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STABILIZERS FOR VETERINARY VACCINES

FIELD OF THE INVENTION
The present invention relates to vaccine stabilizers, and more particularly to

protein-based stabilizers for live and live-attenuated virus vaccines that are

~ substantially safe from bovine spongiform encephalopathy (BSE) and transmissible

spongiform encephalopathy (TSE). The present invention also relates to veterinary
vaccine formulations containing stabilizers from vegetable sources, and animal

sources which are substantially free of BSE and TSE.

‘BACKGROUND OF THE INVENTION

_ Attenuéted and live viral orglanisrns used in vaccines are sensitive to changes
in their environmént and degrade'when exposed to suboptima! conditions. Thus,
vaccine stabilizers are used as agents added to liquid, frozen, or lyophilized vaccines
to maintain vaccine potency and efficacy. Often, these stabilizers are incorporated
with the vaccine during preparation, and stabilize the vaccine throughout the
manufacturing, storage and administration thereof, Stabilizers impart greater shelf life
to the vaccine until the vaccine is readied for administration. While vaccine stabilizers
have been effective at extending a vaccine’s potency throughout the rrianufacturing
and storage process, new health concerns must be considered when choosing the
type of stabilizer and its soﬁrce. '

Numerous methods are known for the production of live and attenuated viral
vaccine preparations containing stabilizers. Traditional vaccine virus stabilizers are
often comprised of animal proteins, along with sugérs to stabilize the virus.
Ruminant-derived proteins such as milk proteins, Pharmatone® and Peptone®

stabilizers are commonly used in the stabilization process. Pharmatone® (American
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Labs, Inc., Omaha, NE) is obtaihed by heat hydrolysis andl peptic digestion of beef *
tissues. Bacto Peptone® (Difco Laboratories, inc., Tucker, GA) is an enzymatic
digest of animal proteins.

in addition, U.S. Pat. App. No. 2003/0215455 (Nov. 20, 2003) (B. Reynolds et
al.) discloses a vaccine stabilizer that comprises a reducing agent, a buffer, a thermal
stabilizer, a sugar and water. This reference also teaches to utilize a coloring agent
to serve as a visual reference to an animal caretaker for positively identifying the

presence of the vaccine in its own integral water supply for dissemination to an |
animal herd.

U.S. Pat. No. 5,733,555 (Mar. 31, 1998) (H.J. Chu) discloses a formulation
comprising a modified virus combined with a stabilizer, carrier, or diluent. In addition,
the formulation further comprises an adjuvant that is present in a final concentration
of about 1-25% (v/v), and preferably 5% (viv). ‘

U.S. Pat. No. 6,258,362 (Jul. 10, 2001.) (P.T. Loudon et al.) relates to a dried
pharmaceutical composition dispersible in an aqueous liquid or an injection,
containing a virus, a polysaccharide or a source of mixed amino écids, a buffer and a
mono- or oligo-saccharide or derivatives thereof. However, the source of the amino
acid is necessarily of vegetable or bacterial origin. Substantially TSE/BSE-safe
protein or amino acid tissue sources sucﬁ as cow's milkk are not disclosed.
Compositions include examples free from animal protein and its hydrosylate or other
materials of animal origin.

As a direct result of TSE and related threats {i.e. BSE) in ruminant sources,
alternative protein sources are presently being sought for use as vaccine stabilizers.

It is generally believed that the highest amounts of infectivity of TSE/BSE are found

" in the brain and spinal cord of ruminant animals in the final stages of clinical disease.
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Scientists have found that different ruminant tissues contain different amounts of the
BSE agent. Some tissues, such as skeletal muscle and milk, have never been shown
to have much, if any, infectivity. However, other proteins and gelatins that may
similarly be used as stabilizers in vaccines are sourced from other tissues, including
cow bones. Because the slaughtering and butchering _methodé used to obiain
tissues and prepare materials can affect the amount of infectivity that may be
present, it appears that only proteins and sugars sourced from cow's milk could
present little or no risk of TSE/BSE. In additidn, non-ruminants such as plahts and
vegetables potentially present one of the only TSE/BSE risg—free sources of stabilizer
proteins. |

Thus, the drawbacks associated with the known animal vaccine stabilizers
are twofold. The first is the use of animal-based proteins from sources that pose a
potential TSE/BSE threat. The second is the use of BSE/TSE-safe vegetable-based
proteins alone in vaccines that fail to include beneficial animal-based proteins of a
substantiaily BSE/TSE-safe sburce._ ) '

In light of these observations, there is a need in the art to develop a vaccine
stabilizer comprising proteins of substantially TSE/BSE-safe sources that include
both vegetables and animals. There is also a need to develop a vaccine formulation
for veterinary usé which contains a stabilizer component derived from both vegetable
sources, as well as from anifnai based sources that are substantially free to BSE or

TSE.

SUMMARY OF THE INVENTION
In accordance with the present invention, there is provided an animal vaccine
formulation consisting essentially of a viral immunogen, and a stabilizer component

containing an animal-based protein of a substantially BSE/TSE-safe source and a
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vegetable-based protein.  Further, in accordance with the present invention, a
substantially TSE/BSE-safe protein source ‘would preferably be ruminant milk.
Vegetable-based proteins may be sourcéd from a suitable vegetable or plant species
as hereinafter described.

In another aspect, the present invention provides an animal vaccine that
includes é stabilizer component as set forth above, and further includes a buffer and
sugar. Although phosphates, carboxylates and bicarbonates are preferred, other
suitable buffering agents may be used. The sugar source typically inciudes
saccharides, but other moisture retainers such as carbohydrates and sugar alcohols
may also be included.

In yet another asp.ect, the present invention provides a method for the
preparation of an animal vaccine formulation. The preparation includes the formation
of a stabilizer component that includes a vegetable-based protein in a diluent. An
animal-based protein of a substantially TSE/BSE-safe source is added as part of the
stabilizer component. Additionally, a buffer and a sugar may be added. The stabilizer
component can also be sterilized, if desired. Subseguent to the sterilization of the .
stabilizer component, a vaccine formulation is achieved by the addition of a viral
immunogen to the stabilizer component. Lyophilization of the vaccine formulation
yields a stabilized vaccine suitable for extended storage periods.

As a further part of the invention, there is also provided a vaccine stabilizer
formulation consisting essentially of a vegetable protein stabilizer and an animal
protein stabilizer of a substantially TSE/BSE-sa}e source.

Further, objects and features of the invention will become apparent from the
detailed description and the claims set forth herein below.



WO 2007/019128 PCT/US2006/029849

10

15

20

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

There is a need for an animal vaccinevformmation containing a viral
immunogen, together with a stabilizer contaiﬁing an animal-based protein of a
substantially BSE/TSE-safe source and ‘a vegetable-based protein. The present
invention is directed toward further solutions to address this need.

As used herein, “viral immunogen” will typically denote a live or attenuated
virus, or portion thereof. An attenuated virus is a virus that has been altered, typically
by passaging in tissue culture cells, to attenuate its ablhty to cause disease, but
which maintains its ability to protect against disease or infection when administered
to anirﬁals. Exampies include, but are not limited to, live and live-attenuated
immunogens from such animals as cows, horses, pigs, sheep, fowl, including
chickens, turkeys and pigeons, dogs, cats, and other veterinary species, in particular
mammals. [lustrative immuhogens include, but are not limited to, Bordetella
bronchiseptica, canine adenovirus type 2 (CAV-2), panine distemper, canine
parainfluenza virus, canine parvovirus (CPv), feline calicivirus (FCV), feline
rhinotracheitis, feline panleukopenia, porciné pseudorabies virus (PRV), equine
arteritis (EAV), bovine rhinotracheitis virus, bovine parainfluenza virus '(PI3), bovine
respiratory syncytial virus (BRSV), bovine viral disease Type | and Type Il (BVD Type
I and Type Il). lllustrative fowl immunogens include, but are not limited to,- avian
infectious bronchitis virus (IBV), Newéastie disease virus (NDV), Infectious Bursal
Disease Virus (IBDV), infectious Laryngotracheitis  virus  (ILT), Avian
encephalomyelitis virus (AE), Avian poxvirus, or Avian Reovirus. The use of the
formulations of the present invention for fowl immunogens is particularly

advantageous in that such immunogens are typically supplied to the end user as
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lyophilized product, so that stabilizers are necessary to ensure full potency upon
reconstitution prior to administration of the vaccine to the target animal.

The live or live attenuated immunogen pool may be neat or in solution,
depending on the concentration of the immunlogen stock. If the titer is high, it may
need to be diluted to achieve the target concentration.

The viral immunogen is included as part of the vaccine formulation as set
forth herein. Typically, the viral inmunogen may be added as part of a stock solution
for the immunogen of interest. The loading of the viral immunogen may vary, but will
often be within the range of about 0.001 to 50% (w/v), prgferably within the range of
about 0.01 to 10%. The skilled artisan can optimize the amount of immunogen
based on the particular attributes of the final vaccine formulation desired. For
example, a more potent or stronger vaccine immu_nogen may require less
concentration in the final vaccine formulation, for example. The quantity of vaccine
imniunogeﬁ ‘set forth above in the vaccine formulation is not inclusive of any diluent
(such as water), or other susﬁending means or vehicle (such as oil).

A further component of the vaccine formulation of the invention is a stabilizer

component. “Stabilizer component” denotes 'a combination of an animal-based

protein of a substantially BSE/TSE-safe source and a vegetable-based protein, which
stabilizes the vaccine formulation throughout its storage and administration. The

stabilizer component may comprise about 0.01 — 30% {wf/v) of the animal vaccine

formulation, more preferably about 0.05 — 15% (whv), and even more preferably _

about 1 — 10% (w/v).
As part of the stabilizer component, there is an animal based protein of a
substantially BSE/TSE-safe source. An “animal-based protein of a substantially

BSE/TSE-safe source” refers to proteins that are sourced from ruminant milk, and
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other sources, for éxample the muscle meat, of an animal, particularly a mammal,
that are likely to be free of contamination from ABSE and TSE. Suitable animal-based

proteins include, but are not limited to, digested protein extracts such as N-Z-

Amine®, N-Z-Amine AS® and N-Z-Amine YT® (Sheffield Products Co., Norwich, .

N.Y.), which are casein enzymatic hydrosytates of bovine milk. N-Z-Amine YT® is
the preferred animal-based prﬁtein for use in thé present invention.

