the egg test. Preferred
pass/fall criteria of the safety test are detalied in Example 1 and 2.

[019] In a preferred embodiment of the present application the virus titer reduction
due to the Inactivation of the virus in the sample Is at least about 1 x 10, In @ more,
preferred embodiment, at least about 1 x 107 in a more preferred embodiment at
least about 1 x 10'°, and in a most preferred embodiment at least about 1 x 10™, .

[020] In a preferred embodiment of the present Invention, the sample is treated with
an effective concentration of formalin for about 12 to about 86 hours. In more
preferred embodiments, the sample is treated with an effective concentration of
formalin for about 24 to about 48 hours, and more preferably for about 24 to about
30 hours. ' : : '

[021] In an especially preferred embodiment of the present invention, the sample is
treated with an effective concentration of formalin for about 24 to about 24.5 hours.

[022] In a further embodiment the step of treating the sample with an effective
concentration of formalin Is camled out at about 10 o about 40 °C. In an especlally
preferred embodiment of the present application the step of treating the sample with
an effective concentration of formalin Is carrled out at about 32 °C.

[023] A preferred embodiment of the present invention Includes the treatment of the
sample with an effective concentration of formalin, wherein the effective
concentration of formalin ranges- préferably from about 0.01% to about 1% (w/w),
preferably from about 0.01% to about 0.1% more preferably between about 0.025 %
and about 0.1% which comresponds to about 82 mg/ and about 368 mg/l formalin
respectively when using a 37% formalin solution for adjusting the effective
concentration,
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- [024) In the present application the term "UV light" means uitraviclet radiation having
a wavelength of 100 to 400 nm. The UV light may be selected from the group
consisting of UVC (100 to 280 nm), UVB (280 to 320 nm), and UVA (320 to 400 nm).
Photosensitizing agents like those which intercalate Into the DNA and are activated
by UV light, e.g. psoralens, may be used to enhance the inactivating effect of the UV
radiation. In a preferred embodiment of the present Invention the UV light is UVC
having a wavelength of about 100 to about 280 nm. In a more preferred embodiment
of the present invention the UV light has a wavelength from about 240 to about 260
nm. In an especially preferrad embodiment of the present invention about 85% or
more of the UV light have a wévolen'gth of about 264 nm.

[025] The UV light emission may be a continuous form of UV light emission, e.g.
mercury lamp technology, or puised UV light, e.g. monochromatic laser technology.
The desired UV Intensity may be generated by combining two or more lamps. In a
preferred embodiment the UV light Is emiited continuously by a lamp of about 110
" W. In a preferred embodiment illustrated In the examples, the UV lamp has a length
.of about one meter, as does the lamp used in the examples (950 mm.) '

[026] The subject matter of the invention encompasses any effective dose of UV
light, l.e. any dose of UV light which safely inactivates a given virus when combined
with a formalin treatment as described above. The effective dose may depend on a
variety of factors which are generally known In the field, e.g. the physical paramaeters
of the UV Inactivation chambers such as size and diameter of the lamp and the
chamber, distance between the virus containing medium and the UV light source,
light absorption and reflection properties of the material of the chamber. By the same
token, the wavelength and Intensity of the UVC light as well as the contact time the
virus is exposed to the UV light is also critical for the effective dose. Furthermore, the
effective dose is also influenced by the virue itself, the medium containing the virus
and thelr light absorption properties. Preferably, the effective dose is sufficient for
killing at least 89.98% of virus contained in the sample, more preferably inactivating
the virus to a level where no active virus is detected in a mammalian cell culture test,
preferably the test according to Exampie 2, or wholly inactivated. in a preferred
embodiment using UVC light a sample contalning the virus is exposed to an effective
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dose ranging from about 5 to about 200 mJ/cm® In a preferred embodiment the
effactive dose Is in the range of about 20 to about 100 mJ/cm?, and In other preferred
embodiments the effective dose in the range of about 40 to about 90 mJ/cm?. As a
comparison, the effective dose for killing 99.99% of pathogens present In drinking
water is about > 40 mJ/cm”. In a preferred embodiment, the effective dose reduces
an intial virus titer by 1 x 10%. In bulk vaccine Inactivation, the effective dose should
be sufficient to eliminate any residual live virus which may be present after the initial
chemical (formalin) inactivation step. As lllustrated in the exampiles, this may be
determined by very sensitive mammalian cell culture infection tests, such as the Vero
cell culture test described. |

[027] Further preferred embodiments of the Inventlon and in parhcular of the UV light
chamber are provided in the examples.

[028] In & further preferred embodiment of the present invention the contact time of
the sample with the UV light Is in the range of about 1 to about 20 seconds,
preferably from about 1.4 to about 14 seconds. The contact time is preferably
calculated based on a sample which is approximately 1 mm thick along the tangent
to the light source, and the wattage of the UV lamp of about 110 W. As one of skill in
the art will appreclate, thicker sample depths and lesser energy (wattage) light
sources would Increase the exposure time and vice versa. In a more preferred
embodiment of the present appiication the contact time of the sample with the UV
light Is about 1.4 to about 7 seconds and In an especially preferred embodiment of
the present application the contact time of the sample with the UV light Is about 2.8
to about 4.2 seconds.

[028] In order to test whether a given set-up of the method according to the invention
employing a given UV light dose effectively inactivates a pathogen according to the
invention, one should test the Inactivated virus for residual viral activity. This may be
accomplished by using a mammallan cell culture test, for example the Vero sefety
test preferably applying the criteria detalled in Examples 1 and 2.

A
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[030] According to the present in\_fantlon the treatment of the sample with ah effective
dose of UV light is carried out in a flow-through apparatus, preferably as specified in
Table 1 and Fig. 1.

[031] In a preferrad embodiment of the present invention the flow-through apparatus
contains a thin layer chamber. The minimum thickness of the chamber should allow
sufficlent flow of the bulk viral solution to allow for reasonable swift processing, and
to prevent the disruption of virus for whole inactivated virus vaccines. Thus,
preferably, the thin layer s at least about 0.1 mm thick for the pmduciion of whole
Inactivated virus. Also, due to the absorbance of the UV radiation by the bulk viral

solution, and the need to ensure sufficient irradiation of all virus in the solution, the -

maximum thickness -should not allow any virion to pass through the apparatus
without being sufficiently Iradlated. Thus, the thin layer should' not be thicker than
about 1 cm thick. The thin laysr is preferably from 0.5 mm to 3 mm thick, and more
preferably about 1 mm so that the maximum distance between the UV lamp and the
palhogon'to be inactivated Is less than about 1 mm. Altematively, the sample may be
passed through the lamp parallel to the length of the lamp, so that the sample Is
irradiated from the outer diameter, rather than the Inner diamater, of the sample
chamber. Similarly, a lamp within a' sample chambar within a lamp (or circle of
lamps) could be used as a configuration, iradiating the sample chamber from both
the internal and extemnal dlameters. In addition, the chamber is preferably designed
so that the flow of the sample through the chamber Is not strictly laminar, but rather is
turbid. This will assist in mixing the virus through the sample medium,. ensuring even
exposure to the UV radlation.

[032] In another preferred embodiment of the present application the flow-through-

apparatus contains an UV inactivation chamber, wherein the UV lamp has a dlameter
of about 30 mm and the chamber surmounding the UV lamp through which the
sample flows has a dlameter of about 32 mm. in a preferred embodiment of the
present application the chamber has a total volume of about 82 ml.

[033] The sample to be imadlated can be passed through the apparatus. Ina
preferred embodiment the sample is cocled while passing the UV Imradlation
chamber. In a further preferred embodiment of the present invention the sample
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passing the UV iradiation chamber has a temperature of about 2 to about 32°C,
more preferably of about 2 to about 8°C. '

[034] Preferably, the flow-rate of the sample in the flow-through apparatus is in the
range from about 50 to about 1000 litres per hour, more preferably about 230 to
about 480 Iitres. In an especlally preferred embodiment flow-rate of the sample in the
flow-apparatus Is in the range from about 230 to about 250 fitres per hour, more
preferably about 240 litres per hour. These preferred fiow rates, exemplified in the
examples, allow for the economical large scale UV processing of the bulk viral
solution.

[035] In & preferred embodiment, the contact time depends on the length of the
sample chamber in which the sample is exposed to the UV radiation, and the flow
rate of the sample through the chamber. Thus, the effective dose which can be
simply adjusted by increasing the number of UV-lamps arranged In the flow-through
apparatus, increasing the effective length of the sample chamber exposed to UV
radlation. Altematively, using a same number of longer lamp-chambers will increase
the effective dose; as using a larger number of shorter lamp-chambers may be
etiuivalent to the same effective dose. '

[038] In a further preferred embodiment of the present application the step of
subjecting the sample to an effective dose of UV light In a flow-through apparatus is
repeated in a cyclic or serial manner. It may be repeated for about 2 to about 10
times. In a preferred embodiment of the present application the step of subjecting the
sample io an effective dose of UV light In a flow-through apparatus Is repeated for
about 2 to about 5 times and in a more prefered embodiment of the present
application it is repeated for about 2 to about 3 times. An added benefit to using
muiltiple lamp chambers In serial, or recirculated flow through the same lamp, is that
the sample may be more thoroughly mixed between chambers or cycies to ensure
even exposure of the virus to the UV radiation.

[037] After the virus in the sample has been inactivated, the inactivated virus may
then be purified for use In various applications, Including vaccine and other
phamaceutical compositions. According to another preferred embodiment of the
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invention, the method of inactivation further comprises a step of purifying the
inactivated virus In the sample to pharmaceutical purity and formulating the purified
virus into a pharmaceutical composition for used as a vaccine. Purification may be
accomplished by means known in the art, including, but not limited to, filtration or
diaflitration, chromatography (e.g.., size exclusion, lon exchange, immunoaffinity, and
the like,) or centrifugation. Alternatively, the virus may be punﬂed prior to Inactivation
by the methods of the invention.

[038] According to another preferred embodiment of the invention, the method of
inactivation further comprises a purification step, i.e the sample is subjected to a
purification step to‘rgmva'ipeldual formalin in the sample. Such purification is useful
if levels of formalin remain which are higher than phamaceutically acceptable levels.
The inactivated virus, after optional purification steps, may then be formulated into a
pharmaceutical composition. Formulations may optionally Iinclude carriers (e.g.,
physiological saline or buffers), excipients, stabilizers (e.g., albumin, saccharides,
and/or amino acids,) salts, and/or adjuvants (e.g., alum). Altematively, the inactivated
vius may be further modified for- pharmaceutical use, e.g., by encapsulation in

liposomes.

[038] The present invention will- be further illustrated in the following examples,
without any limitation thereto. Having described the invention in detall, it wil be
apparent that modifications and variations are possible wIlhout departlng the scope
of the invention doﬁned in the appended claims. . .

FIGURES

[040] Flgure 1 shows an UV. thin layer chamber which may be used for the UV
inactivation step of the present invention.

[041) Figure 2 shows an UV Inactivation system equipped with an UV sensor. The
UV sensor and flowmeter are optional features. In a further embodiment of the
present application the pump and/or the flowmeter may be installed at the outlet
tube.

UT
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[042] Figure 3 shows an UV inactivation system utlizing several UV thin layer
chambers (UV reactor) connected to each other for the repeated subjecting of the
sample to an effective dose of UV light in a flow-through apparatus. The number of
UV thin layer chambers may vary between about 2 and about 10. The UV sensor and
flowmeter are optional features. in a further embodiment of the present application
the pump and/or the flowmeter may be installed at the outlet tube. A continuous UV

" generator with serlally connected Inactivation chambers may be used In a large scale

manufacturing process, thus allowing high throughput of a sample.
EXAMPLES

Example 1: Principle of the standard egg safety test

[043] A standard egg safety test was used to test for residual Infectivity of inactivated

Influenza strains. A monovalent bulk product, i.e. a purified virus antigen after

* sucrose gradient centrifugation and uttra-diafiltration, is Injected into 10 eggs (0.2

mi/egg). After incubating for 3 days at 32°C, the eggs are harvested, pooled, and
again injected into 10 eggs (0.2 mi/egg). After another incubation step for 3 days at
32°C, the egge-are harvested, pooled, and tested for hemagglutinin (HA).

[044] The HA-test is based on the fact that Influeriza viruses can bind erythrocytes
using their surface protein hemagglutinin. The test is caried out '_in sterile
environment. A suspension of Influenza viruses with a defined HA titer serves as a
positive control and'a 0.8% NaCl solution serves as a negative control. 50 i of a 1:2
dilution in 0.9% NaCl of a sample to be tested are given Into cne well of a 96-well
plate. To each well 50 pl of a solution containing chicken erythrocytes is added.
Subsequently, the plates are incubated for 30 to 45 minutes at room temperature.
Then the hemagglutination is visually determined, wherein, if five wells containing
the same sample do not show any hemagglutination, the sample passed the HA test.

Example 2: Principle of the standard Vero safety test

[045] The standard Vero safety test is a highly stringent quality test for the residual
infectivity of Inactivated influenza strains. The test is also applicabie to other viruses.

12
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A monovalent bulk product, Le. purifled virus antigen after §uaose gradient
centrifugation and ultra-diafiltration, is added to 5 Roux flasks (4 mifiask). After
incubating for 7 days at 32°C In Vero culture medium, the cell cultures are harvested,
pooled and added to 5 Roux flasks (10 mifflask). After another incubation step for 7
days at 32°C, the cell cultures are harvested, pooled, and tested for hemagglutinin
(HA) as described in Example 1.

Example 3: Formalin Inactivation

[048] The first inactivation step with formalin is camied out on a cell-free, infectious
monovalent virus harvest, i.e. a bioreactor harvest after clarification via
centrifugation. After the collection at 30 to 34°C the monovalent virus harvest is
treated with about 0.9 to about 1.1 U/ml Benzonase at 30 to 34°C for 4 to 8 hours.
“Then It is treated with < 82 mg/l formaiin for 24 to 24.5 hours at 32 + 2 hours.

Example 4: Inactivation experiments with a 65 Watt UV lamp

[047] A number of inactivation experiments with formalin-inactivated viruses are
carried out using an inactivation chamber with a 65 W UV lamp and a thin layer
chamber. Although full inactivation of monovalent virus harvest can be demonstrated
when using flow rates of 100 liter per hour for three cycles, this setup did not allow
the ori-ine measurement of the UV signal. The Vero cell culture medium used for
" Influenza production contains various organic compounds being responsible for
absorption of the UV signal. Therefore, the system, is equipped with a 110 W lamp
allowing a continuous monitoring of the UV signal during monovalent virus harvest
treatment.