The animal-based protein may comprise about 0.001 — 15% (w/v) of the
stabifizer component, more preferably about 0.01 — 10% gw/v) thereof. The animal-
based protein will further comprise about 0.0001 — 3% (w/v), more preferably about
0.001 — 2% (w/v) of the vaccine formulation.

A further part of the stabilizer component is the vegetable-based protein.

" Vegetable-based proteins may include, without limitation, soy protein, wheat protein,

corn gluten, rice protein and hemp protein, among others. Preferred vegetablé
based proteins in the present invention are soy proteins and corn gluten. Gorn gluten
is a mixture of various corn-derived proteins. The soy proteins ¢an include 100% soy
protein (available as VegeFlue|® by Twinlab), textured soy protein, ahd soybean
enzymatic digest. Textured soy protein is a soy protein that is made from defatted
soy flour that is compressed and processed into granules or chunks. Soybean
enzymatic digest describes soybean peptones that result from the partial hydrolysis
of soybean proteins.

The vegetable-based protein may comprise about 0.001 — 30% (w/v) of the
stabilizer component, more preferably about 0.01 - 10% (w/v) thereof. The
vegetable-based protein will further comprise about 0.0001 — 6% (w/v), more

preferably about 0.001 — 4% (w/v) of the final vaccine formulation. The ratio of
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vegetable-based protein to animal-based protein may preferably range from about
1:1 to about 3:1, and more préferably will be in the range of about 2:1.

A diluent, preferably water, will typically comprise the reminder of the
stabilizer component, up to 100%.

The vaccine formulation of the invention may additionally include a
biologically acceptable sugar for moisture retention during the lyophilization process,
hereinafter described. The s&gar is selected from the group including, but not limited
to, the mono-, di-, tri- and oligosaccharides, such as glucose, dextrose, lactose,
sucrose, ;nannose and fructose, and the like. Sucrose is the preferred sugar in the
formulation of the present ihvention. The sugar may comprise about 0.001 - 6% (w/v)
of the final vaccineé formulation, more preferably about 0.001 — 4% (wiv). If desired,
the sugar component may be included as part of the stabilizer component during
preparation thereof. The skilled artisan may recognize thgat an approximate 1:1 ratio
of sugar component to vegetable-based protein in the final formulation may be
desirable.

The vaccine formulation may additionally include a biclogically acceptable
buffer to maintain a pH close to neutral (7.0 - 7.3). Such buffers preferably used are
typically phosphates, carboxylates, and bicarbonates. More preferred buffering
agents are sodium phosphate, potassium phosphate, sodium citrate, calcium lactate,
sodium succinate, sodium giutamate, sodium bicarbonate, and potassium
bicarbonate. Monosodium -glutamate is the most preferred buffer as part of the
present invention. The buffer may comprise about 0.0001 - 5% (wfv) of the vaccine
formulation, more preferaﬁly about 0.001 ~ 1% (w/v). The buffer(s) may be added as

part of the stabilizer component during the preparation thereof, if desired.
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Other excipients, if desired, may be included as part of the final yaccine
formulation.

The remainder of the vaccine formulation is an acceptable diluent, to 100%,
including water. The vaccine formulation may also be formu!ated as part of a water-
in-oil, or oil-in-water emulsion. The skilled artisan will further recognize that the
heretofore described components comprising the vaccine formulation are an iniegral
part thereof, and are not readily parseable therefrom.

Also provided as part of the invention is a met:h;od of preparation of the
vaccine formulation herein described. Preparation of ‘the vaccine formulation
preferably takes place ih two phases. The first phase typically involves the
preparation of the stabilizer component. A vegetable-based protein stock solution is
prepared by dissolving the vegetable-based protein in a diluent. The preferred dil‘uent
is water, preferably distilled and/or purified so as to remove trace impurities (such as

that sold as purified Super Q®). In a separate vessel an animal-based protein of a

substantially BSE/TSE-safe source is dissolved in a diluent, additionally with the

sugar component and buffer additives. N-Z-Amine YT® a high quality source of
peptides produced by enzymatic hydrolysis of casein, is a preferred animal-based
protein, while water is the preferred diluent. Preferably, an equal volume of the
vegetable-based protein stock solution is added to the animal-based protein solution.
It is desirable that after HCI / KOH adjustment to achieve a pH of approximately 7.2 +
0.1, the stabilizer component is sterilized via autoclave. The stabilizer solution may
be refrigerated for extended period prior to introduction of the immunogen.

The second phase of preparation of the vaccine formulation includes

introduction of the five or live attenuated immunogen with the stabilizer component,
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thereby yielding the vaccine formulation. Preferably, the immunogen is diluted with a
buffer solution prior to ité introduction to the stabilizer component.

Once this vaccine formulation solution has been achieved, the formulation is
separated into vials or other suitable containers. | |

The vaccine formulation herein described may then be packaged in individual
or multi-dose ampoules, or be subsequently lyophilized (freeze-dried) before
packaging in individual or multi-dose ampoules. The vaccine formulation herein
contemplated also includes the Iyophilized version. The lyophilized vaccine
formulatioﬁ may be stored for extended periods of time without loss of viability at

ambient temperatures.

The lyophilized vaccine may be reconstituted by the end user, and
administered to an animal, typically in one or two doses, in the range of about 1 —
SmL of vaccine formulation/dose. Smalier animals such as fowl may receive a
preferred dosage of about 0.01 — 1mL., more preferably about 0.03 — O.SmL.

The following example illustrates preferred aspects of the invention, but

should not be construed as limiting the scope thereof:

EXAMPLE 1

STEP 1: VEGETABLE-BASED PROTEIN STOCK SOLUTION PREPARATION
5.0g of corn gluten was mixed with 50mL of purified water. The mixture was

then ground in a blender. The mixture was decanted and the supernatant collected.

The solution was stored at 4°C.

STEP 2. PREPARATION OF THE STABILIZER COMPONENT
N-Z-Amine .Type YT® (2.5g), Sucrose (5.0g) (Sigma, St. Louis, Mo.) and

Monosedium Glutamate (O.Sg) (Sigma, St. Louis, Mo.) were added to 50mL of water

10
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{purified Super Q®) ahd dissolved. Heat was added to increase the dissolution rate.
This solution was added to the 50.0mL, 10% Corn Gluten solution of Step 1. The pH
was adjusted to 7.2 + 0.1 with KOH and/or HCI. The solution was then dispensed into
suitable containers and autoclaved at >121°C or >30 minutes. (This solution may be

stored at 2-7°C for approximately 1 month.)

STEP 3: PREPARATION AND LYOPHILIZATION OF THE VACCINE
FORMULATION
Preparation of the Virus Pool: A frozen avian infectious bronchitis virus (IBV),
Newcastle disease virus (NDV), Infectious Bursal Disease Virus (IBDV), Infectious
| Laryngotracheitis virus (ILT), Avian encephalomyelitis virus (AE), Avian poxvirus, or
Avian Reovirus preparation was or is thawed at 37°C. 50mL of the thawed virus was
or is added to a sterile bottle, diluted with 400ml of PBS {phosphate buffered saline),
and the viral titer recorded (EIDgo/mL).

Preparation of the Vaccine Formulation: 15mL of the stabilizer component
(see Step 2 above) was or'is added to a sterile bottle and diluted with 85mL of the
diluted viral immunogen of Step 3a. This vaccine formulation was or mixed for 5-10
minutes, and the thecretical immunogen titer recorded (EIDso/mL).

Aliquoting Immunogen/Stabilizer Pools: The vaccine formulation of Step 3 b
was or is dispensed in SmL aliquots to lyophilization bottles with sterile cornwalls and
sterile blunt needles. Sterile stoppers were or are added to each vial and the vials
added to the lyophilizer. After lyophilization, the vials were backfilled with 10-15%

nitrogen, stoppered, crimp sealed, and stored at 4°C.

11
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EXAMPLE 2

STEP 1. VEGETABLE-BASED PROTEIN STOCK SOLUTION PREPARATION

5.0g of soy protein (VegeFuel® by Twinlab) was mixed with 50mL of purified -

water. The mixture was then ground in a blender. The mixture was decanted and the

supernatant collected. The solution was stored at 4°C.

STEP 2: PREPARATION bF THE STABILIZER COMPONENT

N-Z-Amine Type YT® (2.5g) (Sheffield Products Co., Norwich, N.Y.), Sucrose
(5.0g) (Sigma, St. Louis, Mc').) and Monosodium Glutamate (0.5g) (Sigma St. Louis,
Mo.) were added to 50mL. of water (purified Super Q®) and dissolved. Heat was
added to increase the dissolution rate. This solution was added to the 50.0mL, 10%
soy protein (VegeFuel® by Twinlab) of Step 1. The pH was adjusted to 7.2 # 0.1 with
KOH and/or HCI. The solution was then dispensed into suitable containers and
autoclaved at >121°C or >30 minutes. (This solution may be stored at 2-7°C for

approximately 1 month.)

STEP 3: PREPARATION AND LYOPHILIZATION OF THE VACCINE
FORMULATION

Preparation of the Virus Pool: A frozen avian infectious bronchitis virus (IBV),
Newcastle disease virus (NDV), Infectious Bursal Disease Virus (IBDV), Infectious
Laryngotracheitis virus (ILT), Avian encephalomyelitis virus (AE), Avian poxvirus, or
Avian Reovirus preparation was or is thawed at 37°C. 50mL of the thawed virus was
or is added to a sterile bottle, dituted with 400ml of PBS (phosphate buffered saline),
and the viral titer recorded (EIDso/mL). |

Preparation of the Vaccine Formulation: 15mL of the stabilizer component

(see Example 2 above) was or is added to a sterile bottle and diluted with 85mL of

12
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the diluted viral immunogen of Step 3a. This vaccine forﬁulation was or is mixed for
5-10 minutes, and the theoretical immunogen tifer recorded (EIDso/mL.).

Aliquoting Immunogen/Stabilizer Pools: The vaccine formulation of Step 3b
was or is dispensed in 5mL ‘aliquots to lyophilization bottles with sterite cornwalls and
sterile blunt needles. Sterile stoppers were or are added to each vial and the vials
added to the lyophilizer. After lyophilization, the vials were or are backfilled with 10-
15% nitrogen, stoppered, crimp sealed and stored at 4°C.

EXAMPLE 3

STEP 1: VEGETABLE-BASED PROTEIN STOCK SOLUTION PREPARATION
5.0g of textured soy protein was mixed with 50mL of purified water. The

mixture was then ground in a blender. The mixture was decanted and the

supernatant collected. The solution was stored at 4°C.

STEP 2: PREPARATION O? THE STABILIZER COMPONENT

N-Z-Amine Type YT® (2.59g) (Sheffield éroducts Co., Norwich, N.Y.), Sucrose
(5.0g) (Sigma, St. Louis, Mo.) and Monosodium Glutamate (0.5g) (Sigma St. Louis,
Mo.) were added to 50mL of water- (purified Super Q®) and dissolved. Heat was
added to increase the dissolution rate. This solution was added to the 50.0mL, 10%
textured soy protein of Step 1. The pH was adjusted to 7.2 + 0.1 with KOH and/or
HCI. The solution was then dispensed into suitable containers and autoclaved at

>121°C or >30 minutes. (This solution may be stored at 2-7°C for approximately 1

month.)

13
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STEP 3: PREPARATION AND LYOPHILIZATION OF THE VACCINE
FORMULATION

Preparation of the Virus Pool: A frozen avian infectiéus bronchitis virus (IBV),
Newcastile disease virus (NDV), Infectious Bursal Disease Virus (IBDV), Infectious
Laryngotracheitis virus (ILT), Avian encephalomyeiitis virus (AE), Avian poxvirus, or
Avian Reovirus preparation was or is thawed at 37°C. 50mL of the thawed virus was
oris added to a stérile bottle, diluted with 400mi of PBS (phosphate buffered saline),
and the viral titer recorded (EIDso/mL).

Preparation of the Vaccine Formulation: 15mL of the stabilizer component

prepared as detailed in Step 2 above, was or is added to a sterile bottle and diluted

- with 85mL of the diluted viral immunogen of Step 3a. This véccine formulation was or

is mixed for 5-10 minutes, and the theoretical immunogen titer recorded (EIDgo/mL).

Aliquoting Immunogen/Stabilizer Pools: The vaccine formulation of Step 3b
was or is dispensed in 5mL aliquots to lyophilization bottles with sterile cornwalls and
sterile blunt needles. Sterile stoppers were or are added to each vial and the vials
added to the lyophilizer. After lyophilization, the vials were or are backfilled with 10-
15% nitrogen, stoppered, crimp sealed and stored at 4°C.

EXAMPLE 4

STEP 1: VEGETABLE-BASED PROTEIN STOCK SOLUTION PREPARATION

5.0g of soybean enzymatic digest was mixed with 50mL of purified water. The

mixture was then ground in a blender, decanted and the supernatant collected. The

solution was stored at 4°C.

14
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STEP 2: PREPARATION OF THE STABILIZER COMPONENT

N-Z-Amine Type YT® (2.5g) (Sheffield Produ‘cts Co., Norwich, N.Y.), Sucrose
(5.0g) (Sigma, St. Louis, Mo.) and Monosodium Glutamate (0.5g) (Sigma St. Louis,
Mo.) were or are added to 50mL of water (purified Super Q®) and dissolved. Heat
was or is added to increase the dissc;lution raté. This solution was or is added to the
50.0mL, 10% soybean enzymatic digest solution of Step 1. The pH was adjusted to
7.2 + 0.1 with KOH and/or HCI. The solution was or is then dispensed into suitable

containers and autoclaved at >121°C or >30 minutes. (This solution may be stored at

2-7°C for approximately 1 month.)

STEP 3: PREPARATION AND LYOPHILIZATION OF THE VACCINE
FORMULATION |

Preparation of the Virus Pool: A frozen avian infectiqus bronchitis virus (1BV),
Newcastle disease virus (NDV), Infectious Bursal Disease Virus (IBDV), Infectious
Laryngotracheitis virus (IL.T), Avian encephalomyelitis virus (AE), Avian poxvirus, or
Avian Reovirus preparation was or is thawed at 37°C. 50mL of the thawed virus was
or is added to a sterile bottle, diluted with 400m! of PBS (phosphate buifered saline),
and the viral titer recorded (EIDso/mL).

Preparation of the Vaccine Formulation: 15mL of the stabilizer component
prepared as detailed in Step 2 above, was added to a sterile bottle and diluted with
85mL of the diluted viral immunogen of Step 3a. This vaccine formulation was or is
mixed for 5-10 minutes, and the theoretical immunogen titer recorded (EIDso/mL).

Aliquoting Immunogen/Stabilizer Pools: The vaccine formulation of Step 3b
was dispensed in 5mL aliquots to lyophilization bottles with sterile cornwalls and

sterile blunt needles. Sterile stoppers were added to each vial and the vials were
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added to the lyophilizer. After lyophilization, the vials were backfilled with 10-15%
nitrogen and then stoppered. The vials were then crimp sealed and stored at 4°C.

EXAMPLE 5

COMPARISON TESTING WITH ANIMAL-BASED STABILIZER
Vaccine stréin IBV harvest fluids were formulated at equivalent titer into
stabilizers as described above in Examples 1-4, and compared to virus stabilized in
animal protein in the manner of Poulvac® IB (Massachusetts, M-41 — VS Code
1231.11) commercially available from by Fort Dodge Animal Health Division of
Wyeth. Samples were obtained after the virus was mixed with stabilizer, and again
after lyophilization cycling, were fitrated in triplicate, and the pre- and post-

lyophilization geometric mean titers were compared fo determine loss during freeze

drying.
Results are as follows:
Sample Geometric Mean Titer | Geometric Mean Titer Titer Loss
Pre-Lyo (log/mL) Post-Lyo (log/mL) (log/mL)
IBV + Example 1 6.20 5.54 0.66
Stabiiizer '
IBV + Example 2 5.40 4.66 0.74
Stabilizer
IBV + Example 3 5.80 4.61 1.19
Stabilizer | '
IBV + Example 4 5.80 478 1.02
Stabilizer - ,
IBV + Animal |- 5.70 3.65 2.05
Protein Stabilizer -

b)/O .
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The use of the vegetable origin stabilizers of Examples 1-4 in the Table above
resulted in lower titer loss during the lyophilization cycle than did use of the animal
protein stabilizer (line 5 in the table above).

Numerous modifications and alternative embodiments of the present
invention will be apparent to those skilled in the art in view of the foregoing

description. Accordingly, this description is to be construed as illustrative only and is

for the purpose of teaching those skilled in the art the best mode for carrying |

out the present invention. Details of the structure may vary substantially without
departing from the spirit of the present invention, and exclusive use of all
modifications thét come within the scope of the appended claims is reserved. It is
intended that the present invention be limited only to the extent required by the

appended claims and the applicable rules of law.

17
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WHAT IS CLAIMED IS:

1. An énimal vaccine formulation consisting essentially of:
a live viral immunogen; and
a stabilizer component containing an animal-based protein of a
substantially BSE/TSE-safe source and a vegetable-based protein.
2. The animal vaccine formulation of claim 1, wherein said live viral
immunogen is attenuated.
3. The stabilizer component of claim 1, wherein said vegetable-based

protein is selected from a group comprising corn gluten, soy protein, rice protein,
wheat protein, and hemp protein.

4, The stabilizer component of claim 1, wherein said animai-based
protein of a substantially BSE/TSE-safe source is N-Z-Amine®.
5. The animal vaccine formulation of claim 1, further containing:
a diluent.

6. The animal vaccine formulation of claim 5, wherein said diluent is
purified water. '

7. The animal vaccine formulation of claim 1, further containing:
a sugar,
8. The animal vaccine formulation of claim 7, wherein said sugar is

selected from the group consisting of mono-, di-, tri- and oligosaccharides, such as
glucose, dextrose, lactose, sucrose, mannose and fructose.

Q. The animal vaccine of claim 8, wherein said sugar is sucrose.
10.  The animal vaccine formulation of claim 1, further containing:
a buffer,

11. The animal vaccine formulation of claim 10, wherein said buffer is
selected from a group including sedium phosphate, potassium phosphate, sodium
citrate, calcium lactate, sodium succinate, sodium glutamate, sodium bicarbonate,
and potassium bicarbonate. '

12. The animal vaccine formulation of claim 11, wherein said buffer is
monosodium glutamate.

13. An animal vaccine formulation consisting essentially of:
a live viral immunogen; -

18
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a stabilizer component containing an animal-based protein of a
substantially BSE/TSE-safe source, and a vegetablt_a-based protein;

a diIuént;

a sugar; and

a buffer.

14, The animal vaccine formulation of claim 13, wherein said live viral
immunogen is attenuated. |

15.  The animal vaccine formulation of claim 13 wherein said diluent is
purified water. | '

16. The animal vaccine formulation of claim 13, wherein said sugar is
selected from a group including mono-, di-, tri- and oligosaccharides, such as
glucose, dexirose, lactose, sucrose, mannose and fructose.

17. The animal vaccine formulation of claim 16, wherein said sugar is
sucrose. ' '

18. The animal vaccine formulation of claim 13, wherein said buffer is
selected from the group consisting of sodium phosphate, potassium phosphate,
sodium citrate, calcium lactate, sodium succinate, sodium glutamate, sodium
bicarbonate, and potassium bicarbonate. '

19. The animal vaccine formulation of claim 18, wherein said buffer is -

monosodium glutamate.

20. The stabilizer component of claim 13, wherein said animal protein of a
substantially BSE/TSE-safe source is N-Z-Amine Type YT®,

21.  The stabilizer component of claim 13, wherein said vegetable-based

protein is selected from a group comprising corn gluten, soy protein, rice protein,
wheat protein, and hemp protein.