Example 53: Inactivation experiments with a 110 Watt UV lamp

[048] Formalin treated monovalent Influenza Panama harvest is used as a model
substrate for the inactivation studies. For continuous Inactivation with thin layer UV
technology a8 WEDECO VISA system (Germany) equipped with a VISA lamp (110
W/4 V) is used. The UV thin layer chamber Is a stainless steel 1.4435 device with a
30 mm diameter quartz tube (cf. Table 1). A calibrated UV sensor allows on-ine
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control of the UV signal. The UV thin layer chamber Is operated at a flow rate of 240
+ 10 Iiter per hour at amblent temperature. The flow rate conditions are controlled by

a callbrated flowmeter (cf. Fig. 2).

Characteristics of the UV inactivation chamber.
UV lamp 110W
length of lamp 950 mm
& UV lamp 30 mm
@ chamber surrounding the UV lamp 32 mm
thin layer ] 1mm
total volume / chamber 92 ml
contact time / chamber 1.4 seconds

[048] The monovalent harvest Is exposed to 10 UV cycles. After each cycle 20 liter of
the UV treated monovalent harvest Is removed and further purified by sucrose
gradient purification using continuous ultracentrifugation conditions with an extended
42% sucroso gradient in 20 mM Tris-buffer and a defined purified monovalent
harvest (PMVH) from 48% to 38% sucrose using a Sorvall CC40 centrifuge without
preciartfier (Hitachi Koki Co, LTD., Tokyo, Japan).
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Table 2
Overview of ultracentrifugation runs of formalin and UV treated Influenza Panama.
Ultracentrifugation Run Inactivation Conditions
UZ-INF-45-03 no UV
UZ-INF-48-03 240 Vhour, 1 cycle
UZ-INF-52-03 240 Uhour, 2 cycles
UZ-INF-51-03 240 Uhour, 3 cycles
UZ-INF-50-03 240 U/hour, 4 cycles
UZ-INF-49-03 240 Vhour, 5 cycles
UZ-INF-58-03 240 Vhour, 7 cycles
'- UZ-INF-57-03 240 Uhour, 10 cycles

[050] Influenza antigen yield and purity are compared based on hemagglutinin
content (HA), total protein and Vero-protein (host cell protein). The purified virus is
compared on the basis of the HA/protein ratio, host cell protein/HA ration and virus
safety (cf. Table 3). For all UV treated harvests no viral growth can be detected. In
contrast, purified virus derived from standard formalin inactivation process (_nd uv

radiation applied) can be amplified in Vero cell culture. Although a sfight reduction In

the HA/protein ratic can be seen after cycle 7 and 10, no significant difference of
formalin and double Inactivated product is detected with respect to antigen purity
measured as HA/proteln and host cell protéinll-lA ratio.

Ed
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Sucrose gradient purified Panama virus after formalin and UV treatment.
Comparison of HA/protein ratio, host cell protein/HA ratio and safely after 0 to 10 UV

cycles.
Numberof UV | Contact Time |HA/Protein ratio Host cell Vero safety
Cycles " (8) . protein/HA ratio

0 0 (no UV) 0.85 0.04 failed

1 14 1.09 0.04 passed

2 28 0.88 0.04 passad

3 42 0.01 0.04 passed

5 - 7.0 0.83 0.04 passed

7 0.8 0.60 0.02 passed
10 14 0.58 0.03 passed

[051] Further studies are camled out to characterize the effect of UV inactivation n
antigenicity and immunogenicity in'guinea pigs and mice by hemaggiutinin inhibition

(HAI) analysls.

(B) Antigenicity

[052) Antigenicity is analysed by HAl assay against Panama, specific antisera.
Although increased UV contact ime results in slight loss of HA, no negative effect is
shown for the HAI titer (cf. Table 4).
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Table 4 -
Sucrose gradlent purified Panama virus after formalin and UV treatment.
Comparison of antigenicity based on HA and HAI titer with Panama specific antisera

after 0 to 10 UV cycles.

Number of UV Contact Time (s) HA HAI

Cycles (pg/mi) titer

0 0 (no UV) 211 640

1 14 209 640

2 28 200 840

3 42 106 640

5 70 _ -191 640

7 0.8 177 " 640

10 14 154 . 640
mun

[053] immunogenicity Is analysed by immunizing gulnea pigs and mice with different
aliquots of the Purified Monovalent Virus Harvests followed by a booster three weeks
after the first immunization. The sera of the Immunized animals are collected and
pooled after three and six weeks and analysed by HAl assay agélnst egg-derived
and Vero-derived antigens. Immunogeniclty tested in guinea pigs and mice after 3
. and 8 weeks give very promising results, no significant difference can be seen for the
double inactivated virus versus standard formalin treated virus (cf. Table 5).
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Sucrose gradient purified Panama virus after formalin and UV treatment (0 to 10
cycles). Comparison of the immunogenicity tested in guinea pigs and mice. A) after 3
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weeks, B) after 6 weeks. HAI with egg- and Vero-derived Influenza antigen.

A
Number of Contact Guinea pigs Mice
UVCycles | Time (s) HAI titer after 3 weeks HAI titer after 3 weeks
Egg Vero Egg Vero
0 0 (no UV) 160 320 320 1280
1° 14 160 320 320 1280
2 28 160 640 320 - - 1280
3 42 160" 320 320 1280
5 7.0 160 320 320 1280
7 2.8 160 320 320 1280
10 14 160 640 320 1280
control - 40 20 80 80
B
Number of Contact Guinea pigs Mice
UV Cycles Time (s) MAl titer after 6 weeks HAI titer after 6 weeks
(Booster) {Booster)
Egg Vero Egg Vero °
) 0(no UV) 1280 1280 1280 2560
1 14 1280 2560 640 1280
2 2.8 . 1280 1280 840 1280
3 42 640 1280 1280 2560
5 7.0 1280 2560 1280 2560
7 9.8 640 1280 1280 2580
10 14 1280 2560 1280 2560
control - 160 a0 160 . 40

3
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{054] The resuits summarized In Taﬁle 4 and Table 5 show that the UV treatment
does not result in significant differences in HAI titers demonstrating that the
antigenicity and thus immunogenicity of the product is not affected.

[055] In all double Inactivation experiments total safety can be demonstrated even
after 1 cycle of UV treatment. The detalled investigations in laboratory and final scale
de:mnsimled the effectiveness of the UV irradiation step when combined with
formalin tmatmont The immunological chamcterlzauon of the purified virus antigen
after UV treatment ylelds results comparable to those obtalned with non UV
untreated product. No negative effect on the blochemical characteristics nor
immunogenicity of the viral product can be detected.

Example 8: Virus titer reduction with formalin and/or UV inactivation

[056] The virus titer reduction by the combined treatment of the sample with an
effective concentration of formalin and an effective concentration of UV light in a
flow-through apparatus is tested with different viruses. The formalin inactivation was
carried out at 32°C for 24 hours with a final formalin concentration of 0.025% (wv).
The UV inactivation In the flow-through apparatus Is camied out for 3 cycles at a flow
rate of 240 U/hour. The contact time of the sample with the UV light per cycle is 1.4
seconds. '

: Jable 6
Virus titer reduction with formalin and/or UV inactivation.
Virus Virus Type Measured Measured Calculated

Virus Titer Virus Titer Virus Titer
Reduction after | Reduction after | Reduction after
Formalin UV Treatment | Formalin and
Treatment (log | (log reduction) | UV Treatment

reduction) (log reduction)
influenza New | A/H1N1/20/89 >7.4 >7.3 >14.7
Caledonia
Influenza | AH3N2/2007/99 >8.4 >6.7 >15.1

Panama

28
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influenza BI797 >6.7 >7.2 >130
Shangdong
Pollo " Type 1 3.0 — 48 79
Adeno Type 5 3.1 2.5 5.6

[057] The results show that by a combined formalin- and UV- treatment of viruses a
drastic reduction of the respective virus titers is obtained.

Example 7: UVdinactivation of a Ross Rlver Virus (RRV) Candidate Vaccine
[058] Ross River Virus (RRV) Is a mosquito bome alphavirus which causes

disease in humans known as epidemic’ polyarthritis (EPA). Symptoms include
arthritis, particularly in the knees and in the small joints of the hands and feet, often

accompanled by fever, rash and other non-specific constitutional changes. Arthritis

symptoms commonly last 30 — 40 weeks and 25% of patients stlli have reskiual
symptoms 1 year after onset. It.is endemic in Australia, with more than 8000 cases
each year, and throughout the Pacific région. In 1978/80 epidemics of Ross River
Virus infection also occurred In Flji, Samoa, the Cook Islands and New Caledonia.
There is currently no vaccine existing.

RRV

[050] 1200 liter fermenter cultures of microcamier based serum-free Vero cells were
inoculated with Ross River productldn virus. The cultures wém incubated for 3 days
at 37°C. Samples were drawn every day for titration, At day 3, when 100% of the
cells were destroyed by CPE (cytopathic effect) virus was harvested. After separation
of cell debris and microcarriers from the infectious virus harvest and a first filtration
step (1.2 pm/0.2 pm), benzonase was added for degradation of nucleic ackis
(DNA/RNA). Formalin Inactivation was carried out with 0.1% (wh) formalin end
concentration for eight days. A second and a third fiitration step were carried out after
two hours and 24 hours, respectively. Benzonase was added a second time at 24
hours for removal of residual nuclelc acids. Samples were drawn for virus titration =
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" tissue culture infectious dose 50 (TCIDs/ml) in Vero cells -and gafety tests on C6-36
cells and Vero cells according to Table 7.

[080] One day after inoculation of a 1200 liter fermenter with RRV, a virus titer of log
TCIDso/mi of 5.8 could be demonstrated, which rose to 7.8 (day 2), 8.1 (day 3 before
harvest) and 8.0 after virus harvest. After separation, first filtration and benzonase
addltion, virus titers dropped fo 75 7.2, and 7.4, respectivaly. After formalin addition,
titers were determined after removal of the cytotoxic formalin suspension by
centrifugation and rasuspaﬁslon of the virus pellet (Table 7, column: TCIDsy/mi TL
100). 15 minutes after. formalin was added to the virus harvest, titers dropped
dramatically to 1.8. 12 h after formalin Inactivation, no more virus titer could be
demonstrated. '

[061] 24 hours after onset of formalin Inactivation samples ‘were submitted to safety
tests on C6-36 cells and Vero cells. Whereas after 24 h and 26 h after Inactivation 1
positive. (CPE) and 4 negative samples could be demonstrated on Vero colls, 4
positive and 1 negative sample were obtained wlth ﬂw much more sensitive C6-38
cell line. From day 2 onwards, all samples were negative on Vero cells. The C8-36
cell line still showed CPE with 1 sample on days 2 and 3, and 4 negative samples,
respectively. On days 4 and 5 all samples tested negative on C6-38 cells, but on
days 6 and 7 one sample agaln showed CPE. After day 8 no more posltive samples
coud be shown on nether Vero cells nor C8-38 _ cells.

A7



Table 7 Safety Results of a Ross River Virus Harvest of a 1200 Liter Fermenter

[Bamgle TCDw/ml | TCDx/mI Safety Safety
TL100 C8-38 Vero
infection day 1 58 nd nd nd
Infection day 2 73 nd nd nd
‘infection day 3 1] nd nd nd
Harvest 80 nd nd nd
[ after Separator 78 nd nd ng
[after 1 Fitration (1.2 pam / 0.2 ym) 72 nd [Y] nd
afior Banzonase addition 74 nd nd nd
[Formatin O h (15 minutes) nd 18 nd nd
[ Formaiin 1 h nd 14 nd nd
Formain 2 h (before 2. fitraton) nd 14 nd nd
[Formatin 3 h (after 2 fitration) nd 17 nd nd
Formaln 6 h nd. 11 nd nd
[Formalin 12 h nd. <02 na. nd.
[Formatin 18 h nd <02 nd nd
Formatin 24 h (before 3 filr before 2 Benzonase add ) nd <0.2 4positive 1 nagative 1positive 4 negative
Formalin 26 h (alter 3 Filr afier 2 Benzonase 8dd ) nd <02 A positive 1 negative 1positive 4 negative
Formalin day 2 nd <02 1positive 4 negative S negative
Formadin dary 3 nd <02 1 positive 4 negative B negative
Formaiin day 4 nd <02 5 nagative S negative
[Formalin day 5 nd <02 S negative S negative
Formallin day 6 nd <02 1 positive 4 negative 5 negative
Formalin day 7 nd. <02 1positive 4 negative 3 negative
| Formaiin day 8 nd <02 S negative S nogative

38
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. [062] The results of the above mentioned safety tests raised suspicion, that genomic
RRV RNA might be released during the inactivation procedure. This in tum couid
lead to incorporation of genomic RRV RNA Into the respective cells. Although
benzonase treatment.shoukd lead to complete degradation of RNA, liposome
formation or other mechanisms like masking of the genomic RRV RNA with protein
debris, could explain the escape strategy of intact RNA.

{083] RRV genomic RNA was Isolated from gradient purified virions. Via RT-PCR the
number of particle equivalents could be determined. In a first experiment (Table 8,
No. 1) particle equivalents. (genomic RNA) were diluted in tenfold stepe In both
transfection medium (l.e. transfection) and regular medium (l.e. infection). With both
mixtures C8-36 cells and Vero cells were inoculated. After a medium exchange, cell
cuttures were incubated for several days. Samplee of the respective supematants
were used for virus titration and HA determination. Infection experiments with
genomic RNA were carled out several times (Table 8, No's. 1-5).

[064] The transfection experiments showsd positive results in TCIDg on both C8-36
cells and Vero ceils. Vero cell supematants also exhibited HA-Titers. The infection of
Vero cells with a high number of particle equivalents (10‘) showed a virus titer of 6,8
log TCIDso/mi and- had an HA-titer of 128, but failed to infect C8-36 cells. Another
infection experiment with genomic RRV RNA (No. 4) resulted In both Infected C6-38
cells and Vero oells.' with titers of 8.4 and 6.6 log TCIDso/mi, respectively. infection
attemps 2, 3 and 5 gave no positive resuits on Vero cells. Infection attempt No.3
gave a low titer of 1.6 log TCIDso/mi on C8-36 celis. '

[065] Although not all attempts to infect cells with pure genomic RRV RNA showed
posltive results, it seems that genomic RNA at high concentrations Is capable to
Infect cells randomly. All experiments using a liposomic transfection reagent showed
positive results. Hence, protein masking of RNA or liposome formation mechanisms
will explain the positive safety tests after formalin inactivaion and benzonase
degradation of free DNA/RNA in Table 7.