22, An animal vaccine formulation consisting éssentially of:
a live viral immunogen,;
a stabilizer component containing an animal brotein of a substantially
BSE/TSE-safe source and a vegetable-based protein, wherein said
animal protein of a substantially BSE/TSE-safe source is N-Z-Amine
Type YT® and said vegetable-based protein is selected from a group

comprising comn glufen, soy protein, rice protein, wheat protein, and
hemp protein;
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a diluent, wherein said diluent is purified water;
a sugar, wherein said sugar is selected from a group consisting of
maono-, di-, tri- and oligosaccharides, such as glucose, dextrose,
lactose, sucrose, mannose and fructose; and
a buffer, wherein said buffer is selected from the group consisting of
sodium phosphate, potassium phosphate, sodium -citrate, calcium
lactate, sodium succinate, sodium glutamate, sodium bicarbonate, and
potassium bicarbonate.
23.  The animal vaccine formulation of claim 22, wherein said sugar is
sucrose. '
24, The animal vaccine formulation of claim 22, wherein said buffer is
monosodium glutamate.
25.  The animal vaccine formulation of claim 22, wherein said live viral
immunogen is attenuated.
26. A method of preparing an animal vaccine formulation, comprising:
forming a stabilizer component consisting eésential!y of an animal-

based protein of a substantially BSE/TSE-safe source and vegetable-

based protein; and
adding said stabilizer component to an immunogen component to
furnish a vaccine formulation.

27. The method set forth in claim 26, wherein said vegetable-based
protein comprises about 0.0001 — 6% (w/v), more preferably about 0.001 — 4% {wiv)
of said vaccine formulation.

28.  The method set forth in claim 26, wherein said animal-based protein
comprises about 0.0001 — 3% (wiv), more preferably about 0.001 — 2% (w/v) of said
vaccine formulation, |

29.  The method set forth in claim 26, wherein said vaccine formulation is
lyophilized after said adding of said immunogen component.

30. The method set forth in claim 26, wherein the preparation of said
stabilizer component of said vaccine formulation comprises:

dissolving said vegetable-based protein in purified water to form a first
solution;
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adding said animal-based protein of a substantially BSE/TSE-safe
source, said buffer, and said sugar to said first solution;

adjusting the pH of said stabilizer solution;

filtering said stabilizer compaonent; and

sterilizing said stabilizer component.

31.  The method set forth in claim 30, wherein said animal-based protein of
a substantially BSE/TSE-safe source is N-Z-Amine Type YT®, said buffer is
monosodium glutamate, and said sugar is sucrose. ‘

32. The method set forth in claim 30, wherein said vegetable-based
protein is selected from the group consisting of corn gluten, soy protein, rice protein,
wheat protein, and hemp protein.

33. The method set forth in claim 30, wherein said vegetable-based
protein of said stabilizer component comprises about 0.001 — 30% (w/v) of the
stabilizer component, more preferably about 0.01 — 10% (w/v).

34. The method set forth in claim 30, wherein said animal-based protein of
said stabilizer component comprises about 0.001 — 15% (wiv) of the stabilizer
component, more preferably about 0.01 — 10% (w/v) thereof.

35. The method set forth in claim 30, wherein said sugar comprises about
0.001 — 8% {(w/v) of the final vaccine formulation, more preferably about 0.001 — 4%
(whv).

36. The method set forth in claim 30, wherein said buffer comprises
0.0001 — 5% (w/v) of the vaccine formulation, more preferably about 0.001 - 1%
{Wiv).

37.  The method set forth in claim 30, wherein said dissolving further
comprises:

heating said first solution.

38.  The method set forth in claim 30, wherein said sterilizing comprises
autoclaving said solution. '

39. A vaccine stabilizer consisting essentially of:

animal-based protein of a substantially BSE/TSE-safe source; and
a vegetabie-based protein.
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40. - The vaccine stabilizer component of claim 39, wherein the ratio of said
vegetable-based protein fo said animal-based protein is within the range of from
about 1:1 to about 3:1.

22
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ESTABILIZADORES PARA VACUNAS VETERINARIAS

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidn se relacioné con estabilizadores para
vacunas, y mas particularmente a estabilizadores con base en
proteina para vacunas de virus vivos‘é virus atenuados gque son
sustancialmente seguros para la encefalopatia espongiforme bovina
(BSE). La presente invencidn y la encefalopatia espongiforme
transmisible (TSE}. La presente invencidén también se relaciona
con formulacicnes de vacunas veterinarias que contienen
estabilizadores de fuentes vegetales, y fuentes animales que son

sustancialmente libres de BSE y TSE.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los organismo virales ateﬁuados: y vivos usados en las
_vacunas son sensibles a cambios en su ambiente y se degradan
cuando se exponen a condiciones  subéptimas. Asi, los
estabilizadores de vacunas son usados como agentes agregados a
vacunas liquidas, congeladas o liofilizadas para mantener la
potencia y la éficacia de la wvacuna. Frecuentemente, estos
estabilizadores son incorporados con la vacuna durante la
lpreparacién, y estabilizan la vacuna durante el tiempo de
fabricacién, almacenamientoc y administracién de la misma. Los
estabilizadores imparten una vida de almacenamiento mayor a las
vacunas hasta que la vacuna estd lista para su administracidn.
Aunque los estabilizadores para vacunas han sido efectivos al

extender una potencia de la vacuna durante los procesos de
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fabricacién y almacenamiento, nuevas preocupaciones de salud
deben ser consideradas cuando se escoge el tipo de estabilizador

y su fuente.

Numerosos métodos son conocidos para la preparacién de
preparaciones de.vacunas virales vivas o virales atenuadas que
contienen estabilizadores. Los estabilizadores de los virus de
las wvacunas tradicionales frecuentemente estan compuestos de
proteinas animales junto con azucares para estabilizar el virus.
Las proteinas derivadas de Rumiantes tales como las proteinas de
leche, los estabilizadores Pharmatone® y Peptone® son usados
comunmente en el proceso de estabilizacién. Pharmatone® (American
Labs, Inc., Omaha, NE) es obtenido porlla hidrélisis caliente y
la digestidn oOptica de tejidos de carne. Bacto Peptone® (Difco
Laboratories, 1Inc., Tucker, GA) es un dirigido enzimatico de

proteinas animales.

Adicionalmente la solicitud de Patente Estadounidense No.
2003/0215455 (Nov. 20, 2003) (B. Reynolds et al.) describe un
estabilizador de vacuna que comprende un agente reductor, un
amortiguador, un estabilizador térmico, un azucar y agua. Esta
referencia también ensefia a utilizar un agenté colorante que
sirve como referencia visual a una persona que cuida los animales
para identificar positivamente la presencia de la vacuna en su
propio suministfo de agua integral para la diseminacidén a una

manada de animales.

La Patente estadounidense No. 5,733,555 (Marzo 31, 1998)

(H.J. Chu) describe una formulacién que comprende un virus
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modificado combinade con un estabiiizador, un vehiculo, o
diluyente. Adicionalmente, la formulacién comprende
adicionalmente un  adyuvante que ‘'esta presente en una
concentracién final de cerca de 1 - 25% (v/v), y preferiblemente

5% (v/v).

La Patente Estadounidense No. 6,258,362 (Jul. 10, 2001)
(P.T. Loudon et al.) se relacioﬁé con  una composicidén
farmacéutica seca dispersable en un liquido acuoso o una
inyeccién que contiene un virus, un polisacdrido o una fuente de
amincacidos mezcladés, un amortiguad&r y un mono- o oligo-
sacarido o derivados de ellos. Sin embargo, 1la fuente del
aminodcido es nedesariamente de origén vegetal o bacteriana.
Sustancialmente la proteina segura de TSE/BSE o de las fuentes de
tejideo de aminocacido tales como la ‘leche de wvaca no estéan
descritas. Las composiciones incluyen ejemplos libres de proteina

animal y sus hidrosilatos u otros animales de origen animal.

Como un resultado directo del TSE \% las amenazas
relacionadas (es decir, ABSE) en fuentes de rumianfes, fuentes
alternativas de proteina actualmente se estan buscando para uso
como estabilizadores de vacuna. Se cree generalmente que las
cantidades mé&s altas de infeccidén de TSE/BSE se encuentran en el
cerebro y la espina dorsal de los- animales rumiantes en las
etapas finales de la enfermedad clinica. Los cientificos han
encontrado que diferentes tejidos de rumiantes contienen
diferentes cantidades del agente BSE. Algunos tejidos, tales como
el mﬁscﬁlo esquelético y la leche nunca'han mostrado tener mucho,

o alguna, infeccién. Sin embargo, otras proteinas y gelatinas que
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pueden similarmente ser usadas como estabilizadores en las
vacunas han sido obtenidas de otros tejidos, incluyendo 1los
huesos de vaca. Debido a los métodos que se usa en el sacrificio
de los animales usados para obtener los tejidos y preparar los
materiales puede afectar la cantidad de infeccidn que puede estar
presente, parece gue solamente proteinas y azlcares obtenidas de
la leche de la vaca podrian presentar poco o ningun riesgo de
TSE/BSE. Adicionélmente, los animales vno rumiantes tales como
plantas y vegetales potencialmente presentan una entre las
fuentes libres de riesgo de TSE/BSE para proteinas

estabilizadoras.

Asi, los inconvenientes asociados con los estabilizadores
para vacunas de animales conocidos son dobles. El primero es el
uso de proteinas de base animal como fuentes gque colocan una
amenaza potencial de TSE/BSE. El segundo es el uso de proteilnas
de base vegetal seguras para el TSE/BSE solas en vacunas gue
fallan en incluir las proteinas de base animal benéficas de una

fuente sustancialmente segura de BSE/TSE.

A la luz de estas observaciones, existe la necesidad en la
técnica de desarrollar un estabilizador de vacuna que comprenda
proteinas de fuentes sustancialmente seguras en cuanto a TSE/BSE
gque incluyan tanto vegetales como animales. Existe también una
necesidad e desarrcllar una formulacidén de vacuna para uso
veterinario que contenga un componente estabilizador derivado
tanto de fuentes vegetales, comoc de fuentes de base animal que

sean sustancialmenite libres de BSE ¢ de TSE.
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RESUMEN DE LA INVENCION

De acuerdoc con la presente invencidén se ha provisto una
formulacidén de vacuna animal que consiste esencialmente de un
inmunégeno viral, y un componente estabilizador que contiene una

proteina de base animal y una fuente sustancialmente segura

contra el BSE/TSE y una proteina de base vegetal. Adicionalmente,

de acuerdo con la presente invencién; una fuente de proteina
sustancialmente segura de TSE/BSE preferiblemente seria de la
leche de rumiantes. Las proteinas de. base vegetal pueden se£
obtenidas de especies vegetales o de pfantas como se describe de

aqui en adelante.

En otro aspecto, la presente invencidén suministra una vacuna
para animales gque incluye un componente estabilizador como se
establecid anteriormente, Y adicionalmente incluye un
amortiguador y un azuicar. Aungque los :fosfatos, carboxilatos vy
bicarbonatos son los preferidos, otros:agentes de amortiguacidn
adecuados pueden ser usados. La fuente de azucar tipicamente
incluye sacéridos, pero otros rétenedo;es de humedad tales como

carbohidratos y alcoholes de azucar puéden ser incluidos.

En todavia otro aspecto, la presenﬁe invencién suministra un
método para la preparacién de una formulacién de vacuna -para
animal. La preparacidén incluye la fofmacién de un componente
estabilizador gque incluye una proteina de base vegetal en un
diluyente. Una proteina de base animal de una fuente
sustancialmente libre de TSE/BSE es agregada como parte del

componente estabilizador. Adicionalmente, un amortiguador y un
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azucar pueden ser agregados. El componente estabilizador también
puede ser esterilizado, si se desea. Subsecuente a la
esterilizacidén del componente estabilizador, una formulacién de
vacuna es lograda por medio de la adicidn de un inmunégeno viral
al componente estabilizador. ta licfilizacidén de la formulacidn
de la vacuna produce una vacuna estabilizada adecuada para

periodos de almacenamiento extendidos.

Como parte adicional de la invencidén, también se ha
suministrado una formulacidén de un estabilizador para vacuna gue
consiste esencialmente de un estabilizgdor de proteina vegetal vy
un estabilizador de proteina animal de ﬁna fuente sustancialmente

libre o segura en cuanto a TSE/BSE.
Objetivos y rasgos adicionales 'de 1la invencién seran
evidentes a partir de la descripcidn detallada % las

reivindicaciones establecidas aqui.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Existe una necesidad_ de una fofmulacién de vacuna para
animales que contenga un inmundgeno viral, junto con  un
estabilizador que contenga una proteina de base animal de una
fuente sustancialmente segura en cuanto a BSE/TSE y una proteina
de base vegetal. La presente invencién ésta dirigida a soluciones

adicicnales para llenar esta necesidad.

Como se usa aqui, “Inmunégeno viral” tipicamente denotard un

virus vivo o atenuado, © una porcién del mismo. Un virus atenuado
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es un virus que ha sido alterado, tipicamente por medio de
pasarlo por unas células de cultivos de tejidos, para atenuar su
habilidad para causar la enfermedad, pero que mantenga su
habilidad para proteger contra la enfermedad o infeccién cuando
es administrado a los animales. Ejeﬁplos incluyen, pero sin
limitarse a, inmundgenos vivos o vivos atenuados de tales
animales como vacas, caballos, marranos, ovejas,.aves, incluyendo

pollos, pavos y palomas, perros,' gatos y otras especies

veterinarias, en particular mamiferos. Los - inmundgenos
ilustrativos incluyen, pero no se limitan a Bordetela
bronquiséptica, adenovirus caninc tipo 2 (CAV-2), "moquillo

canino, virus de parainfluenza canina, parvovirus canino (CPv},
calicivirus felino (FCV), ritraqueitis felina, panloukopenia
felina, virus pseudorabies porcino (PRV), arteritis equina (EAV),
virus rinotraqueitis bovino, virus de parainfluenza bovina (PI3),
virus sincitial respiratorio (BRSV), enfermedad viral bovina Tipo
I yv Tipo II (BVD Tipo I y Tipo 1II). Inmundgenos de aves
ilustrativos, incluyen pero no se limitan a, virus de bronguitis
infecciosa aviar (IBV), virus de la enfermedad de Newcastle
(NDV), virus de enfermedad Bursal Infecciosa (IBDV), virus de
Laringotraqueitis Infecciosa (ILT), virus de encefalomielitis
aviar (AE), ©poxvirus aviar, o reovirus aviar. El usoc de
formulaciones de la presente invencidén para inmundgenos de aves
es particularmente ventajoso en qué tales inmundégenos son
suministrados tipicamente al usuaric final como productos
liofilizados, de modo que son necesarios los estabilizadores para
asegurar la potencia completa luego de la reconstitucidédn antes de

la administracién de la vacuna al animal objetivo.
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Para agrupacidén de inmundgenocs vivos o vivos atenuados,
puede ser nitide o en una solucién, dependiendo de la
concentracién del material de partida del inmundgeno. Si el
titulo es alto, este puede requerir ser diluido para lograr la
concentracién objetivo. El1 inmunégeno viral es incluido como
parte de la formulacién de la vacuna segin se establece aqui.
Tipicamente, el inmunégeno viral puede ser agregado como parte de
una solucidén de partida para el inmuné%eno de interés. La carga
del inmunégenc viral puede variar, pero frecuentemente estara
dentro del rango de aproximadamente 0.001 -~ 50% (p/v),
preferiblemente dentro del rango de cerca de 0.1 - 10%. E1
artesano versado puede opﬁimizar la cantidad de inmundgenc con
base en los atributos particulares defla formulacién de wvacuna
final deseada. Por ejemplo, un inmundégeno de vacuna mds potente o
fuerte puede requerir menos concentracidén en la formulacidén de
vacuna final, por ejemplo. La cantidad de inmundgeno de vacuna
establecido anteriormente en la formulacién de vacunas no incluye
cualquier diluyente (tal como agua) u dtros medics de suspensidn

o vehiculo (tales como aceite).

Un componente adicional de 1la fofmulacién de wvacuna de 1la
invencion es un componente estabilizador. “Componente
estabilizador” denota una combinacién de una proteina de base de
animal de una fuente sustancialmente segura en cuanto al BSE/TSE
y una proteina de base vegetal, que estabiliza la formulacién de
la wvacuna durante su almacenamiento y administracién. E1

°

componente estabilizador puede comprender cerca de 0.01 - 30%

(p/v) de la formulacidn de vacuna para animales, mas
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preferiblemente cerca de 0.05 - 15% (p/v), y aun mas

preferiblemente cerca de 1 - 10% (p/v).

Como parte del componente estabilizador, existe una proteina
de base animal de una fuente sustancialmente segura en cuanto a
contener BSE/TSE. Una “proteina de base animal de una fuente
sustancialmente segura en cuanto a BSE/TSE” se refiere a
proteinas que son obtenidas de leche de rumiantes y otras
fuentes, por ejemplo carne del musculc de un animal,
particularmente un mamifero, que muy posiblemente este libre de
contaminacidén <c¢on BSE y TSE. Las proteinas de Dbase animal
adecuadas incluyen, pero se limitan a, extractos de proteina
digeridos tales como N-Z Amine®, N-Z-Amine AS® y N-Z-Amine YT®
(Sheffield Products Co., Norwich, 'N.Y.), gue son hidrosilatos
enzimaticos de caseina de leche bovina. El N-Z-Amine YT® es la
proteina de base animal preferida para el uso en la presente

invencién.

La proteina de base animal puede comprender cerca de 0.001 a
15% (p/v) del componente estabilizador, méds preferiblemente cerca
de 0.01 - 10% (p/v) del mismo. La proteina de base animal
comprendera adicionalmente cerca de .0.0001 - 3% (p/v), mas
preferiblemente cerca de 0.001 - 2% (p/v) de la formulacién de la

vacuna.

Una parte adicional del <componente estabilizador es 1la
proteina de base vegetal. Las proteinas de base vegetal pueden
incluir, sin limitacién, proteina de soya, proteina de trigo,

gluten de maiz, proteina de arroz y proteina de céafamo, entre
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otras. Las proteinas de base vegetal preferidas en la presente
invencidén son las proteinas de soya ? el gluten de maiz. El
gluten de maiz es una mezcla de vériaé proteinas derivadas del
maiz. Las proteinas de soya pueden incluir 100% proteina de soya
(disponible como VegeFuel® por Twirilab), proteina de soya
texturizada, y digerido enzimédtico de grano de soya, la proteina
de soya texturizada es una proteina dé soya que esta hecha de
proteina de soya sin grasa que es comprimida y Pprocesada para
obtener granulos o trozos. El digerido enzimatico de grano de
soya describe peptonas de grano de éoya que resultan de la

hidrélisis parcial de las proteinas de soya.

La proteina de base vegetal puede comprender de cerca de

0.001 - 30% {(p/v) del componente estabilizador, mas
preferiblemente cerca de 0.01 - 10% (p/v) del mismo. La proteina
de base vegetal comprendera adicicnalmente cerca de 0.0001 - 6%
(p/v), mas preferiblemente cerca de 0.001 - 4% (p/v) de la

formulacidén de vacuna final. La proporcidén de proteina de base
vegetal a proteina de base animal préferiblemente esta en el
rango entre cerca de 1l:1 a cerca de 3}1, y mas preferiblemente

estard en el rango entre cerca de 2:1.

Un diluyente, preferiblemente agua comprendera tipicamente

el resto del componente estabilizador, hasta llegar al 100%.

La formulacidon de vwvacuna de 1la' invencidén puede incluir
adicionalmente un azucar Dbioldgicamente aceptable para la
retencién de humedad durante el proceso de liofilizaciédn,

descrito de aqui en adelante. El azucar es seleccionado del grupo
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gque incluye, pero no se limita a, los mono-, di-, tri-, vy
oligosacédridos, tales como glucosa, dextrosa, lactosa, sacarosa,
manosa y fructosa, vy similares. La sacarosa es el azlicar

preferido en la formulacidédn de la presente invencidn. El1 aztGcar

puede comprender cerca de 0.001 - 6% (p/v) de la formulacidén de
la vacuna final, mas preferiblemente cerca de 0.001 - 4% (p/v).

31 se desea, el compcnente de azlcar puede estar incluido como
parte del componente estabilizador durante la preparacidén del
mismo. El artesano versado en la técnica puede reconocer gue una
proporcién aproximada de 1:1 de componente de azlicar a proteina

de base vegetal en la formulacién final ‘puede ser deseable.