®
Table 8
Transfection and Infection Expenments with RRV RNA
No | Sample RNA-Transfection (DMRIE-C) RNA-infection
Infect. PA" C6-36 Vero C6-36 Vero
log TCIDsg HA |logTCIDx| HA log TCIDx |log TCIDs| HA
1 1x10° ~ 74 neg 71 128 02 68 128
1x10° 55 neg 71 64 02 neg nd
RNA-1 1x1 76 neg 72 128 02 neg nd
1x10° 52 neg 56 128
1x10° 02 neg 02 neg
2 | RNAT | 1x10° 02 02 nd
3 | RNA1 | 1x10° 76 nd 46 nd 16 02 nd
4 | RNA2 | 1x1 ~ 72 nd 42 nd 84 66 nd
RNA2 | 1x10° 70 nd 50 nd
5 | RNA2 | 1x10° 02 02 nd

* PA. infectious particle equivalents

nd notdone

-~
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C) Uy- ivation of |

[068] For the above mentioned considerations, small scale experiments were carried
out to inactivate RRV by UV-lrradiation. RRV PV supematants were UV-irradiated for
different amcunts of time with two UV-Intensities: 2.1 mW/cm? (samples 1-10) and
3.3 mW/cm? (samples 11-20). Subsequently, these samples were submitted to virus
fitration, antigen-titration (EIA) and the hemagglutination titer was determined.
Samples, which were Imadiated for more than 3 minutes (No's. 6-10 and 14-18),
were also submitted to safety testing on C8-38 cells (Table 9).

[087] Virus titers dropped after 10 minutes of UV-irradiation from 7.4 Iog TCIngmI
(control sample #1) to 1.5 log TCIngmI with both UV-intensities. Hemagglutlnnhon
remained stabla for 15 minutes at an UV-intensity of 2.1 mWi/cm? with an HA-titer of
9, but dropped to 8 at an UV-intensity of 3.3 mW/cm?. Antigen-titers (EIA) algo
remained stable for 15 minutes of imadiation, within a vange between 840-1280.
Safety tests, camled out with samples imadlated for 3 and 5 minutes at an UV-
intensity of 2.1 mW/cm? (sample No's. 8 and 7), still showed CPE in cell culture and
gave virus titers of 8.2 and 8.8 log TCID=s/mi, respectively. Safety tests, carried out
with samples iradiated for 2, 3 and 5 minutes at the higher UV-intensity of
3.3 mW/cm? (sample No's. 8 and 7), still showed CPE in cell culture and resuited in
virus titers of 8.2, 8.6 and 8.7 log TClDs/ml, respectively. After 10 minutes of
irradiation, all safety tests were negati\'ra.

[068] UV-irradiation at intensities of both 2.1 mW/cm® and 3.3 mW/cm? for more than
10 minutes inactivated RRV preparations completely. Antigenicity, as shown in HA-
and ElA-Tests, remained undamaged at both irediation Intensities for 15 minutes.
After 30 minutes, the antigenicity was affected.



Table 9
UV Inachvation of Infectious Virus
[No Sampie Treatment Time TCiDwm | HA| BIA | UVdntenaity | UV Total | Safety CE38
(ssconds) mWicm® mdicm® TCIDe/mi
[~ 1RRV PVISpSiST/A8 starting material T4 9 | 640 0 nd
[~ 2.RRV PV/SpS/STIANS 4mi 6cm 08 30 A ? | 640 Z1 () nd
3.RRV PV/SpS/57/4/08 4mi 5¢cm 608 60 37 9 | a0 21 128 nd
4RRV PV/SpS/ST/IARS 4m 5cm 908 ] 17 9| a0 21 180 nd.
SRRV PVISpS/57/4/98 4ml Sem 2min 120 18 o | 840 21 252 nd
SRRV PV/SpS/STIANS 4mi,5cm 3min 180 32 9 | 1280 21 an +(82)
TRRV PV/Sp5/57/4/88 4ml Scm Smin 300 15 9 | 1200 21 630 +(8.8)
8.RRV PV/SpS/5TM/8 4mi,5¢cm 10 min 600 15 9 | 1280 21 1260 02)
9.RRV PVISp5/57/4/08 4mi 5cm 16min 200 15 9 | 840 24 1800 02
10.RRV PV/SpS/5T/4/08 4ml 5cm 30min 1800 15 7| 320 21 3arso 02
[~ 11.RRV PV/SpS/5TH/0 4m 3cm 308 0 38 9| 640 33 ) nd
12RRV PV/SpS/5T/4/08 4mi 3cm 60 60 30 9 | e40 33 188 nd
13RRV PV/BpA/STMI0S 4mi 3cm 008 20 17 0| s 33 297 nd
14.RRV PV/SpS/5T/MI06 4mi 3cm 2min 120 22 9| e 33 206 +(82)
15.RRV PV/SpS/5T/4/08 4mi 3cm 3min 180 18 8 | s40 33 504 +(8.8)
16.RRV PV/SpS/57/4/08 4ml, 3cm 5min 300 15 8 | 1280 a3 990 +(67
17.RRV PV/SpS/5T/4/88 4mi 3cm 10min 800 15 8 | 640 33 1980 02
18.RRV PV/Sp5S/57/4/08 4ml 3cm 15min 900 15 7| &40 33 27 ©02)
19.RRV PV/SpS/5T/M/08 4ml 3cm 30 min 1800 15 2| 1% 33 5040 02)
20 positive control T2 9 nd

L
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D) UV-| i n Formalin Ina Fermenter
[068] An aliquot of a formalin treated 1200 liter fermenter virus harvest was UV-
irradiated with 3 cycles at a flow rate of 300 I/h, 3 cycles at 150 /h and 3 cycles at 75
Vh. A second aliquot of a formalin treated 1200 liter fermenter virus harvest was UV-
iradiated with 10 cycles at a flow rate of 300 V/h, but this time after diafiltration, to
remove high concentrations of small remalning proteins. HA-titers, antigen-ElA-titers,
virus titers and safety (CPE) were determined after each run (Table 10).

[070] Virus titers In the first experiment {without diafiltration) dropped after 1 cycle of
UV-iradiation at a flow velocity 150 U/h from 6.13 log TCIDso/ml below the detection
limit. Safety tests also showed no CPE. Howaever, after 3 cycles of UV-iradiation at a
flow rate 150 Uh, safety tests in cell culture showed positive results and were also
posttive In virus titration (8.7 log TCIDso/ml). 3 cycles of UV-imadiation at a flow rate
751h remained negative In both virus titration and safety tests. In the second
experiment safety tests and virus titration remained negative after 5 and more
iradiation cycles. In the first experiment all iradiation doses did not influence HA-
and ElA-titers with 11 and 1:320, respectively. in the second experiment all HA- and
ElA-titers were 10 and 1:320, respectively, with the exception of 6 irradiation cycles,
which resulted in an ElA-titer of 1:640.

[071] Double Inactivation of a fermenter harvest of RRV with formalin and five or
more cycles of UV-madiation at a flow rate of 300 /h Is sufficlent to completely
destroy infectivity without damaging antigenicity.

)



Tabie 10
UV Inactivation of a RRV 1200 Liter Fermenter Harvest.

. HA-Titer | AG-EIA-Tiar aftor CO-30 Passage] _Safety Final Readout!
™ | ™=
FO7-31 Harvest+Formaidehyd starting material (7] 1320 (X} ey
FO7-31 Ultrafiireio ' 1.80 704 +
RV FO7-31 Diaflitrats starting matertal 1 1320 593 reee
F07-31 Harvest+Formalin _1x UV 3000/h 1 1320 2 YT
F07-31 Harvest+ Formafin 2x UV 300Uh 1 1320 &N YY)
FO7-31 Harvest+ Formalin 3xUV 300Wh 1 130 631 YY)
FO7-31 Harvest+ Formalin 1x UV 150Uh 1 1320 (Y]]
FO7-31 Harvest+ Formalin 2x UV 150ih 1] 1320 021
FO7-31 Harvest+ Formalin 3x UV 150U n 1320 &70 TTTY
FOT-31 Harvest+ Formalin 1xUV T6Uh 1 1320 021
FO7-31 Harvest+ Formalin 2xUV 7500 11 1320 0.21
FO7-31 Harvest+ Formain 3x UV 75Uh " 1320 021 -
F07-31 Harvest+Fonmaiin_Diafifreted 1X UV 300Uh 10 1320 [%7] T
FO7-31 Harvest+Formaiin_Diafitrated 2x UV 300Vh 10 1320 e.71 T
FO7-31 Hasvest+Formalin_Otefifrated 3x UV 300Vh 10 — 1320 (V1) T
F07-31 Harvest+Formaiin Dlafitrated 4x UV 300Uh 10 1320 282 +
FO7-31 Harvest+Formalin Olaftraied SXUV 300/ 10 1320 021
FO7-31 Harvest+Formain Diafitrated 6x UV 300Uh 10 1840 021
FO7-31 Hatvest+Formalin_Diafiitraied 7x UV 300Vh 10 1320 021 -
F07-31 Harvest+Formalin Diafitraied 8x UV 300/ 10 1320 021
F07-31 Harvest+Formalin_Olefifrated 9x UV 300Un 10 — 1320 0.21
RRV F07-31 Harvest+Formalln Diafitrated 10x UV 3006h 10 1320 021
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[072] A formalindnactivated and a double-Inactivated (formalin + UV-iradiation)
RRYV candidate vaccine was adjusted to 10 ug per dose, and then dliuted in 4 fold
steps. Each dilution was injected into a group of 10 mice. After 3 weeks the mice
were boostered with the comesponding amount of the vaccine. Blood samples
were drawn at week 3, before the booster, and at week 8, 3 weeks after the
booster. The sera were analyzed by a RRV antibody ELISA. The effective dose 50
(EDxo), this is the antlgon dose which Is sufficient to induce seroconversion In 50%
of the Immunized mice, was then mleulabd

[073] At wee_k 3, before the booster, the EDg of the formalin-inactivated group
‘was 635 ng and of the group with the formalin and UV double Inactivation 202 ng.
After the. booster, the EDsy values were 33 ng and 10 ng, respectively. The
analysis of the ELISA titers, however, demonstrated that the group with the double
inactivation had even hlgher antlbody titers, for example at weak 3, 9 mice with an
ELISA titer of 1 ,000 agalnst 16 ‘mice with 1,000 In the double inactivation group,
and no mouse with 10,000 In the formalin group against 4 mice with 10,000 In the
double inactivation group. After ‘the booster, again the titers of the double
Inactivation group were higher: 8 mice in the formalin group compared to 11 mice
In the double inactivation group with 100,000, and additional 4 mice with an ELISA
titer of 1 million in the double inactivation group (T able 11).

[074] At week B, 3 weeks after the booster, the mice were infected Intravenously
with 10° TCIDgy/ml (tissue culture infective dose 50) of live Ross River Virus (strain
T48). At day 1,2, 3 and 4 p.i. biood samples were taken and the TCIDg of the
serum was subsequently determined. The protective dose 50 (PDy), this Is the
antigen dose at which 50% of the infected mice showed no viremia, was
calculated. The PDg of 78 ng was identical for both antigen preparations, the
formalin-inactivated as well as the double-inactivated (formalin + UV-imadiation)

antigen.
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T 11
Effective Dose (EDsp), Protective Dose (PDsp) and ELISA Titers in Immunized
Mice.
EDgo PDx
inactivation Week 3 Week 6 Week 6
_ (Booster)
Formalin 635 ng 33 ng . 78 ng
Formalin + UV 202 ng - 10 ng 78ng
_ ELISA-Titer
Woeek Inact. <10° [10" | 10° [ 10" [ 10 [10° [ 10° [ 10" | 10° [ N
3 Form. 35 8 | 8 9 0 0 0 0 0| 60
Fom+UV | 27 | 7 | 6 |16] 4 |0 ] 0] 0| 0 60
6 Form. 14 7 5 151 11 8 0 0 0 60
Form. + UV 8 7 9 7 14 | 11 4 0 0 | 60

* [075] The reskdual Infectivity found primarily In the very sensitive C8-36 cell line
after formalin treatment alone, is most probably caused by infectious RRV RNA.
The introduction of a second additional virus inactivation step (UV-irradiation),
affecting the genome of the virus after the formalin treatment, resulted in fully
Inactivated and safe RRV candidate vaccine preparations without affecting
immunogenicity and efficacy in a mouse model.
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Claims

1. A method for inactivating a virus contalned In a sample, comprising the
steps’ of (f) treating the sample with an effective concentration of
formalin, and (i) subjecting the sample with an effective dose of UV light
in a flow-through apparatus, wherein step (i) Is performed prior to step
() or vice versa, wherein the flow rate- of the sample through the
apparatus is from about 50 Iitres per hour to about.1000 litres per hour.

- 2. A method for Inactivating an enveloped virus contalned in a sample,
comprising the steps of (i) treating the sample ‘with an effective
concentration of formalin, and (i) subjecting the sample with an effective
dose of UV light in a flow-through apparatus, wherein step () Is
performed prior to step (i) or vice versa, wherein the enveloped virus is
wholly inactivated.

3. A method for inactivating an enveloped RNA virus contained in a
sample, comprising the steps of (i) treating the sample with an effective
concentration of formalin, and (ii) subjecting the sample with an effective
dose of UV Ilgtit in a flowthrough apparatus, whereln step (l) is
performed prior to step (ji) or vice versa, wherein the enveloped virus is
wholly Inactivated.

4. A method for inactivating a virus contained In a sample, comprising the
steps of (I) téating the sample with an effective concentration of
formalin, and (ii) subjecting the sample with an effective dose of UV light
In a flow-through apparatus comprising a UV Iamp and a thin layer
chamber in the apparaius that Is substantially parpondlcular to the
diameter of the UV lamp, wherein step (i) Is performed prior to step (il) r
vice versa, wherein the sampie Is passed through the thin layer chamber
of the apparatus in step (il).
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The method of any of claims 1 to 4, wherein the virus titer reduction due
to the Inactivation of the virus In the sample Is at least about 1 x 10°, or
at least about 1 x 107, or at least about 1 x 10", or at least about 1 x

C .10,

10.

11.

12.

13.

14.

The method of any of claims 1 to 5, wherein the step of treating the
sample with an effective concentration of formalin is carried out for about
12 fo about 96 hours.

The method of any of claims 1 to 8, wharein the effective concentration
of formalin is about 0.01 to about 0.1%.

The method of any of claims 1 to 7, whersin the UV light is UVC with a
wavelength of about 100 to about 280 nm.