La formulacidén de la vacuna puede adicionalmente incluir un
amortiguador bioldégicamente aceptable para mantener un pH cercano
a neutro (7.0 - 7.3). Tales amortiguadores preferiblemente usados
son tipicamente los fosfatos, los carboxilatos, y los
bicarbonatos. Mas preferiblemente los agentes de amortiguaciodn
son el fosfato de sodio, fosfatote potasic, citratc de sodio,
lactato de calcio, succinato de sodio, glutamato de sodio,
bicarbonato de socdic y bicarbonato de potasio. El glutamato de
Monosodio es el amortiguador mas preferido como parte de la
presente invencidén. El amortiguador puede comprender entre cerca
de 0.0001 - 5% (p/v) de 1la formulacidén de la wvacuna, mas
preferiblemente cerca de- 0.001 - 1% (p/v). El amortiguador o
amortiguadores pueden ser agregados como parte del componente

estabilizador durante la preparacidén del mismo, si se desea.

Otros excipientes, si es deseado, pueden ser incluidos como

parte de la formulacidén de vacuna final.
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El resto de la formulacién. de la vacuna es un diluyente
aceptable, hasta el 100%, incluyendo agua. La formulacién de la
vacuna puede también ser formulada como parte de una emulsidén de
agua en aceite, o aceite en agua. Ei artesano versado podra
reconocer que los componentes descritos agui que comprenden la
formulacidn de la vacuna son una parte integral de la misma, y no

pueden ser separados de ella facilmente.

También se ha provisto como parte de la invencién un método
de preparacidn de la formulacidn de la‘vacuna aqui descrita. La
preparacién de la formulacién de la vacuna preferiblemente tiene
lugar en dos fases. La primera fase .tipicamente involucra la
preparacidén del componente estabilizador. Una solucidén de partida
de proteina con base vegetal es preparada por medio de disolver
la proteina de base vegetal en un diluyente. E1l diluyente
preferido es agua, preferiblemente destilada y/o purificada con
el objeto de remover toda traza de impurezas (tal como agquella
vendida come Super purificada Q®). Eﬁ'una vasija separada una
proteina de base animal de una fuenté:sustancialmente segura en
cuanto a infeccién de BSE/TSE es disuelta en un diluyente,
adicionalmente con el componente de azucar y los aditivos
amortiguadores. N-Z BAmina YT® una fuente de alta calidad de
péptidos producida-por hidrdélisis enzimatica de la caseina, es
una de laé proteinas de base animal preferidas, mientras que el
agua es el diluyente preferido. Preferiblemente, un volumen igual
de la solucidén de partida de proteina de base vegetal se agrega a
la solucién de proteina de base animal; Es deseable que después

del ajuste por HCl/KOH para lograr un pH de aproximadamente 7.2 +
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0.1, el componente estabilizador es esterilizado por medio de una
autoclave. La solucidn estabilizadora puede ser refriderada
durante un periodo extendide antes de la introduccién del

Inmundégeno.

La segunda fase de preparacién de la formulacidén de 1la
vacuna 1incluye la introduccién del inmundgeno vivo o vive
atenuado con el componente estabilizador, produciéndose asi la
formulacidon de la wvacuna. Preferiblemente, el inmundgeno es
diluide con -una solucién amortiguadora antes de su introduccidn

al componente estabilizador.

Una vez esta solucidén de formulacidn de wvacuna ha sido
lograda, la formulacidén es separada en frascos u otros

contenedores adecuados.

La formulacién de la vacuna descrita agui puede entonces ser
empacada en ampollas individuales o de multidosis, o puede ser
liofilizada subsecuentemente (secada por congelamiento) antes de
ser empacada en ampollas individuales o de multidosis. La
formulacién "de 1la vacuna contemplada :aqui también incluye la
versidén liofilizada la formulacidn de vacuna liofilizada puede
ser almacenada durante periodos de tiempo sin perdida de la

viabilidad a temperaturas ambientes.

La vacuna liofilizada puede ser reconstituida por el usuario
final y administrada a un animal, tipicamente en una o dos dosis,
en el rango de cerca de 1 - 5mL de formulacidn de vacuna/dosis.

Animales mé&s pequefios tales como aves pueden recibir una
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dosificacién preferida de cerca de 0.01 - 1mL, mas

preferiblemente cerca de 003 - 0.5mL.

El siguiente ejemplo ilustra los aspectos preferidos de la
invencién, pero no debe ser constituido como limitativo del

alcance de la misma:

EJEMPLO 1

ETAPA 1: PREPARACION DE LA SOLUCION DE PARTIDA DE PROTEINA DE

BASE VEGETAL

5.0g de gluten de maiz fue mezclado con 50mL de agua
purificada. La mezcla fue entonces molida en un mezclador. La
mezcla fue decantada y el sobrenadante. recolectado. La solucidn

fue almacenada a 4°C.

ETAPA 2: PREPARACION DEL COMPONENTE ESTABILIZADOR

N-Z Amina Tipo YT® (Z.Sg), Sacaresa (5.0g) (Sigma, St.
Louis, Mo.) y Gluatamato de Monosodio (0.5g) (Sigma, St. Louis,
Mo.) fueron agregados a 50mL de agua (Super Q® purificada) vy

disuelta. Se agregd calor para incrementar la velocidad de
disolucién. Esta solucidédn fue agregada a 50.0mL, 10% de solucidn
de Gluten de Maiz de la etapa 1. E1 pH fue ajustado a 7.2 + 0.1
con KOH vy/o HCl. La solucidén fue entonces dispensada en
contenedores adecuados y calentada en autoclave a una temperatura

>121°C o > 30 minutos. (Esta solucidén puede ser almacenada entre

2-7°C durante aproximadamente 1 mes.)



AM102013 PCT : 15 N

ETAPA 3: PREPARACION Y LIOFILIZACION DE LA FORMULACION DE LA

VACUNA

La preparacién del grupo de Virus: un virus de bronguitis
infeccicosa aviar c¢ongelado (IBV), Vi£us de la enfermedad de
Newcastle (NDV), Virus de la enfermedad Bursal Infecciosa (IBDV),
Virus de Laringotraqueitis infecciosa (ILT), Virus de
Encefalomielitis aviar (AE), Virus pox aviar, o el reovirus aviar
en preparacién fueron o son precalentados a 37°C. 50mlL del virus
calentado © deshelado fue o es agregadcoc a una botella estéril a
400ml de PBS (salina amortiguada con fosfato), y el titulo wviral

fue registrado (EIDsy/mL) .

Preparacidén de la formulacién de la vacuna: 15mL del
componente estabilizador (ver etapa 2 anterior) fue o es agregado
a una botella estéril y diluido con 85mL del inmundégeno viral
diluido de la etapa 3a. Esta formulacién de 1a wvacuna fue o es
mezclada durante 5 - 10 minutos, y el titulc de inmundgeno

tedrico registrado (EIDsy/mL) .

Alicuotas de los agrupamientos Inmundgenc/Estabilizador: la
formulacidn de la vacuna de la etapa 3b fue o es dispensada en
alicuotas ae 5mL para botellas de liofilizacidén con paredes de
maiz estéril y agujas romas estériles. Los tapones estériles
fueron ¢ son agregados a cada frasco y los frascos agregados al
licfilizador. Después de la liofilizacién, los frascos fuercn
rellenados con 10 - 15% de nitrdégeno, taponados, sellados vy

almacenados a 4°C.
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EJEMPLO 2

ETAPA 1: PREPARACION DE LA SOLUCION DE PARTIDA DE PROTEINA DE

BASE VEGETAL

5.0g de proteina de soya (VegeFuel® por Twinlab) fue
mezclada con 50mL de agua purificada. La mezcla fue entonces
molida en un mezclador. La mezcla fue decantada y el sobrenadante

recolectado. La solucién fue almacenada a 4°C.

ETAPA 2; PREPARACION DEL COMPONENTE ESTABILIZADOR

N-Z-Amina Tipo YT® (2.5g) (Sheffield Products Co., Norwich,
N.Y.), Sacarosa (5.0g} (Sigma, 5t Louis, Mo.) y Glutamato de
Monosodio (0.5g) (Sigma, St Louis, Mo.) fueron agregados a 50mL
de agua (Saper Q® purificada) y disueltos. Se agregd calor para
incrementar la velocidad de disolucién. Esta solucidn fue
agregada a 50.0mL, de 10% de proteina de soya (VegeFuel® por
Twinlab) de la Etapa.- 1. El pH fue ajustade a 7.2 + 0.1 con KOH
y/o HCl. La solucidén fue entonces dispensada en contenedores
adecuados y puesta en autoclaves a temperatura >121°C o tiempo
>30 minutos. (Esta solucidén puede ser almacenada entre 2-7°C

durante aproximadamente 1 mes).

ETAPA 3: PREPARACION Y LIOFILIZACION DE LA FORMULACION DE LA

VACUNA
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La preparacién del grupo de Virus: un virus de bronquitis
infecciosa aviar congelado (IBV), Virus de la enfermedad de
Newcastle (NDV), Virus de la enfermedad Bursal Infecciosa (IBDV),
Virus de Laringotraqueitis infecciosa (ILT), Virus de
Encefalomielitis aviar (AE), Virus pox éviar, o el reovirus aviar
de la preparacidén fue o es deshelada a 37°C. 50mL del virus
calentado o deshelado fue o es agregade a una botella estéril
diluido con 400ml de PBS (salina amortiguada con fosfato), y el

titulo viral fue registrado (EIDsg/mL).

Preparacidén de la formulacidn de la wvacuna: 15mL del
componente estabilizador (ver etapa 2 anterior) fue o es agregado
a una botella estéril y diluido con 85mL del inmunégeno viral
diluido de la etapa 3a. Esta formulacidén de la wvacuna fue o es
mezclada durénte 5 - 10 minutos, vy jel titulo de inmundgeno

tedrico registrado (EIDsq/mL).

Alicuctas de los agrupamientds Inmunogen/Estabilizador: la
formulacidén de 'la vacuna de la etapa 3b fue o es dispensada en
alicuotas de 5mL para botellas de licfilizacién con paredes de
maiz estéril y agujas romas estériles. Los tapones estériles
fueron o son agregados a cada frasco y los frascos agregados al
liofilizador. Después de la liofilizacidn, los £frascos fueron o
son rellencs con 10 - 15% de nitrégeho, taponados, sellados vy

almacenados a 4°C.

EJEMPLO 3
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ETAPA 1: PREPARACION DE LA SOLUCION DE PARTIDA DE PROTEINA DE

BASE VEGETAL

5.0g de proteina de soya texturizada fue mezclada con 50mL
de agua purificada. La mezcla fue entonces molida en un
mezclador. La mezcla fue decantada y el sobrenadante recolectado.