The method of any of claims 1 to 8, wherein the dose of UV light is
about 5 to about 200 mJ/cm?,

The method of any of claims 1 to 9, wherein the contact time of the
sample with the UV light Is about 1 to about 20 seconds.

The method of any of claims 1 io 10, wherein the flow-rate In the flow-
through apparatus is about 50 to about 1000 liter per hour.

The method of any of claims 1 to 11, wherein the flow-through apparatus
contains a thin layer chamber.

The method of any of claims 1 to 12, wherein the flow of the sample
through the thin layer chamber Is turbid.

The method of claim 12 or 13, wherein the thin layer of the thin layer
chamber has a thickness of about 1 mm.
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16.

16.

17.

18.

«34.

The method of any of claima 1 to 14, whereln the step of subjecting th
sample to an effective dose of UV light in a flow-through apparatus is
repeated for about 2 to about 10 times. '

~ The method of any of claims 1 to 15, wherein the sample is selecled

from the group consisting of biological fiulds or solutions originating from
a oell culture process for preparing biological, medical, or
pharmaceutical products.

The method of any of claims 1 to 16 further comprising the step of

subjecting the sample to a purification step to remove residual forma]in
in the sample.

The method of any of claime 1 to 17 further comprising purifying the
inactivated virus in the sample to pharmaceutical purity, and formulating
the purified Inactivated virus into a pharmacseutical composition for use
as a vaccine.

11
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INACTIVACION DE UN PATOGENO EN UNA MUESTRA MEDIANTE UN
TRATAMIENTO CON FORMALINA Y LUZ UV

CAMPO DE LA INVENCION

[001] la presente invencion se relaciona con un método para inactivar virus
al tratar una muestra que contiene virus, con una concentracién efectiva de
formalina y al tratar la muestra con una dosis efectiva de luz UV en un aparato a
fravés de flujo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[002]. La inactivacion efectiva de patégenos en productos médicos ha sido
una preocupacién de salud publica desde que se descubrié que las enfermedades
previamente conocidas se podrian esparcir rdpidamente a través de la
administracién de terapias. Por lo tanto, los productos biotecnolégicos estan
llegando bajo en los estdndares crecientemente exigentes destinados a disminuir
el riesgo de transmitir agentes por su uso. Los contaminantes potenciales no
solamente son un problema en la elaboracién de los productos de la sangre sino

también en la produccién de vacunas seguras

[003] Una de las etapas mas criticas en la produccién de vacunas contra
patégenos en particular vacunas virales, es la inactivacién viral. En el caso de la
inactivacion de virus, la formalina es el agente inactivante més frecuentemente
utiizado en la elaboracién de vacunas. La etapa de inactivacién de formalina se ha
validado con procedimientos analiticos establecidos. Sin embargo, 1a introduccién

de ensayos de control de calidad altamente exigentes tal como los ensayos de

S5
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cultivo en células de mamifero, por ejemplo, el ensayo de seguridad Vero, ha
demostrado evidencia de infectividad residual en algunos casos. En un esfuerzo
por eliminar esta irmupcion mecénica de infectividad residual de agregados y/o

filttracibn se cambio a ser no exitosa.

[004] Como una altemnativa al tratamiento con formalina, la inactivacion UV
se ha considerado para la integracién en el proceso de elaboracion. E! uso de
inactivacién por irradiacién ultravioleta para vacunas humanas ha sido demostrado
anteriormente. Milzer et al. (Am, J. Pub. Health (1954) 44: 26-33) y Wolf et al.
(JAMA (1958) 161: 775-81) Han reportado sobre inmunogenicidad de resultados
en estudios en humanos donde ellos utilizaron vacuna de poliomielitis inactivada
con UV. El poliovirus es un picomavirus descubierto, con un genoma de ADN de
hebra simple positiva en un cemento simple. Como el genoma viral es méas
susceptible a dafio por UV que los antigenos de superficie viral, en el caso de
proteinas de cépsido viral te de polio, la inactivacién con UV ha mosirado que
tiene poco efecto negativo sobre las caracteristicas bioquimicas o Ila
inmunogenicidad de! producto. Los blancos para la inactivacion UV son
principalments los acidos nucleicos en coniraste a las proteinas que son el blanco
de |la fomalina. Al combinar la inactivacién con formalina y UV, los cientificos
ensayaron solucionar las limitaciones de la inactivacién con UV o la in activacién
con formalina aislada, respectivamente, cuando se inactivaban los poliovirus
particularmente resistentes. Ver, por ejemplo, Malean, et al., “Experences in the

Production of Poliovirus Vaccines®, Prog. Med. Virol., vol 1, pp. 122-184 (1958).

[005] Las tecnologias con radiacion UV tilenen un amplio rango de
aplicacién e la industria de alimentos, farmacéuticos, de cosméticos y bebidas, y

del agua de bebida. La desinfeccién con UV es un proceso fisico quimico, en

2%
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donde los enlaces covalentes de las moléculas ciclicas de las bases de purina y
pirimidina son imumpidas por la energfa de excitacion de la radiacién con longitud
de onda UV, dafiando los &cidos nucleicos y la informacién genética que ellos
codifican. Los microorganismoas tales como las bacterias y las levaduras, etc., asl
como también los virus que son expuestos a radiacion UVC efectiva (100 a 280
nm) son inactivados en segundos. Consecuentemente, la desinfeccién exitosa
depende de la dosis de imadiacién equivalente para la reduccién. La dosis de
iradiacién microbiana media expresada en J/m? se mide en Ila zona de irradiacién
utilizando un biodosimetro. Sin embargo, la inactivacién UV sola no es Adecuada

para producir vacunas seguras y efectivas.

[008] Tayloretal. (J. Immunol. (1857) 79: 265-75) describe la inactivaciéon
de virus de poliomielitis con una combinacién de formalina y ultravioleta. Molner et
al. (Am. J. Pub. Health (1958) 48: 580-8) describe la formacién de un nivel medible
de anticuerpo circulante en la sangre de sujetos vacunados con vacuna de
poliomielitis inactivada con ultravioleta-formalina Trufelli et al. (Appl. Micrabiol.
(1867) 15: 516-27) reportan sobre la inactivacién de Adenovirus y la
Tumorogenicidad de Virus 40 de Simio en Hamster mediante un proceso de
inactivacién de tres etapas que consiste de formalina, luz UV y B-propiolactona.
Miyamae (Microbiol. Immunol. (1986) 30; 213-23) describe la preparacién de
inmunégenos de virus Sendai mediante el tratamiento con rayos UV y formalina,
Ninguno de los conceptos descritos anteriormente ha sido adoptado nunca para
uso general en produccion de vacunas, aunque ha existido siempre ia necesidad
latente de produccién de vacunas seguras y eficaces a escala industrial. Ademas,
ninguno de los estudios citados empled un ensayo de seguridad para determinar
la infectividad residual de los “virus Inactivados" que es tan sensible como el

ensayo de seguridad Vero utilizado en los estudios presentes.
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[007] Sorprendentemente, los inventores han encontrado que una
combinacién de etapas de inactivacién con formalina y UV se puede utilizar para
inactivar completamente los virus en una produccidn de virus en masa en un
sistema con rendimiento de alto volumen para la elaboracién de virus inactivados
para preparacion de vacunas a una escala industrial. Esto también se ha mostrado
con una preparacién viral concentrada de alto titulo como la utilizada en los
ejemplos, donde ninguna actividad viral residual se detectd utilizando el muy
sensible ensayo de cultivo de célula Vero. Los Inventores han demostrado de
manera sorprendente que este método trabaja particularmente bien para virus
recubiertos, tales como los ortomixovirus, comparado con los virus no recubiertos,
tal como el picomavirus de polio. Este descubrimiento tiene implicaciones
importantes para la produccién de vacunas seguras altamente inmunogénicas
para enfermedades virales emergentes que rapldamente cambiantes tales como

las sepas de influencia interpandémica y pandémica.

RESUMEN DE LA INVENCION

[008] Es un objeto de la presente invencién suministrar un método que
permita una inactivacién altamente eficiente y segura de un virus contenido en una
muestra aunque reteniendo una antigenicidad e inmunogenicidad altas del virus
inactivado. Particularmente, el métado de la prasents invencién utiliza una etapa
de inactivacién con formalina en concepto con una etapa de inactivacién UV en un
sistema de rendimiento de alto volumen para producir una preparacién viral en

masa segura con contenido de antigeno alto para uso en elaboracién de vacuna.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[009] De acuerdo con un aspecto de la invencién, el objeto se resuelve al
suminietrar un método para inactivar un virus contenido en una muestra, que
comprende las etapas de (i) tratar la muestra con una concentracién efectiva de
formalina, y (ii) someter la muestra a una dosis efectiva de luz UV en un aparato a
través del fiujo, en donde la etapa (1) se desarrolla antes de la etapa (i) o
viceversa. Preferiblemente, la tapa de flujo de la muestra a través del aparato es

de aproximadamente 50 litros por hora a aproximadamente 1000 litros por hora.,

[010] En otro aspecto preferido del método para inactivar el virus para a
ser inactivado es un virus recubierto o un virus ARN recubierto, respectivamente, y
el virus recubierto o el virus ARN recubierto respectivamente, es completamente

inactivado.

[011] De acuerdo con otro aspecto se suministra un método para inactivar
un virus contenido en una muestra, que comprende las etapas de (i) tratar la
muestra con una concentracién efectiva de formalina, y (ii) someter la muestra con
una dosis efectiva del uso UV en un aparato a través del flujo que comprende una
lampara UV y una cdmara de capa deigada en el aparato que es adecuadamente
perpendicular al didmetro de la lAmpara UV, en donde la etapa (i) se desarrolla
antes de la etapa (il) o viceversa, o en donde la muestra es pasada a través de

una cAmara de capa del aparato en la etapa (ii).

[012] En una modalidad preferida de la invencion la muestra es tratada con
una dosis efectiva de luz UV en un aparato a través de flujo después de que esta

ha sido tratada con una concentracion adecuada de formalina. Aunque los



WO 2005/118000 6 PCT/EP2005/005691

inventores no estdn ligados por ninguna teoria, se cree que los efectos reticulantes
de la formalina sobre las moléculas de superficie del viribn estabilizan el virus para
los rigores de [as dindmicas de fluido de alto volumen del aparato de fiujo pasante

para el alcohol y la activaclén UV.

[013] El método de inactivacién de acuerdo con la invencién es efectivo y
seguro como se ha demostrado en el ejemplo 2 y 4 (A). Mas atn, el método para
inactivar permite producir vacunas con alta antigenicidad e inmunogenicidad que

eliciten una respuesta inmune protectora como se muestra en el ejemplo 4 (B).

[014]) El término “muestra” como se utiliza aqui e incluye cualquier muestra
que contiene un patégeno o una parte de este tal como cualquier fluido, por
ejemplo, fluidos biologicos o soluciones que se originen de un proceso de cultivo
de células para prepara productos bloidgicos, médicos, o farmacéuticos tales
como productos o vacunas de sangre. Esta puede ser una muestra que
comprende un fluido bioldgico, tal como sangre o plasma. También puede ser un
fluido que contiene componentes cosechados de un cultivo de célula (por ejemplo
célula o fraccion de medio de célula de cultivo). En una modalidad preferida la
muestra es un fiuido utilizado en la elaboracién de un agente terapéutico por
ejemplo en la produccion e una vacuna, en la cual el virus inactivado o una porcién
de este es el agente terapéutico. En modalidades particularmente preferidas, los
componentes de célula son separados de la muestra antes del método de

inactivaclén, por ejemplo mediante filtracidn o centrifugacién.

[015] En una modalidad preferida de la presente solicitud, el virus es
producido de una cosecha de un cultivo de célula, que consiste del sobrenadante

y las células, que es ademés utilizado para la preparacién de un producto médico,

X
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por ejemplo, una vacuna. En una modalidad adicional de la presente invencion las
células de dicho cultivo de células han sido infectadas con el patégeno. Las
células pueden ser células primarias o cualquier linea de célula cultivada
adecuada para producir el virus. Ejemplos de células que se pueden utilizar
incluyen células de mamifero (por ejemplo células CHO, BHK, VERO, HELA),
células de ave (por ejemplo fibroblastos de embriones de pollo, o lineas de células
continua de un ave) y célulaa de insecto (por ejemplo células Sf8). En
modalidades preferidas de Ia invencién, las céiulas y los desechos de céluia
provenientes de la produccién del cultivo de célula de la masa viral son separados
de la més viral antes de la etapa de inactivacién quimica (formalina) y/o la etapa

de inactivacién con radiacion UV.

[016] En la presente invencion, los virus a ser inactivados son virus ADN o
ARN, recubiertos o descubiertos, con genomas de hebra simple o doble (ADN),
consentido o contrasentido, continuos o segmentados. Los virus se pueden
seleccionar del grupo que consiste de baculovirus, poxvirus, adenovirus,
papovavirus, parvovirus, hepadnavirus, coronavirus, flavivirus, togavirus,
astrovirus, picornavirus, refrovirus, ortomixovirus, filovirus, paramixovirus,
rabdovirus, arenavirus, y buniavirus. En modalidades preferidas de la invencién;
los virus son seleccionados del grupo de virus recubiertos, que incluyen, flavivirus,
togavirus, retrovirus, coronavirus, filovirus, rabdovirus, buniavirus, ortomixovirus,
paramixovirus, arenavirus, hepadnavirus, herpesvirus, y poxvirus. Como se
demostré en el ejemplo 8 y 7. Los métodos de inactivacién de la invencién son
particularmente efectivos sobre los virus recubiertos tales como los virus de
influenza y Ross River, comparados con los del polio no recubiertos o los
adenovirus. En otras modalidades preferidas de la invenci6n, los virus se

seleccionan del grupo de virus ARN recubiertos, que incluyen, flavivirus, togavirus,
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retrovirus, coronavirus, filovirus, rabdovirus, buniavirus, ortomixovirus,
paramixovirus, y arenavirus. En una modalidad particularmente preferida, los virus
se seleccionan de los ortomixovirus, por ejemplo, una sepa de virus de influenza.
Las sepas de virus de influenza pueden tener combinaciones variantes de
proteinas de superficie de hemagiutianina y neuraminidasa. En otro ejemplo
particulammente preferido, el virus se selecciona del togavirus, por ejemplo un
alfavirus tal como el Virus Ross River (RRV). Otro grupo preferido de virus para
uso como solucién viral en masa son los coronavirus, que incluyen los virus
asociados con sindrome respiratorio agudo severo (SARS). Otro grupo de virus
preferidos son los flavivirus, que incluyen el virus de Encefalitis Japonesa, el de
encefalitis producida por garrapata (TBE), virus de la fiebre del Dengue, virus de la
fiebre amarilla, y virus de la fiebre hemorrégica. Otro grupo preferido de virus son
los poxvirus, que incluyen ortopoxvirus (tal como los virus vacunales o los virus

Ankara vacunales), y avipoxvirus.

[017] Partes de un patégeno viral inactivado también estdn comprendidos
por la presente invencién. En una modalidad preferida de la presente solicitud
dichas partes pueden servir como un epitopo en un inmunégeno. Este epfitopo se
puede utilizar para elicitar una respuesta inmune contra el patégeno. En una
modalidad preferida de Ia presente solicitud las partes de un patdgenc son
utilizadas como una vacuna contra el patégeno. En una modalidad especiaimente
preferida dichas partes de un patdégeno son viriones fraccionados, que pueden ser

inactivados antes o después de ser fraccionados.

[018] Dentro del alcance de la presente invencién el método de inactivar de
acuerdo con la invencion es considerado seguro, 0 completamente inactivado,

cuando el virus inactivado producido utilizando el método pasa un ensayo de
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cultivo de célula de mamifero, por ejemplo, el ensayo de seguridad descrito en
detalle en el sjemplo 2. Como demostraron estos ensayos son més sensibles que
ofros ensayos utilizados, por ejemplo, el ensayo de huevo. Los criterios preferidos
de pasarffallar del ensayo de seguridad son detallados en el ejemplo 1 y 2.

[019] En una modalidad preferida de la presente solicitud la reduccién del
fitulo del virus debido a la inactivacién del virus en la muestra es al menos
aproximadamente 1 x 10°, en una modalidad més preferida, al menos
aproximadamente 1 x 10’ en una modalidad més preferida al menos
aproximadamente 1 x 10", y en una modalidad mdas preferida al menos

aproximadamente 1 x 10'.

[020] En una modalidad preferida de la presente invencion la muestra se
trata con una concentracion efectiva de formalina durante aproximadamente 12 a
aproximadamente 968 horas. En modalidades mas preferidas, la muestra se trata
con una concentracion efectiva de formalina durante aproximadamente 24 a
aproximadamente 48 horas, y mas preferiblemente durante aproximadamente 24 a

aproximadamente 30 horas.

[021] En una modalidad especiaimente preferida de la presents invencion,
la muestra se tfrata con una concentracién efectiva de formalina durante

aproximadamente 24 a aproximadamente 24.5 horas.

[022]) En una modalidad adicional la etapa de tratar la muestra con una
concentracién efectiva de formalina es llevada a cabo a aproximadamente 10 a

aproximadamente 40°C. En una modalidad especialmente preferida de la presente

L\
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solicitud la etapa de tratar la muestra con una concentracion efectiva de formalina

se leva a cabo a aproximadamente 32°C.

[023] una modalidad preferida de la presente Invencidon incluye el
tratamiento d la muestra con una concentracién efectiva de formalina, donde la
concentracion efectiva de formalina varia preferiblemente desde aproximadamente
0.01% a a aproximadamente 1% (p/p), preferiblemente de aproximadamente
0.01% a aproximadamente 0.1% méas preferiblements entre aproximadamente
0.025% y aproximadamente 0.01% que comesponde a aproximadamente 92 mg/l y
aproximadamente 3688 mg/l de formalina respectivamente cuando se utiliza una

solucién de formalina al 37% para ajustar la concentracién efectiva.

[024] En la presente solicitud el término “luz UV® significa radiacién
ultravioleta que tiene una longitud de onda de 100 a 400 nm. La luz UV se puede
seleccionar del grupo que consiste de UVC (100 a 280 nm), UVB (280 a 320 nm),
y UVA (320 a 400 nm). Los agentes fotosensibilizantes como aquellos que se
intercalan en el ADN y son inactivados por la luz UV, por ejemplo psoralenos, se
pueden utilizar para mejorar el efecto inactivante de la radiacion UV. En una
modalidad preferida de la presente invencion la luz UV es UVC que tiene una
longitud de onda de aproximadamente 100 a aproximadamente 280 nm. En una
modalidad preferida de la presente invencién la luz UV tiene una longitud de onda
de aproximadamente 240 a aproximadamente 280 nm. En una modalidad
especialmente preferida de la presente invenciéon aproximadamente el 85% o més
de [a luz UV tiene una longitud de onda de aproximadamente 254 nm.

[025] La emisién de luz UV puede ser una forma continua de emisién de

luz UV, por ejemplo tecnologla de lampara de mercurio, o luz UV pulsada, por
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ejemplo tecnologla l4ser monocromética. La Intensidad UV deseada se puede
generar al combinar 2 o més ldmparas. En una modalidad preferida la luz UV es
emitida continuamente por una ldmpara de aproximadamente 110 W. En una
modalidad preferida ilustrada en los ejemplos, la lampara UV tiene una longitud de

aproximadamente 1 metro, y como la lampara utilizada en los ejemplos (950 mm).

[026] La materia objeto de la invencién comprende cualquier dosis efectiva
de luz UV, es decir cualquier dosis de luz UV que inactive de manera segura un
virus dado cuando se combina con un tratamiento de formalina como se describié
anteriomente. La dosis efectiva puede depender de una variedad de factores que
son generalmente conocidos en el campo, por ejemplo, los parametros fisicos de
las caAmaras de inactivacion UV, tal como el tamafio y el didmetro de la lampara y
la cdmara, la distancia entre el medio que contiene virus y la fuente de luz UV, la
absorcion de luz y las propiedades de reflexion del material de la cdmara. Por la
misma razén, la longitud de onda y la intensidad de la luz UVC asi como también
el tiempo de contacto a que es expuesto el virus a la luz UV es bien critico para
la dosis efectiva. Adicionaimente, la dosis efectiva es también influenciada por el
virus mismo, el medio que contiene el virus y sus propiedades de absorcién de luz.

Preferiblemente, la dosis efectiva es suficiente para matar al menos 99.99% de los

virus contenidos en la muestra, méas preferiblemente inactivar el virus a un nivel

donde ningln virus activo es detectado en un ensayo de cultivo de célula de
mamifero, preferiblemente el ensayo de acuerdo al Ejemplo 2, o completamente
inactivado. En una modalidad preferida que utiliza luz UVC una muestra que
contiene el virus es expuesta a una dosis efectiva que varla desde
aproximadamente 5 a aproximadamente 200 mJ/ecm2. En una modalidad preferida
la dosis efectiva esta en el rango de aproximadamente 20 a aproximadamente 100

mJdicm?, y en otras modalidades preferidas la dosis efectiva en el rango de
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aproximadamente 40 a aproximadamente 90 mdJ/cm?. Como una oomparacl.bn. la
dosis efectiva para matar 99.98% de los patégenos presentes en el agua de
bebida es de aproximadamente 2 40 mJ/cm?, En una modalidad preferida, la dosis
efectiva reduce un titulo de virus inicial en 1 x 10°. En inactivacién de vacuna en
masa, la dosis efectiva debe ser suficlente para eliminar cualquier virus vivo
residual que pueda estar presente después de la etapa de inactivacién quimica
inicial (formalina). Como se ilustrd en los ejemplos, esto se puede determinar
mediante ensayos de infeccién de cultivo de célula de mamiferos muy sensibles,

tales como el ensayo de cultivo de célula vero descrito.

[027] Modalidades adicionales preferidas de la invencién y en particular la

camara de luz UV se suminisiran en los ejemplos.

[028] En una modalidad preferida adicional de la presente invencion el
tiempo de contacto de la muestra con la luz UV estd en el rango de
aproximadamente 1 a aproximadamente 20 segundos, preferiblemente de
aproximadamente 1.4 a aproximadamente 14 segundos. El tiempo de contacto se
calcula preferiblemente con base en una muestra que es de aproximadamente 1
mm de gruesa a lo largo de la tangente a la fuente de luz, y el wattage de la
lampara UV de aproximadamente 110 W. Como un experto en la técnica lo
apreciara, la muestra mas gruesa las fuentes de luz con profundidades de
muestras mas gruesas y energia menor (wattage) incrementaria el tiempo de
exposicion y viceversa. En una modalidad més preferida de la presente solicitud el
tiempo de contacto de la muestra con la luz UV ¢ es de aproximadamente 1,4 a
aproximadamente 7 segundos y en una modalidad especiaimente preferida de la
presente solicitud el tiempo de contacto de la muestra con la luz UV es de

aproximadamente 2.8 a aproximadamente 4.2 segundos.
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[029] Con el fin de ensayar si una configuracién dada del método de
acuerdo con la invenciébn que emplea una dosis de luz UV dada inactiva
efectivamente un patégeno de acuerdo con la invencién, se debe ensayar el virus
inactivado para actividad viral residual. Esto se puede lograr al utilizar un ensato d
cultivo con célula de mamifero, por ejemplo el ensayo de seguridad Vero
aplicando preferiblemente los criterios detaliados en los Ejemplos 1y 2.

[030] De acuerdo con la presente invencién el tratamiento de la muestra
con una dosis efectiva de luz UV se lleva a cabo en un aparato de flujo pasante,

preferiblemente como se especifica en la Tabla 1 y en la Figura 1.

[031] En una modalidad preferida de la presente invencién el aparato de
flujo pasante contiene una cémara de capa delgada. El grosor minimo de la
cdmara debe permitir flujo suficiente de la solucién viral de masa para permitir el
procesamiento rapido razonable, y para evitar la irmupciébn del virus para las
vacunas de virus inactivadas completas. Asl, preferiblemente, la capa delgada es
al menos de aproximadamente 0.1mm de gruesa para la produccién de los virus
inactivados completos. También, debido a la absorbancia de la radiacion UV
mediante la solucion viral en masa, y la necesidad de asegurar suficiente
imadiacién de todos los virus en la solucion, el grosor méximo no debe permitir
que ningdn virién pase a través del aparato sin ser suficientemente iradiado. Asf,
la capa delgada no debe ser més gruesa de aproximadamente 1 cm de grueso. La
capa delgada es preferiblemente de 0.5 mm a 3 mm de grueso, y més
preferiblemente aproximadamente 1 mm de tal forma que la distancia maxima
entre la ldmpara UV y el patégeno a ser inactivado es de menos de

aproximadamente 1 mm. Altemativamente, la muestra puede pasar a través de
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una ldmpara paralela a la longitud de la lampara, de tal forma que la muestra se
irradia desde el didmetro exterior, en lugar del didmetro interior, de la camara de la
muestra, similarmente, una lémpara dentro de una cdmara de muestra dentro de
una lampara (o circulo de ldmpara) se podria ufilizar como una configuracién,
Irradiando la cdAmara de muestra tanto desde los didmetros interno como extemo.
Ademés, la cdmara es preferiblemente disefiada de tal forma que el flujo de la
muestra a través de la cdmara no es estrictamente laminar, sino que en su lugar
es turbio. Esto ayudard a mezclar el virus a través del medio de la muestra,

asegurando a un la exposicién a la radiacién UV.

[032] En otra modalidad preferida de la presente solicitud el aparato de
flujo pasante contiene una cdmara de inactivacién UV, en donde la lampara UV
tiene un didmetro de aproximadamente 30 mm y la cdmara que circunda la
ldmpara UV a través de la cual la muestra fluye tiene un didmetro de
aproximadamente 32 mm. En una modalidad preferida de la presente solicitud la

cémara tiene un volumen total de aproximadamente 92 ml.

[033] La muestra a ser irradiada se puede pasar a través del aparato. En
una modalidad preferida la muestra es enfriada aunque pasando la cAmara de
iradiacién UV. En una modalidad preferida adicional de la presente invenci6n la
muestra que pasa la camara de irradiaciéon UV tiene una temperatura de
aproximadamente 2 a aproximadamente 32°C, mdas preferiblemente de

aproximadamente 2 a aproximadamente 8°C.

[034] preferiblements, la tasa de flujo en la muestra en el aparato de fiujo
pasante esta en el rango de aproximadamente 50 a aproximadamente 1000 litro

por hora. Mas preferiblemente aproximadamente 230 a aproximadamente 480
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litros. En una modalidad especialmente preferida la tasa reflujo de las muestras en
el aparato de flujo esta en el rango de aproximadamente 230 a aproximadamente
250 litros por hora, méds preferiblemente aproximadamente 240 litros por hora.
Estas tasas de flujo preferidas, ejemplificadas en los ejemplos, permiten el

procesamiento UV econémico a gran escala de la solucién viral en masa.

[035] En una modalidad preferida, el tiempo de contacto depende de la
longitud de la camara de muestra en la cual la muestra se expone a la radiacién
UV, y la tasa de flujo de la muestra a través de la camara. Asl, la dosis efectiva
puede ser simplemente ajustada al incrementar el nimero de lamparas UV
dispuestas en el aparato de lujo pasante, incrementando la longitud efectiva de la
cadmara de muestra expuesta a la radiacion UV. Alternativamente, utilizando el
mismo nimero de cdmaras con lamparas mas largas se incrementara la dosis
efectiva, como utilizando un nimero mayor de cdmaras con |[Amparas mas cortas

puede ser equivalente a la misma dosis efectiva.

[036] En una modalidad preferida adicional de la presente solicitud la etapa
de someter la muestra a una dosis efectiva de luz UV en un aparato de flujo
pasante se repite de una manera ciclica o serial. Esto se puede repetir durante
aproximadamente 2 a aproxinadamente 10 veces. En una modalidad preferida de
la presente solicitud la etapa de someter la muestra a una dosis efectiva del uso
UV de en un aparato de flujo pasante se repite durante aproximadamente 2 a
aproximadamente 5 veces en una modalidad mé&s preferida de la presente
solicitud esta se repite durante aproximadamente 2 a aproximadamente 3 veces.
Un beneficio agregado para utilizar c+amaras con ldmparas multiples en serie o

flujo recirculado a través de la misma lampara, es que la muestra puede ser més
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completa mente mezclada entre las cdmaras o ciclos para asegurar adn la

exposicién del virus a la radiacion UV.

[037] Después de que el virus en al muestra ha sido inactivado, el virus
inactivado puede ser entonces purificado para uso en varias aplicaciones, que
incluyen vacuna y otras composiciones famacéuticas. De acuerdo con otra
modalidad preferida de la invencion, el método de inactivacién comprande ademaés
la etapa de purificar el virus inactivado en la muestra para purificar hasta pureza
farmacéutica formulando el virus purificado en una composicion farmacéutica para
sor utilizada como una vacuna. La purificacién se pude lograr por medios
conocidos en el arte, que incluyen pero no esté limitado a, filtracién o diafiltracion,
cromatografla (por ejemplo) excliusion de tamafio, intercambio de i6n, inmuno
afinidad, y similares), o centrifugacitn. Alternativamente, el virus se puede purificar
antes de la inactivacién mediante los métodos de la invencion.