La solucién fue almacenada a 4°C.
ETAPA 2: PREPARACION DEL COMPONENTE ESTABTILIZADOR

N-Z-Amina Tipo YT® (2.5g) (Sheffield Products Co., Norwich,
N.Y.), Sacarosa (5.0g) (Sigma, St Louis, Mo.) y Glutamato de
Monosodio (0.5g) (Sigma, St Louis, Mo.) fueron agregados a 50mL
de agua (Super Q® purificada) y disueltos. Se agregd calor para
incrementar la velocidad de disolucidén. Esta solucidén fue
agregada a la proteina de soya texturizada el 10% en 50.0mp, de
de la Etapa 1. El pH fue ajustado a 7.2 + 0.1 con KOH y/o HCl. La
solucidn fue entonces dispensada en contenedores adecuados vy
puesta en autoclaves a temperatura >121°C o >30 minutos. (Esta
solucidn puede ser almacenada entre 2-7°C durante aproximadamente

1 mes).

ETAPA 3: PREPARACION Y LIOFILIZACION DE LA FORMULACION DE LA

VACUNA '

La preparacidédn del grupo de Virus: un virus de bronguitis
infecciosa aviar congelado (IBV), Virus de la enfermedad de
Newcastle (NDV), Virus de la enfermedad Bursal Infecciosa (IBDV),

Virus de Laringotraqueitis infecciosa (ILT), Virus de
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Encefalomielitis aviar (AE), Virus pox éviar, o el reovirus aviar
- como preparaciones congeladas fueron o son desheladas a 37°C.
50mL del virus deshelado fue o es agregado a una botella estéril
diluido con 400ml de PBS (salina amortiguada con fosfato), y el

titulo viral fue registrado (EIDso/mL).

La preparacién de la formulacién' de la vacuna: 15mL del
componente estabilizador preparado como se detallo en la etapa 2
anterior fue o es agregado a una botella estéril y diluido con
85mL del inmundgenc viral diluide de la etapa 3a. Esta
formulacién de la vacuna fue o es mezclada durante 5 - 10
minutos, vy el titulo del inmunégend tebrico fue registrado

(EIDso/mL) .

Alicuotas de los agrupamientos Inmundgeno/Estabilizador: la
formulacidén de la vacuna de la etapa 3b fue o es dispensada en
alicuotas de 5mL en las botellas de liofilizacidn con paredes de
maiz estériles y agujas romas estérilés. Los tapones estériles
fueron o son agregados a cada frasco y los frascos son agregados
al liofilizador. Después de la licfilizacidén, los frascos fueron
o son rellenos con 10 - 15% de nitrdgeno, taponados, sellados y

almacenados a 4°C.

EJEMPLO 4

ETAPA 1: PREPARACION DE LA SOLUCION DE PARTIDA DE LA PROTEINA DE

BASE VEGETAL



AM102013 PCT 20 po

5.0g ‘de proteina digerido enzimatico de grano de soya fue
mezclado con 50mlL de agua purificada. La mezcla fue entonces
molida en un mezclador, decantada y el sobrenadante recolectado.

La solucién fue almacenada a 4°C.
ETAPA 2: PREPARACION DEL COMPONENTE ESTABILIZADOR

N-Z-Amina Tipo YT® (2.5g) (Sheffield Products Co., Norwich,
N.Y.), Sacarosa (5.0g) (Sigma, St Louis, Mo.) y Glutamato de
Monosodio (0.5g) (Sigma, St Louis, Mo.) fueron o son agregados a
50mi de agua ' (Super Q® purificada) y disueltos. Se agregd calor
para incrementar la velocidad de disolucidn. Esta solucidn fue o
es agregada a la solucidén del digerido enzimatico de soya al 10%,
50.0mL, de de la Etapa 1. El pH fue ajustado a 7.2 + 0.1 con KOH
y/o HCl. La solucidén fue o es dispensada dentro de contenedores
adecuados y puesta en autoclaves a una temperatura >121°C o >30
minutos. (Esta solucién puede ser almacenada entre 2-7°C durante

aproximadamente 1 mes).

ETAPA 3: PREPARACION Y LIOFILIZACION DE LA FORMULACION DE LA

VACUNA

La preparacién del grupo de Virus: un virus de bronquitis
infecciosa awviar (IBV), Virus de la enfermedad de Newcastle
(NDV), Virus de la enfermedad Bursal Infecciosa (IBDV), Virus de
Laringotraqueitis infecciosa (ILT), Virus de Encefalomielitis
aviar (AE), Virus pox aviar, o el reovirus aviar como
preparaciones congeladas fueron o son desheladas a 37°C. 50mL del

virus deshelado fue o es agregado a una botella estéril, diluido
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con 400ml de PBS (salina amortiguada con fosfato), y el titulo

viral fue registrado (EIDso/mL).

La preparacién de 1la formulacidén de la wvacuna: 15mL del
componente estabilizador preparado segun se detallo en la etapa 2
anterior fue agregado a una botella estéril y diluido con 85mL
del inmundégeno viral diluido de la etapa 3a. Esta formulacidén de
vacuna fue o es mezclada durante 5 - 10 minutos, y el titulec del

inmunégeno tedrico fue registrado (EIDsy/mL) .

Alicuotas de los agrupamientos Inmundgeno/Estabilizador: la
formulacidén de 1a vacuna de la etapa 3b fue dispensada en
alicuotas de 5mL en botellas de liofilizacién con paredes de maiz
estériles y agujas romas estériles. Los tapcones estériles fueron
agregados a cada frasco vy los frascos fueron agregados al
liofilizader. Después de la liofilizacidén, los frascos fueron

rellenados con 10 - 15% de nitrdgeno y'luego fueron tapados. Los

frascos fueron entonces sellados y almacenados a 4°C.

EJEMPLO 5

ENSAYO DE COMPARACION CON EL ESTABILIZADOR DE BASE ANIMAL

La cepa de vacuna IBV de fluidos cosechados fue formulada
con un titulo equivalente en estabilizadores como se describid
anteriormente en los Ejemplos 1-4, y comparada con el virus
estabilizado en proteina animal en la manera de Poulvac® IB
(Massachusetts, M-41 - VS Cdédigo 1231.11) y disponible

comercialmente de Fort Dodge Animal Health Divisidén de Wyeth. Las
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muestras fueron obtenidas después de que el virus fue mezclado
con el estabilizador, y nuevamente después del ciclo de
liofilizacidén, fueron titulados en triplicados, y los titulos de
la media geométrica y el pre- y post- liofilizacién fueron
comparados para determinar las perdidas durante el secado por

congelamiento.

Los resultados son los sigulentes:

Titulo de la Titulo de la Perdida de
Muestra Media Geométrica | Media Geométrica Titulo
| Pre-Lio (log/mL) | Post-Lio {(log/mL) (log/mL)
IBV + |
Estabilizador del 6.20 5.54 0.66
Ejemplo 1
IBV +
Estabilizador del 5.40 4.606 0.74
Ejemplo 2
IBV +
Estabilizador del 5.80 4.8l 1.19
Ejemplo 3
IBV +
Estabilizador del 5.80 4.78 1.02
Ejemplo 4
iBV +
Estabilizador con
5.70 3.65 2.05
Proteina de Base
Animal

El uso de estabilizadores de origen vegetal de los Ejemplos 1-4
en la Tabla anterior resulto en una menor perdida de titulo
durante el ciclo de liofilizacidn y en comparacién con el uso del
estabiliéador de proteina de base animal (linea 5 :-en la Tabla

anterior).
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Numerosas modificaciones y modalidades alternativas de la
presente invencidn seran evidentes para aquellos versados en la
técnica en vista de la descripcidén anterior. De acuerdo a lo
anterior, esta descripcién debe ser construida como ilustrativa
solamente y tiene el propbdésito de ensefiar a aquellos versados en
la técnica el mejor modo de llevar a cabo la presente invencién.
Los detalles de la estructura pueden variar sustancialmente sin
salirse del espiritu de la presente invenciédn, y el uso exclusivo
de todas las modificaciones que vengan dentro del alcance de las
reivindicaciones adjuntas es reservado. Es el propédésito de que la
presente 1invencidén este limitada solamente por el alcance
requerido por las reivindicaciones adjuntas y las reglas

aplicables de la ley.
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LO QUE SE REIVINDICA ES:

1. Un formulacién de vacuna para animales gque consiste
esenclalmente de:
un inmunégeno viral vivo; y
un componente estabilizador que contiene una proteina de
base animal de una fuente sustancialmente segura en
cuanto a infecciédn BSE/TSE y una proteina de base

vegetal.

2, La formulacién de la vacuna para animales de la
reivindicacién 1, en donde dicho inmunégeno viral vivo

es atenuado.

3. El componente estabilizador dé la reivindicacidén 1, en
donde dicha proteina de base vegetal es seleccionada de
un grupo que consiste de gluten de maiz, protelna de
soya, proteina de arroz, proteina de trigo, y proteina

de carfiamo.

4. El componente estabilizador de la reivindicacién 1, en
donde dicha proteina de base animal de una fuente
sustancialmente segura en cuanto a infeccidén BSE/TSE es

N-Z-Amina®,

5. La formulacién de la vacuna para animales de 1la
reivindicacidédn 1, contiene adicionalmente:

un diluyente.
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10.

11.

La formulacién de la vacuna para animales de la
reivindicacién 5, en donde dicho diluyente es agua

purificada.

La formulacilidén de la vacuna animal de la reivindicacidn
1, contiene adicionalmente:

un azucar.

La formulacidén de la wvacuna animal de la reivindicacién
7, en donde dicha azlcar es seleccionada del grupo gque
consiste de mono-, di-, tri-, y oligosacaridos, tales
como glucosa, dextroéa, lactosa, sacarosa, manosa v

fructosa.

La vacuna para animales de la reivindicacién 8, en donde

dicha azucar es sacarosa.

La formulacidén de la vacuna para animales de la
reivindicacién 1, contiene adicionalmente:

un amortiguador.

La formulacién de la vacuna para animales de la
reivindicacién 10, en donde dicho amortiguador es
seleccionado de un grupo que consiste de fosfato de
sodic, fosfato de potasio, citrato de sodio, lactato de
calcio, succinato de sodio, glutamato de sodio,

bicarbonato de sodio, y bicarbonato de potasio.