[038] De acuerdo con otra modalidad preferida de la invencion, el método
de inactivacion comprende ademas una etapa de purificacion, es decir, la muestra
es sometida a una etapa de purificacién para remaover la formalina residual en la
muestra. Tal purificacién es (til si los niveles de formalina permanecen los cuales
son mayores que los niveles farmacéuticamente aceptables. El virus inactivado,
después de [as etapas de la purificacidn opcionales, pueden ser enfonces
fomulados en una compaosicidon farmaceéutica. Las formulaciones pueden
opcionalimente incluir vehiculos (por ejemplo solucién salina fisiolégica o
amortiguadores), excipientes estabilizadores (por ejemplo albimina, sacéridos, y/o
aminoécidos), sales, y/o adyuvantes (por ejemplo alumbre). Alternativamente, el
virus inactivado puede ser ademas modificado para uso farmacéutico, por ejemplo,

mediante encapsulacién en liposomas.
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[039] La presente invencién se ilustrard adicionalmente en los siguientes
ejemplos, sin ninguna limitacién a estos. Habiendo descrito la invencién en detalle,
sord evidente que son posibles modificaciones y variaciones sin apartarse del

alcance de la invencién definida en las reivindicaciones finales.

FIGURAS

[040] La Figura 1 muestra una cdmara de capa deigada UV que se puede

utilizar para la etapa de inactivacién UV de la presente invencién

[041) La Figura 2 muestra un sistemna de inactivacién UV equipado con un
sensor UV. El sensor UV y el fluébmetro son caracteristicas opcionales. En una
modalidad adicional de la presente solicitud de una bomba y/o el flubmetro se

puede instalar en el tubo se salida.

[042] La Figura 3 muestra un sistema de inactivacién que utiliza varias
camaras de capa delgada UV (reactor UV) conectadas una a la otra para
sometimiento repetido de la muestra a una dosis efectiva de luz UV en un aparato
de flujo pasante. El nimero de cAmaras de capa deigada UV puede variar entre
aproximadamente 2 y aproximadamente 10. El sensor UV y el flubmetro son
caracteristicas opcionales. En una modalidad adicional de la presente solicitud la
bomba y/o y el flubmetro se pueden instalar en el tubo de salida. Un generador UV
continuo con camaras de inactivacién conectadas en serie se pueden utilizar en un

proceso de elaboracién a gran escala, permitiendo asi el alto rendimiento de una

muestra.
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EJEMPLOS
EJemplo 1: Principlo de ensayo de seguridad de huevo estéindar.

[043] Un ensayo de seguridad de huevo esténdar se utilizb para ensayar la
efectividad residual de las tapas de influenza inactivadas. Un producto en masa
monovelente, es decir, un antligeno de virus purificado después de la
centrifugacién con gradiente de sucrosa y ultra-filtracion, se inyecta en 10 huevos
(0.2) mihuevos. Después de incubar durante 3 dias a 32°c los huevos son
cosechados, agrupados, y de nuevo inyectados en 10 huevos (0.2 mi/huevos).
Después de otra etapa de incubacién durante 3 dlas a 32°C, los huevos son

cosechados, agrupados, y ensayados para hemaglutinina (ha).

[044] El ensayo HA esta basado en el hecho de que los virus de influenza
pueden unir eritrocitos y utilizan su hemagiutinina de proteina de superficie. El
ensayo es llevado a cabo en un ambiente estéril. Una suspensién de los virus de
influenza con un titulo HA definido sirve como control positivo y una solucién de
NaCl a 0.9% sirve como un control negativo. 50 pl de dilucién 1:2 en NaCl 0.05 de
una muestra a ser ensayada son dados en un pozo de una placa de 86 pozos. A
cada pozo se agregan 50 pl de una solucién que contiene eritrocitos de pollo.
Subsecuentemente, las placas son encubadas durante 30 a 45 minutos s
temperatura ambiente. Luego la hemagiutinacién es visuaimente determinada, en
donde, si 5 pozos que contienen la misma muestra no muestran ninguna

hemaglutinacion, la muestra pasa al ensayo HA.

EJemplo 2: Principlo del ensayo de seguridad Vero estindar.

[045] El ensayo de sequridad Vero estdndar es un ensayo de calidad
altamente exigente para la efectividad residual de sepas de influenza inactivadas.
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El snsayo también es aplicable a otros virus. Un producto de masa monovalente,
es decir, un antigeno de virus purificado después de la centrifugacion con
gradiente de sucrosa y la ultra diafiltracién. Se agrega a recipientes 5 Roux (4
ml/recipiente). Después de incubar durante 7 dias a 32°C en un medio de cultivo
Vero, los cultivos de célula son cosechados, agrupados y agregados a recipientes
5 Roux (10 ml/recipiente). Después de otra etapa de incubacién durante 7 dlas a
32°C, los cultivos de célula son concentrados, agrupados, y ensayados para

hemaglutinina (HA) como se describe en el Ejemplo 1.

EjJemplo 3: Inactivacién de formalina.

[0486] La primer etapa de inactivacion con formalina es llevada a cabo en
una cosecha e virus monovalente infeccioso libre de célula, es decir, una cosecha
de bioreactor después de clarificacién por via de centrifugacion. Después de la
recoleccion a 30 a 34°C la cosecha de virus monovalente es tratada con
aproximadamente 0.9 a aproximadaments 1.1 U/ml| de Benzonasa a 30 a 34°C
durante 4 a 8 horas. Luego ésta es tratada con < 92 mg/l de formalina durante 24
a 24.5 horas a 32 £ 2 horas.

Ejemplo 4: Experimentos de Inactivacién con una lémpara UV de 65 vatios.

[047] Un nimero de experimentos de inactivacién con virus inactivados
con formalina son llevados a cabo utilizando una cdmara de inactivacién con una
ldmpara UV de 65 W y una cémara de capa delgada. Aunque la inactivacion
completa de la cosecha de virus monovalente se puede demostrar cuando se
utilizan tazas de fiujo de 100 litros por hora durante 3 ciclos, esta configuracién no
permitié la medicién en linea de la sefial UV. En medio de cultivo de célula Vero
utilizado para produccidn de influenza contiene varios compuestos orgénicos que

son responsables de la absorcién de la sefial UV. Por lo tanto, el sistema, estd
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equipado con una lémpara de 110 W que permite un monitoreo continuo de la

sefial UV durante el tratamiento de cosecha de virus monovalente.

Ejemplo 5: Experimentos de inactivacién con una lémpara UV de 110 vatios.

[048] La cosecha Panamé de Influenza monovalente tratada con
formalina se utiliza como un sustrato modelo para los estudios de inactivacion.
Para la inactivacién continua con una tecnologla UV de capa delgada se utiliz6 un
sistema WEDECO VISA (Alemania) equipada con una lampara VISA (110 WA4 V).
La camara de capa delgada UV es un dispositivo 1.4435 de acero inoxidable con
un tubo de cuarzo de 30 mm de didmetro (cf. Tabla 1). Un sensor UV calibrado
permite el control en linea de la sefial UV. La cdmara de capa delgada UV es
operada a una taza de flujo de 240 + 10 litros por hora a temperatura ambiente.

Las condiciones de la taza de flujo son controladas mediante un flubmetro
calibrado (cf. Figura 2).

Tabla 1
Caracteristicas de la cdmara de inactivacién UV

Lamparas UV 110w

Longitud de la lémpara 950 mm

@ de la lampara UV 30 mm

@ diametro de la camara que circunda | 32 mm

la [dmpara UV

Capa deigada 1 mm

Volumen total/camara 92 mi

Tiempo de contacto/cdmara 1.4 segundoe.

[049] La cosecha monovalente se expone a ciclos de 10 UV. Después de

Cada ciclo 20 litros de cosecha monovalente tratada con UV se renueven y se
purifican adicionaimente mediante purificacién con gradiente de sucrosa que utliiza
condiciones de uliracentrifugacién continua con un gradiente de sucrosa del 42%

extendido en un Tris-amortiguador con 20 mm de Tris-amortiguador y una cosecha
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monovalente purificada definida (PMVH) de 48% a 36% de sucrosa que utiliza una
centrifuga CC40 Sorvall sin prerclarificador (Hitachi Kaki Co, LTD., Tokio, Japan).

Tabla 2

Revisién de los procedimientos de ultracentrifugacién de formalina e

influenza Panama tratada con UV.

Procedimientos de ultracentrifugacion Condiciones de Inactivacidn
UZ-INF-45-03 No UV
UZ-INF-48-03 240 hora, 1 ciclo
UZ-INF-52-03 240 lhora, 2 ciclo
UZ-INF-51-03 240 I/Mhora, 3 ciclo
UZ-INF-50-03 240 I/hora, 4 ciclo
UZ-INF-49-03 240 Vhora, 5 ciclo
UZ-INF-58-03 240 Vhora, 7 ciclo
UZ-INF-57-03 240 Ihora, 10 ciclo

{A) Rendimiento y pureza de antigeno

[os0] El rendimiento y la pureza del antigeno de influenza son
comparados con base en el contenido de hemagiutinina (HA), proteina total y
proteina Vero (proteina de célula huésped). El virus purificado se compara sobre
la base de la proporcidn de HA/proteina, la proporcién de proteina de célula
huésped/HA y la seguridad del virus (cf. Tabla 3). Para todas las cosechas
tratadas con UV no se detectd crecimiento viral. En contraste, los virus purificados
derivados de procesos de inactivacion con formalina estdndar (sin radiacién UV
aplicada) se pueden amplificar en un cultivo de célula Vero. Aunque una reduccién
ligera en la proporcién HA/proteina se puede ver después del ciclo 7 y 10, ninguna
diferencia significativa de la formalina y el producto doble inactivado se detecta

con respecto a la pureza del antigeno medida como HA/proteina y la proporcién
de proteina de célula huésped/HA.
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Tabia 3

Virus Panama purificado con gradiente de sucrosa después de tratamiento

con formalina y UV.

Comparacion de la proporcién HA/proteina, proporcion proteina de célula
huésped/HA y seguridades después de ciclos de 0 a 10 UV.

Niamero de Tiempo de Tasa Tasa de Seguridad
clclos UV contacto HA/proteina proteina de Vero
célula
. huésped/HA

0 0 (sin UV) 0.85 0.04 Fallé

1 1.4 1.09 0.04 Pasé

2 2.8 0.88 0.04 Pasd

3 4.2 0.91 0.04 Pasd

5 7.0 0.83 0.04 Paséd

7 9.8 0.60 0.02 Pasé

10 14 0.58 0.03 Pasé

[051) Estudios adicionales son llevados a cabo para caracterizar el efecto

de la inactivacién UV sobre la antigenicidad y la inmunogenicidad en cerdos

guinea y en ratones mediante andlisis de inhibicién de hemaglutinina (HAI).

(B) Antigenicidad

[052] La antigenicidad se analiza mediante ensayo HAI contra antisuero
especifico Panaméi. Aunque los resultados de tiempo de contacto UV
incrementados en pérdida ligera de HA, no se muestra ningin efecto negativa
para el titulo del HAI (cf. Tabla 4).
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Tabla 4

Virus Panamé purificado con gradiente de sucrosa después de tratamlento
con formalina y UV.
Comparacién de la antigenicidad con base en el titulo Ha y HAI con el

antisuero especifico Panamé después de ciclos de 0 a 10 UV,

Namaeros de cicloa Tiempo de HA Titulo HAL
w contacto (pg/mi)
0 0 (sin UV) 211 640
1 1.4 208 6840
2 2.8 200 640
3 4.2 186 640
5 7.0 191 640
7 9.8 177 840
10 14 154 640
(C) Inmunogenicidad
[0563] La inmunogenicidad se analiza al inmunizar los cerdos de guinea y

los ratones con diferentes allcuotas de cosechas de virus monovalentes
purificados seguidos por un refuerzo tres semanas después de la primera
inmunizacién. El suero de los animales inmunizados es recolectado y agrupado
después de tres y seis semanas y analizado mediante ensayo HAI contra
antigenos derivados de huevo y derivados de Vero. La inmunogenicidad ensayada
en cerdos de guinea y en ratones después de 3 y 8 semanas da resultados muy
promigorios, ninguna diferencia significativa se puede ver para los virus

inactivados dobles contra los virus tratados con formalina estandar (cf. Tabla 5).
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Virus Panama purificado con gradiente de sucrosa después de tratamiento

con formalina y UV (0 a 10 ciclos). Comparacién de la Inmunogenicidad

ensayada en cerdos de guinea y ratones. A) después de 3 semanas, B)

después de 6 semanas. HAl con antigeno de Influenza derivado de huevo y

Vero.
A
Ndmero de | Tiempos de Cerdos de guinea Ratones
ciclos UV Contacto | Titulos HAI después de 3 | Tltulos HAI después de 3
semanas semanas
Huevo Vero Huevo Vero
0 0 (sin UV) 160 320 320 1280
1 1.4 160 320 320 1280
2 2.8 160 640 320 1280
3 4.2 160 320 320 1280
5 7.0 160 320 320 1280
7 9.8 160 320 320 1280
10 14 160 640 320 1280
control - 40 20 80 80
B
Ndmero de | Tiempos de Cerdos de guinea Ratones
ciclos UV Contacto | Titulos HAl después de 8 | Titulos HAI después de 8
semanas semanas
(Refuerzo) (Refuerzo)
Huevo Vero Huevo Vero
0 0 (sin UV) 1280 1280 1280 2560
1 1.4 1280 2560 640 1280
2 2.8 1280 1280 640 1280
3 4.2 840 1280 1280 2580
5 7.0 1280 2560 1280 2580
7 9.8 840 1280 1280 25680
10 14 1280 2560 1280 2560
control - 160 80 160 40
[054] Los resultados resumidos en la Tabla 4 y Tabla 5 muestran que el

tratamiento UV no resulta en diferencias significativas en los titulos HAl que

demuestran que la antigenicidad y asi la inmunogenicidad del producto no se

afecta.
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[055)
puede demostrar aun después de un ciclo de tratamiento UV. Las investigaciones

En todos los experimentos de inactivacion doble la seguridad total se

detalladas en laboratorio y [a escala final demostraron la efectividad de la etapa de
radiacion UV cuando se combina con el tratamiento con formalina. La
caracterizacién inmunoldgica del antigeno de virus purificado después del
tratamiento UV produce resultados comparables a aquellos obtenidos con un
producto no tratado con UV. Ningin efecto negativo sobre las caracteristicas

bioquimicas ni la inmunogenicidad del producto se pueden detectar.