A
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

La formulacién de la vacuna animal de la reivindicacién
11, en donde dicho amortiguador es glutamato de

monoscdio.

Una formulacién de vacuna para animales consiste
esencialmente de un inmundégeno viral vivo;
un componente estabilizador que contiene una proteina
de base animal de una fuente libre de infeccidn
BSE/TSE, y una proteina de base vegetal;
un diluyente;
un azucar; Y

un amortiguador.,

La formulacién de la vacuna animal de la reivindicacidn

13, en donde dicho inmunégenc viral viveo es atenuado.

La formulacidén de la wvacuna animal de la reivindicacidén

13, en donde dicho diluyente es agua purificada.

La formulacidn de la vacuna animal de la reivindicacidn
13, en donde dicho azucar es seleccionado del grupo que
incluye mono-, di-, tri-, y oligosacaridos, tales como

glucosa, dextrosa, lactosa, sacarosa, manosa y fructosa.

La formulacidén de la vacuna animal de la reivindicacidn

16, en donde dicho azucar es sacarosa.

La formulacidn de 1la vacuna animal de la reivindicaciédén

13, en donde dicho amortiguador es seleccionado del
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19.

20.

21.

22.

grupo que consiste de fosfate de sodio, fosfato de
potasic, citrato de sodio, lactato de calcio, succinato
de sodio, glutamato de sodio, bicarbonato de sodic, vy

bicarbonato de potasio.

La formulacidén de la vacuna animal de la reivindicacidn
18, en donde dichc amcrtiguador es glutamato de

monoscdio.

E1l componente estabilizador de la reivindicacién 13, en
donde dicha proteina de base animal de una fuente
sustancialmente segura en cuanto a una infeccidén BSE/TSE

es N-Z-Amina Tipo YT®.

El componente estabilizador de la reivindicacidn 13, en
donde dicha prbteina de base Végetal es seleccionada de
un grupo gue comprende de gluten de maiz, proteina de
soya, proteina de arroz, protéina de trigo, y proteina

de céafiamo.

Una formulacidén de vacuna para animales consiste

esenclalmente de:

un inmundégeno viral vivo;

un componente estabilizador que contiene una proteina de
base animal de una fuente sustancialmente segura en
cuanto a infeccidén BSE/TSE y una proteina de base
vegetal, en donde dicha proteina de base animal de
una fuente sustancialmente segura en cuanto a una

infeccién BSE/TSE es N-Z-Amina tipo YT® vy dicha

g
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23.

24.

25.

26.

un

28

proteina de base vegetal es seleccionada de un grupo
que comprende de gluten de maiz, proteina de soya,
proteina de arroz, proteina de trigo y proteina de
éaﬁamo;

diluyente, en donde dicho diluyente es agua

purificada;

un azucar, en donde dicho azucar es seleccionado de un

un

La

grupo que consiste de mono-—, di-, tri-, %
oligosacaridcs, tales COomo glucosa, dextrosa,
lactosa, sacarocosa, manosa y fructosa; y

amortiguador, en donde dicho amortiguador es
seleccionado del grupo gque consiste de fosfato de
sodio, fosfato de potasio, citrato de sodio, lactato
de calcio, succinato de sodio, glutamatc de sodio,

bicarbonato de sodio, y bicarbonato de potasio.

formulacidén de vacuna para animales de La

reivindicacidon 22, en donde dicho azucar es sacarocosa.

La

formulacidén de la vacuna para . animales de la

reivindicacién 22, en donde dicho amortiguador es

glutamato de monosodio.

La

formulacién de la vacuna para animales de la

reivindicacidén 22, en donde dicho inmundgeno viral vivo

es atenuado.

Un método para preparar una formulacidén de vacuna due

comprende:
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formar un componente estabilizador que consiste
esencialmente de una proteina de base animal de una
fuente sustancialmente libre o segura en cuanto a
BSE/TSE y una proteina de base vegetal; vy

agregar dicho componente estabilizador a un componente
de inmundégeno para suministrara una formulacidén de’

vacuna.

27. E1 método establecido en la reivindicacién 26, en donde

dicha proteina de base vegetal comprende cerca de 0.001

ae

~ 6% (p/v), mas preferiblemente cerca de 0.001 - 4

(p/v) de dicha formulacién de vacuna,

28. El método establecido en la reivindicacidén 26, en donde
dicha proteina de base animal comprende cerca de 0.001 -
3% (p/v), mas preferiblemente cerca de 0.001 - 2% (p/v)

de dicha formulacidén de vacuna.

29. E1 método establecido en la reivindicacidn 26, en donde
dicha formulacidén de vacuna es liofilizada después de

gque se ha agregado dicho componente de Inmundgenoc.

30. E1 método establecido en la reivindicaciédn 26, en donde
la preparacién de dicho componente estabilizador de
dicha formulacién de vacuna comprende:
disolver dicha ©proteina de base vegetal en agua

purificada para formar una primera solucidn;
agregar dicha proteina de base animal de una fuente

sustancialmente segura en cuanto a infeccidén BSE/TSE,
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31.

32Z.

33.

34.

dicho amortiguador vy dicho aztcar a dicha primera

solucién; ajustar el pH de dicha solucién
estabilizadora; filtrar dicho componente
estabilizador; v esterilizar dicho componente
estabilizador.

El método establecido en la reivindicacién 30, en donde
dicha proteina de base animal de una fuente
sustancialmente segura en cuanto a infeccidén BSE/TSE es
N-Z-Amina Tipo YT®, dicho amortiguador es glutamato de

monosodio, y dicho azucar es sacarosa.

E1l método establecido en la reivindicacidén 30, en donde
dicha proteina de base vegetal es seleccionada del grupo
que consiste de gluten de maiz, proteina de soya,
proteina de arréz, proteina de trigo, y proteina de

canamo.

El método establecido en la reivindicacién 30, en donde
dicha proteina de base vegetal de dicho componente
estabilizador comprende cerca de 0.001 - 30% (p/v) del

componente estabilizador, mds preferiblemente cerca de

0.01 - 10% (p/v).

El método establecido en la reivindicacién 30, en donde
dicha ©proteina de base animal de dicho componente
estabilizadeor comprende cerca de 0.001 - 15% (p/v) del

componente estabilizador, m&s preferiblemente cerca de

0.01 - 10% (p/v).
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35.

36.

37.

38.

39.

40.

El método establecido en la reivindicacién 30, en donde
dicho azicar comprende cerca de 0.001 - 6% (p/v) de la
formulacidén de wvacuna final, més preferiblemente cerca

de 0.001 - 4% (p/v).

El métodoc establecido en la reivindicacidén 30, en donde
dicho amortiguador comprende 0.001 - 5% (p/v) de 1la
formulacién de wvacuna, més preferiblemente cerca de

0.001 - 1% (p/v).

El método establecido en la reivindicacidén 30, en donde
dicha disolucidn éomprende adicionalmente:

calentar dicha primera solucidén.

El método establecido en la reivindicacidén 30, en donde
dicha esterilizacidén comprende colocar en autoclave

dicha solucidn.

Un estabilizador de vacuna consiste esencialmente de:
proteina de base animal de una fuente sustancialmente
segura en cuanto infeccidén BSE/TSE; vy

una proteina de base vegetal.

El componente estabilizador de la  wvacuna de la
reivindicacién 39, en donde la proporcidén de dicha
proteina de base vegetal con respecto a dicha proteina
de base animal esta dentro del‘rango entre cerca de 1:1

a cerca de 3:1.
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RESUMEN

Una formulacidén para vacunas para animales se suministra. La
formulacidén de la vacuna contiene un componente estabilizador vy
un inmundégeno viral. El1 componente estabilizador incluye una
proteina de base animal sustancialmente segura en cuanto a tener
infeccidén TSE/BSE y una proteina de base vegetal. El1 componente
estabilizador suministra la estabilizacién de una vacuna durante

su almacenamiento y administracién.
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Box No.1 Basis of the opinion

1. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:
the international application in the language in which it was filed

(2 a translation of the international'app!ication into, which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b))

2. With regard to any nucleotide andior amino acid sequerice disclosed in the international application and
necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:

a. type of material:
[J asequence listing
O table(s) refated to the sequence fisting.
b. format of material:
O  on paper
O in electronic form
c. lime 6f filingfurnishing:
U contained in the international application as filed.
O filed together with the international application in electronic form.

O furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

3. [J In addition, in the case that more than one version or copy of a sequence listing and/or table relating thereto
has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished.

4. Addilipnal comments:
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Box No.V  Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelly, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N}
Inventive step (I1S)

industrial applicability (1A)

2. Citations and explanations

see separate sheet
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Ad Section V: Reasoned statement with reaard to novelty. inventive step or
in rial li ili

1) Documénts
D1...US 2003/0215455
2) Novelty and inventive step (Art. 33(2)(3) PCT)

The present application relates to an animal vaccine formulation consisting
essentially of a live viral immunogen, and a stabiliser component compnsmg both an
animal- based protein and a vegetable-based protem

Claim 39 is directed to a vaccine stabiliser consisting essentially of an animal-based
protein of a substantially BSE/TSE-safe source, and a vegetable-based protein.

D1 discloses a stabiliser composition which is (among others) composed of a
reducing agent and a thermal stabiliser, wherein the thermal stabiliser canbe a
mixture of e.g. isolated soy protein and caseinate. Hence, D1 is considered novelty
destroying for claim 38.

Claims 1, 13 and 22 which are directed to an animal vaccine formulation basically
comprising a live viral immunogen and a stabiliser component containing an animal-
based and a vegetable-based protein and the claims dependent therecn can be
considered to meet the requirements of Art. 33(2)(3) PCT as the prior art does not
disclose or suggest a vaccine formulation as defined in these cltaims.

Likewise, claim 26 which is directed to a method of preparing an animal vaccine

formulation and the claims dependent thereon meet the requirements of Art. 33(2)(3)
PCT.
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(54) Titulo:  ESTABILIZADORES PARA VACUNAS VETERINARIAS

Reivindicacién (es)

1. Un formulacién de vacuna para animales que consiste esencialmente de:

un inmundgeno viral vivo; y

un componente estabilizador que contiene una proteina de base animal de una fuente sustancialmente sequra en cuanto a infeccién
BSE/TSE y una proteina de base vegetal.
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