Ejemplo 6: Reduccién del titulo del virus con formalina y/o Inactivacién UV

[056]

de la muestra con una concentracién efectiva de formalina y una concentracién

La reduccién del titulo del virus mediante el tratamiento combinado

efectiva de luz UV en un aparato de flujo pasante se ensaya con diferentes virus.
La inactivacién de la formalina se llev6 a cabo a 32°C durante 24 horas con una
concentracion de formalina final de 0.025% (p/v). La inactivacién UV en el aparato
de flujo pasante se lleva a cabo durante 3 ciclos a una tasa de flujo de 240 Vhora.

El tiempo de contacto de la muestra con la luz UV por ciclo es de 1.4 segundos.

Tabla 8

Reduccién del titulo del virus con formalina y/o inactivacién UV.

Virus Tipo de Virus Reduccién | Reduccion del | Reduccién del
Titulo de Virus | Titulo de Virus | Titulo de Virus
Medida Medido Calculado
después de | después del después de
Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento
con Formalina | UV (reduccién | con Formalina
(reduccién log) yuv
log) (reduccién
log)
Influenza A/H1IN1/20/890 27.4 27.3 214.7
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Nueva
Caledonia
Influenza AH3N2/2007/89 28.4 26.7 2151
Panama
Influenza B/7197 26.7 27.2 213.9
Shangdong _
Polio Tipo 1 3.0 4.9 7.9
Adeno Tipo 5 3.1 2.5 5.6
[os7] Los resultados muestran que mediante un tratamiento con formailina

y UV combinados de los virus se obtiene una drastica reduccién de los titulos de

virus respectivos.

Ejemplo 7: Inactivacién UV de una Vacuna Candidata de Virus Ross River
(RRV).

[058] El Virus Ross River (RRV) es un alfavirus portado por los mosquitos
que origina una enfermedad en humanos conocida como poliartritis epidémica
(EPA). Los sintomas incluyen artritia, particularmente en las rodillas y en las
articulaciones pequefias de las manos y pies, a menudo acompafiados por fiebre,
rubor y otros cambios constitucionales no especificos. Los sintomas de la artritis
cominmente duran 30-40 semanas y 25% de los pacientes tienen sintomas
residuales un afio después del ataque. Es endémica en Australia, con més de
8000 casos cada afio, y a través de la regién Pacifica. En 1879/80 las infecciones
epidémicas con Virus Ross River también ocurrieron en Fiji, Samoa, Islas Cook y

Nueva Caledonia. No existe vacuna actuaiments.

{A) Inoculacién RRV de Microvehiculo Libre de Suero con Base en Cultivos
Fermentadores de Célula Vero de 1200 Litros e Inactivacién de Formalina

53
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[059] 1200 litros de cultivos fermentadores de microvehiculo con base en
células Vero libres de suero fueron inoculados con virus de produccion Ross River.
Los cultivos fueron incubados durante 3 dias a 37°C. Las muestras fueron
sacadas cada dia para titulacidn. En el dia 3, cuando el 100% de las células
fueron destruidas por CPE (efecto citopético) el virus se cosechd. Después de la
separacion de los desechos de céiula en micravehiculos de la cosecha de virus
infeccioso y la primera etapa de filtracion (1.2 ym/o.2 ym), se agregd benzonasa
para la degradacién de los acidos nucleicos (ADN/ARN). La inactivacién de
formalina se llevo a cabo con 0.1% (p/v) de conceniracién final de formalina
durante ocho dias. Una segunda y tercera etapa de filtracion se llevé a cabo
después de dos horas y 24 horas, respectivamente. Se agregé benzonasa una
segunda vez a las 24 horas para la remocién de los 4cidos nucleicos residuales.
Las muestras fueron llevadas para titulacién de virus = dosis infecciosa de cultivo
de tejido 50 (TCIDso/ml) en células Vero y los ensayos de seguridad sobre [as
células C6-36 y las células Vero de acuerdo con la Tabla 7.

[080] Un dla después de la inoculacion de un fermentador de 1200 litros
con RRV, un titulo de virus de log TCIDso/ml de 5.8 se podria demostrar, cuya
elevacion a 7.8 (dia 2), 8.1 {dia 3 antes de cosecha) y 8.0 después de la cosecha
del virus. Después de la separacién, la primer filtracién y la adicién de benzonasa,
los titulos de virus cayeron a 7.5, 7.2, y 7.4 respectivamente. Después de la
adicién de formalina se determinaron los titulos después de la remocion de la
suspension de formalina citotdxica mediante centrifugacién y resuspensién de
giébulos de virus (Tabla 7, columna: TCIDsy/ml TL 100). 15 minutos después se
agregé formalina a la cosecha de virus, los titulos cayeron draméticamente a 1.8

12 horas después de la inactivacién de fomalina, no se pudo demostrar ningin

titulo de virus mas.
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[061) 24 después del ataque de las muestras con inactivacion de formalina
se sometieron a ensayos de seguridad sobre células C6-36 y células Vero.
Mientras que después de 24 h y 26 h después de la incubacién se podrian
demostrar 1 muestra positiva (CPE) y 4 muestras negativas sobre las células
Vero, 4 muestras positivas y 1 muestra negativa se obtuvieron con la linea celular
C8-36 més sensible. Desde el dia 2 en adelante, todas las muestras fueron
negativas sobre las células Vero. La linea celular C6-36 aun mostré CPE en las
muestras negativas de los dias 2 y 3, y 4 respectivaments. En los dias 4 y 5 todas
las muestras ensayadas resultaron negativas en las células C8-36, pero en los
dias 6 y 7 una muestra de nuevo mostré CPE. Después del dia 8 no se pudieron

mostrar mas muestras positivas sobre las células Vero ni sobre las células C6-36.
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Tabla 7 Resultados de Segundad de un Virus Ross River C sechado de un Fermentador de 1200 Litros

Muestra TCIiDgo/mi TCiDgo/mi TL 100 Seguridad C8-36 Segundad Vero
Dia de infeccién 1 58 nd nd nd
Dia de Infeccién 2 78 nd nd nd
Dfa de infeccién 3 81 nd nd nd
Cosecha 80 nd nd nd
Después del Separador 75 nd nd nd
Después de 1 Filtracién (12 pm/ 0 2 72 nd nd nd
pm)
Después de adicién de Benzonasa 74 nd nd nd
Formalina 0 h (15 minutos) nd 16 nd nd
Formalina 1 h nd 14 nd nd
F malina 2 h(antes 2 filtracién) nd 14 nd nd
Formalina 3 h(después 2 filtractén) nd 17 nd nd
Formalina 6 h nd 11 nd nd
Formalina 12 h nd <02 nd nd
Formahna 18 h nd <02 nd nd
F rmalina 24 h (antes de 3 Filir antes nd <02 4 positivas 1 negativa 1 positivas 4 negativa
de 2 Benzonasa agregada)
F mmalina 26 h (después 3 Filtr nd <02 4 positivas 1 negativa 1 positivas 4 negativa
después 2_Benzonasa agregada)
Formalina dia 2 nd <02 1 positivas 4 negativa 5 negativa
Formahna dia 3 nd <02 1 positivas 4 negativa § negativa
Formalina dia 4 nd <02 5 negativa 5 negativa
Formalina dia § nd <02 5 negativa 5 negativa
Formalina dla 6 nd <02 1 posibvas 4 negativa 5 negatva
Formalina dia 7 nd <02 1 positivas 4 negativa 5 negativa
Formalina dia 8 nd <02 5 negativa 5 negativa
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B) Transfeccién arime de | ion con RRV ARN

[062] Los resultados de los ensayos de seguridad anteriormente
mencionados generaron suspicacia de que el RRV ARN genémico pudiera ser
liberado durante el procedimiento de inactivacién. Esto a su vez podria conducir a
la incorporacién de RRV ARN genfmico en las células respectivas. Aunque el
tratamiento con benzonasa debe conducir a una degradacién completa del ARN,
la formacion de liposoma u otros mecanismos tales como el enmascaramiento del

RRV ARN gendmico con desechos de protelna podrian explicar la estrategia de
escape del ARN intacto.

[063] El ARN genémico RRV se aislé de los viriones purificados de
gradiente. Por via del RT-PCR el nimero de equivalente de particulas se podria
determinar. En un primer experimento (Tabla 8, No. 1) los equivalentes de
particula (ARN gendmicos) se diluyeron en etapas de diez veces tanto en medio
de transfeccion (es decir transfeccién) como el medio regular (es decir infeccion).
Con ambas mezclas fueron inoculadas células C8-36 y células Vero. Después de
un medio de intercambio, los cultivos de células fueron incubados durante varios
dias. Las muestras de los respectivos sobrenadantes fueron utilizadas para
fitulacién de virus y de terminacion de HA. Los experimentos de infeccién con ARN

gendémico fueron llevados a cabo varias veces (Tabla 8, Noa. 1-5).

[o64]) Los experimentos de transfeccién mostraron resultados positivos en
TCIDso en ambas célula C8-38 y células Vero. Los sobrenadantes de célula Vero
también exhibieron titulos Ha. La infeccién de las células Vero con un numero alto
de equivalentes de particula (10%) mostré un titulo de virus de 8,8 log TCIDs/ml y
tuvo un titulo HA de 128, pero fallé al infectar las células C8-36. Después del
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experimento de infeccion con RRV ARN genémico (no. 4) resulté en ambas
células C8-38 y células Vero infectadas, con titulos de 8.4 y 6.6 log TCIDsg/mi,
respectivamente. Los intentos de infeccion 2, 3 y 5 no dieron resultados positivos
sobre las células Vero. El intento de infeccién No. 3 dio un titulo bajo de 1.8 log
TCIDgo/ml on las células C8-36.

[065] Aunque ningln intento de infectar células con RRV ARN genémico mostrd
resultados positivos, parece que el ARN genémico a altas concentraciones es
capaz de infectar células aleatoriamente. Todos los experimentos que utilizan un
reactivo de ftransfeccién liposémica mostraron resultados positivos. De esta
manera, el enmascaramiento de proteina del ARN o los mecanismos de formacion
de liposoma explicara los ensayos de seguridad positivos después de la
inactivacién con formalina y la degradacién con benzonasa del ADN/ARN libre en

la tabla 7.
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Transfeccién y Expenmentos de Infeccidon con RRV ARN

Tabla 8
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No Muestra Infeccién Transfeccion ARN (DMRIE-C) Infeccién ARN
PA* CB8-36 Vero C6-36 Vero
Log TCID, HA Log TCID HA Log TCIDy | Log TCID HA
1 1X10° 74 neg 71 128 02 68 128
1X10" 55 neg 71 84 02 Neg nd
RNA-1 1X10° 76 neg 72 128 02 Neg nd
1X10° 52 negq 56 128
1X10° 02 neg 02 Neg
2 RNA-1 1X10° 02 02 nd
3 RNA-1 1X10° 75 nd 46 nd 16 02 nd
4 RNA-2 1X10° 72 nd 42 nd 84 66 nd
RNA-2 1X107 70 nd 50 nd
5 RNA-2 1X10° 02 02 nd

o PA equivalentes de particula infecciosa

nd no hecho
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{C) Inactivacién UV de RRV Infeccioso

[068] Para las consideracién anteriormente mencionadas, fueron llevados
a cabo experimentos a pequefia escala para inactivar RRV mediante irmadiacion
UV. Los sobrenadantes RRV PV fueron irradiados con UV durante diferentes
cantidades de tiempo con dos intensidades UV: 2.1 mW/cm? (muestras 1-10) y 2.3
mWicm? (muestras 11-20). Subsecuentemente, estas muestras fueron sometidas
a titulacién de virus, titulacién de antigeno (EIA) y se determino del titulo de
hemaglutinacién seguido. Las muestras, que fueron irradiadas durante més de 3
minutos (Nos. 6-10 y 14-18), fueron sometidas a ensayos de seguridad sobre
células C8-38 (Tabla 9).

[067] Los titulos de los virus cayeron después de 10 minutos de la
irradiacién UV de 7.4 log TCIDsp/ml (control, muestra #1) a 1.5 log TCIDso/ml con
ambas intensidades UV. La hemaglutinacién permanecid estable durante 15
minutos a una intensidad UV de 2.1 mW/cm? con un titulo HA de 9, pero cayt a 8
@ una Intensidad UV de 3.3 mW/cm®. Los titulos de antigeno (EIA) también
permaneacieron estables durante 15 minutos de irradiacién, con un rango de 6840-
1280. Los ensayos de seguridad, llevados a cabo con muestras imadiadas durante
3 a 5 minutos a una intensidad UV 2.1 mW/em? (muestras Nos 8 y 7) aun
mostraron CPE en el cultivo de célula y dieron titulos de virus de 8.2 y 8.8 log
TCIDso/mi, respectivamente. Los ensayos de seguridad, llevados a cabo con
muestras irradiadas durante 2, 3 y 5 minutos a la intensidad UV mayor de 3.3
mWicm? (muestras Nos. 8 y 7) mostraron a un CPE en el cultivo de célula y dieron
como resultado titulos de virus en 8.2, 8.6 y 8.7 log TCIDso/ml, respectivamente.

Después de 10 minutos de irradiacién, todos los ensayos de seguridad fueron

negativos.
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[088] La irradiacién UV a intensidades tanto de 2.1 mW/cm? como de 3.3
mW/cm® durante mas de 10 minutos inactivo las preparaciones RRV
completamente. La antigenicidad, como se mostré en los ensayos HA y EIA,
permanecié sin dafio a ambas intensidades de imadiacién durante 15 minutos.

Después de 30 minutos se afectd la antigenicidad.
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Tabla®
Inactivacién UV de virus infeccioso
No Tiempo TCIDso/ml HA EIA Intensidad | Total UV | Segundad
Muestra (segundos) uw mJiem? C8-36
Tratamiento Mw/cm? TCIDso/ml
1 RRV PV/sp5/574/98 - 74 9 6840 - 0 nd
Matenal inicial

2 RRV PV/sp5/574/98 4ml 5cm 30s 30 44 9 640 21 63 nd

3 RRV PV/sp5/574/98 4ml 5cm 60s 60 a7 9 640 21 126 nd

4 RRV PV/sp5/574/98 4ml 5cm 90s 90 17 9 640 21 189 nd

5 RRV PV/gp5/574/98 4 ml 5cm 2 min 120 18 9 640 21 252 nd
6 RRV PV/sp5/574/68 4 ml 5cm 3 mn 180 32 9 1280 21 378 +(82)
7 RRV PV/sp5/574/98 4mi 5cm 4 min 300 156 9 1280 21 830 +(886)
8 RRV PV/sp5/574/98 4 ml 5em 10min 800 156 ] 1280 21 1260 -(02)
9 RRV PV/sp5/574/88 4 ml 5cm 15min 900 15 9 840 21 1880 -(02)
10 RRV PV/sp5/574/68 4 ml 5 cm 30 min 1800 15 1 320 21 3780 -(02)

11 RRVPV/sp5/574/98 4 ml 3cm 30s 30 as 9 840 33 99 nd

12 RRVPV/sp5/574/88 4ml 3cm 60s 80 30 9 640 33 198 nd

13 RRVPV/sp5/574/98 4 ml 3cm 90s 980 17 9 6840 33 297 nd
14 RRV PV/sp5/574/98 4 ml 3cm 2min 120 22 9 640 33 396 +(82)
15 RRV PV/sp5/574/98 4 ml 3cm 3 min 180 16 8 640 33 504 +(86)
16 RRV PV/sp5/574/88 4 ml 3cm 4 min 300 15 8 1280 33 990 +(87)
17 RRV PV/sp5/574/98 4 ml 3cm 10 min 600 15 8 840 33 1980 -(02)
18 RRV PV/sp5/574/88 4 ml 3cm 15min 900 15 7 640 33 2970 -(02)
19 RRV PV/8p5/574/98 4 ml 3cm 30 min 1800 15 2 160 33 5840 -(02)

20 Control positivo - 72 9 - - - nd

&>
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(D) Inactivacién UV de una Cosecha de un Fermentador de 1200 Litros Inactivada
con Formalina

(1 [1] Una alicuota de una cosecha de virus en un fermentador de 1200
litros tratada con formalina fue imadiada con 3 ciclos a una tasa de fiujo de 300 Vh,
3 ciclos a 1500 V/h y 3 ciclos a 75 /h. Una segunda alicuota de una cosecha de
virus en un fermentador de 1200 litros tratada con formalina fue Irradiada con UV
con 10 ciclos a una taza de flujo de 300 /h, pero este tiempo después de
diafitracibn, para remover altas concentraciones de proteinas pequefias que
permanecen. Los titulos HA, los titulos de antigeno EIA, los tituios de virus y la
seguridad (CPE) se determinaron en cada procedimiento (Tabla 10).

[070] Los titulos de virus en el primer experimento (sin diafiltracion)
cayaron después de un ciclo de irradiacién UV a una velocidad de flujo de 150 Uh
de 6.13 log TCIDsy/ml por debajo del limite de deteccién. Los ensayos de
seguridad no mostraron CPE. Sin embargo, después de 3 ciclos de irradiacién UV
a una taza de fiujo de 150 I/h, los ensayos de seguridad y cultivo de célula
mostraron resultados positivos y también fueron positivos en titulacién de virus
(8.7 TCIDg/ml). 3 ciclos de radiacibn UV a una tasa de flujo de 75 Ih
permanecieron negativos tanto en fitulacién de virus como en ensayos de
seguridad. En los segundos ensayos de seguridad del experimento y la titulacion
de virus permanecieron negativas después de 5 y més ciclos de irmadiacién. En el
primer expaerimento todas las dosis de irmadiacién no influenciaron los titulos HA y
EIA con 11 y 1:320, respectivamente. En el segundo experimento todos los titulos
HA y EIA fueron de 10 y 1:320, respectivamente, con la excepcién de 8 ciclos de
irradiacion, que dio como resultado un titulo EIA de 1:640.

[671] La inactivacién doble de una cosecha de fermentador de RRV sin
formalina y cinco o més ciclos de imadiacién UV a una tasa de fiujo de 300 h es
suficiente para destruir completamente la infectividad sin dafiar la antigenicidad.
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Tabla 10
Inactivacién UV de una Cosecha en un Fermentador de 1200 litros de RRV
Muestra Titulo | Titulo AG- | TCIDso(después | Lectura Final de
HA EIA del paso de C8-36) Seguridad

CPE
C secha de F07-31 de RRV+matenal de partida Formaldehido 11 1320 8 13 +++
Unitrafitrado F07-31 de RRV 4 180 704 +---
Matenal de Partda de dialfiltrado F07-31 de RRV 11 1320 595 ++++
Cosecha F07-31 de RRV + Formalina 1xUV 300U/h 11 1320 6 29 +++4
Cosecha F07-31 de RRV + Formalina 2xUV 150/h 1 1320 571 ++++
C secha F07-31 de RRV + Formalina 3xUV 150/h 11 1320 8 31 +++4
Cosecha F07-31 de RRV + Formalina 1xUV 150h 11 1320 0 21 ----
Cosecha F07-31 de RRV + Formalina 2xUV 150Vh 11 1320 021 aa-
Cosecha F07-31 de RRV + Formalina 3xUV 150Vh 1 1320 8 70 4+
Cosecha F07-31 de RRV + Formalina 1xUV 75Vh 11 1320 021 ——-—
Cosecha F07-31 de RRV + Formalina 2xUV 75Vh 11 1320 0 21 ----
Cosecha F07-31 de RRV + Formalina 3xUV 75Vh 11 1320 0 21 ----
Cosecha F07-31 de RRV + Formalina diafilirada 1xUV 300Vh 10 1320 B8 71 +++4
Cosecha F07-31 de RRV + Formalina diafiltrada 2xUV 300/h 10 1320 871 ++++
Cosecha F07-31 de RRV + Formalina diafiltrada 3xUV 300Uh 10 1320 8 82 ++++
Cosecha F07-31 de RRV + Formalina diafiltrada 4xUV 300/h 10 1320 282 +---
C secha F07-31 de RRV + Formalina diafittrada 5xUV 300/h 10 1320 021 “-a-
Cosecha F07-31 de RRV + Formalina diafiltrada 6xUV 300Vh 10 1320 021 -
Cosecha F07-31 de RRV + Formalina diafiltrada 7xUV 300lh 10 1320 021 ----
Cosecha F07-31 de RRV + Formalina diafiltrada 8xUV 300/h 10 1320 021 ----
| Cosecha F07-31 de RRV + Formalina diafitrada 9xUV 300lh 10 1320 021 ----
Cosecha F07-31 de RRV + Formalina diafiltrada 10xUV 300th 10 1320 021 ----
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(E) Eficacia de las Preparaciones de Vacuna Candidatas RRV Inactivadas Dobles

Dosis Efectiva (EDg), Dosis Protactora (PDsg) v Titulos ELISA en Ratones
Inmunizados

[072) Una vacuna candidata de RRV inactivada con formalina e inactivada
doble (formalina + irradiacién UV) se ajusté a 10 ug por dosis, y luego se diluyd en
etapas 4 veces. Cada dilucién se inyectd en un grupo de 10 ratones. Después de
3 semanas los ratones fueron reforzados con la comespondiente cantidad de
vacuna. Las muestras de sangre fueron llevadas en la semana 3 antes del
refuerzo, y en la semana 8, fres semanas después del refuerzo. Los sueros fueron
analizados mediante ELISA de anticuerpo RRV. La dosis efectiva 50 (EDsp), ésta
es la dosis de antigeno que es suficiente para inducir seroconversién en el 50% de

los ratones inmunizados, fue entonces calculada.

[073) En la semana 3, antes del refuerzo, el EDs del grupo inactivado con
formalina fue de 835 ng y el grupo con la formalina y la inactivacién doble con UV
202 ng. Después del refuerzo, los valores EDs; fueron 33 ng y 10 ng,
respectivamente. El andlisis de los titulos ELISA, sin embargo, demostrd que el
grupo con inactivacion doble tenfa aun titulos de anticuerpo mayor, por ejemplo en
la semana 3, 9 ratones con un titulo de ELISA de 1,000 contra 16 ratones con
1,000 en el grupo de inactivacion doble, y ning(in ratén con 10,000 en el grupo de
formalina contra 4 ratones con 10,000 en el grupo de inactivacién doble. Después
del refuerzo, de nuevo ios tituioa del grupo de inactivacién doble fueron mayores:
8 ratones en el grupo de formalina comparados con 11 ratones en el grupo de
inactivacién doble con 100,000, y 4 ratones adicionales con un titulo de ELISA de
1 millén en el grupo de inactivacién doble (Tabla 11).
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[074] En la semana 8, 3 semanas después del refuerzo, los ratones fueron
infectados intravenosamente con 10° TCIDse/ml (dosls infectiva de cultivo de tejido
50) de los Virus vivos de Ross River (sepa T48). En el dia 1, 2, 3 y 4, fueron
tomadas muestras de sangre p.i. y se determiné subsecuentemente el TCIDso del
suero. La dosis protectora 50 (PDg), 6sto es la dosis de antigeno en la cual el
50% de los ratones infectados no mostrd viremia, se calculé. El PDsy de 78 ng fue
idéntico para ambas preparaciones de antigeno, el antigeno inactivado con
formalina inactivada asi como también el antigeno inactivado doble (formalina +

irradiacion UV).



WO 2005/118000 40 PCT/EP2005/005691

Tabla 11

Dosis Efectiva (EDgo), Dosls Protectora (PDg) y titulos de ELISA en Ratones

Inmunizados
EDga PDgo
Inactivacién Semana 3 Semana 6 Semana 6
(refuerzo)
Formalina 835 ng 33 ng 78 ng
Formalina + 202 ng 10 ng 78 ng
uv
Titulo de ELISA
Semana |Inact. | <10" | 10' | 10 | 10° | 10° | 10° [ 10° | 10’ | 10° | N
3 Form.| 35 8 8 9 0 0 0 0 0 | 60
Form.{ 27 7 6 16 4 0 0 0 0 {60
+ UV
[ ] Form.| 14 7 5 15 | 11 8 0 0 0 | 60
Form.| 8 7 9 7 14 ) 11 1 0 0 | 60
+ UV
[075] La infectividad residual encontrada primariamente en las lineas

celulares C6-36 muy sensibles después de tratamiento con formalina sola, es mas
probablemente causada por RRV ARN infeccioso. La introduccion de la segunda
etapa de inactivacién vial adicional (iradiacién UV), afecta el genoma dal virus
después del tratamiento con formalina, dio como resultado preparaciones de
vacuna candidatas RRV completamente inactivadas y seguras sin afectar la

inmunogenicidad y eficacia en un modelo de ratén.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para inactivar un virus conienido en una muestra, que
comprende las etapas de (i) tratar la muestra con una concentracién
efectiva de la formalina, y (ii) someter la muestra con una dosis efectiva de
luz UV en un aparato de flujo pasante, en donde la etapa (I} se desamolla
antes de la epata (i) o viceversa en donde Ia taza de flujo de la muestra a
través del aparato es de aproximadamente 50 litros por hora a

aproximadamente 1000 litros por hora

2. Un método para inactivar un virus recubierto contenido en una muestra, que
comprende las etapas de (i) tratar la muestra con una concentracién
efectiva de formalina, y (ii) someter la muestra con una dosis efectiva de luz
UV en un aparato de flujo pasante, en donde la etapa (i} se desarrolla antes
de la etapa (ji) o viceversa, en donde el virus recubierto es completamente

inactivado.

3. Un método para inactivar un virus ARN recublerto en una muestra, que
comprende las etapas de (i) tratar la muestra con una concentracién
efectiva de formalina, y (il) someter la muestra con una dosis efectiva de luz
UV en un aparato de flujo pasante, en donde la etapa (i) es desarrollada
antes de la etapa (ii) o viceversa, en donde el virus recubierto es

compietamente inactivado.

4. Un método para inactivar un virus contenido en una muestra, que
comprende las etapas de () tratar la muestra con una concentracién

efectiva de formalina, y (i) someter la muestra con una dosis efectiva de luz
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UV en un aparato de flujo pasante que comprende una lampara UV y una
cdmara de capa delgada en el apamto que es sustanciaimente
perpendicular al didmetro de la ldmpara UV, en donde la etapa (i) se
desarrolla antes de la etapa (ii) o viceversa, en donde la muestra es pasada

a través de la camara de capa delgada del aparato en la etapa (ji).

. El método de cualquiera de las mivindicaciones 1 a 4, en donde la
reduccion del titulo de virus debido a la inactivacién del virus en la muestra
es de al menos 1 x 10%, 0 al menos aproximadamente 1 x 107, o al menos

aproximadamente 1 x 10'%, o al menos aproximadamente 1 x 104,

. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la etapa de
tratar la muestra con una concentracion efectiva de formalina es llevada a

cabo durante aproximadamente 12 a aproximadamente 96 horas,

. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la
concentraciébn efectiva de formalina es de aproximadamente 0.01 a

aproximadamente 0.1%.

. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la luz UV

es UVC con una longitud de onda de aproximadaments 100 a

aproximadamente 280 nm.

. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la dosis de

luz UV es de aproximadamente 5 a aproximadamente 200 mJ/cm?.
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10.El método de cualquiera de las relvindicaciones 1 a 8, en donde el tiempo
de contacto de la muestra con la luz UV es aproximadamente 1 a

aproximadamente 20 segundos.

11.El método de cualiqulera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde la taza de
fiuio en el aparato de flujo pasante es de aproximadamente 50 a

aproximadamente 4000 litros por hora.

12.El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde el aparato

de flujo pasante contiene una cdmara de capa delgada.

13.E|l método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde el flujo de

la muestra a través de la cdmara de capa deigada es turbio.

14.El método de la reivindicacién 12 o 13, en donde la capa delgada de la

camara de capa delgada tiene un grosor de aproximadamente 1 mm.

15.El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde la etapa
de someter la muestra a una dosis efectiva de luz UV en un aparato de flujo

pasante se repite aproximadamente 2 a aproximadamente 10 veces.

16.El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en donde se
selecciona la muestra de un grupo que consiste de fluidos bioldgicos o
soluciones que se originan de un proceso de cultivo de célula para preparar

productos biolégicos, médicos o farmacéuticos.
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17.E! método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16 que comprende
ademés la etapa de someter la muestra a etapa de purificacién para

remover la formalina residual en la muestra.

18.El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17 que comprende
ademés purificar el virus inactivado en la muestra para pureza
farmacéutica, y formular el virus inactivado purificado en una composicién

farmacéutica para uso como una vacuna.
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INACTIVACION DE UN PATOGENO EN UNA MUESTRA MEDIANTE UN
TRATAMIENTO CON FORMALINA Y LUZ UV

RESUMEN

la presente invencién se relaciona con un método para inactivar virus al
tratar una muestra que contiene virus, con una concentracion efectiva de formalina
y al tratar la muestra con una dosis efectiva de luz UV en un aparato a través de

flujo.
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