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Relatério Descritivo da Patente de Invengao para "PROCESSO
PARA SEPARACAO E DETERMINACAO DA CARGA VIRAL EM UMA
AMOSTRA DE PANCREATINA".

A presente invengao refere-se a um processo para a separagao
substancialmente quantitativa da carga viral de uma amostra de pancreatina
e a um processo para a determinagdo quantitativa da carga viral dessa a-
mostra de pancreatina.

A pancreatina € uma mistura ha muito tempo conhecida de va-
rios constituintes fisiologicamente ativos obtida de glandulas pancreaticas de
mamiferos. Os principais constituintes da pancreatina sao enzimas digesti-
vas, em particular lipase pancreatica, mas também amilases e proteases.
Gracas as suas propriedades terapéuticas valiosas e alto nivel de seguranca
na utilizacao, a pancreatina é utilizada ha muito tempo com éxito como uma
preparacao farmacéutica em terapéutica de substituicao enzimatica. A lipase
pancreatica tem aqui o maior significado, mas as amilases e proteases tam-
bém dao uma contribuicdo consideravel para as vantagens terapéuticas da
pancreatina. A pancreatina para objetivos terapéuticos € normalmente obti-
da de gado bovino ("pancreatina bovina") ou porcos ("pancreatina porcina“),
sendo a pancreatina porcina a de maior significado em termos de quantida-
de. Os métodos para a produgcdo de pancreatina para objetivos terapéuticos
sao conhecidos per se, por exemplo, da publicagao EP 0115023 A.

Devido a natureza de derivado animal da pancreatina, os mate-
riais de partida podem tipicamente estar acompanhados por componentes
biolégicos indesejados, tais como contaminantes bacterianos ou virais. Con-
tudo, durante mais de 100 anos de comercializagao de produtos farmacéuti-
cos contendo pancreatina, nao foi descrito nenhum caso em que os doentes
tenham sido afetados por pancreatina contaminada com virus. Apesar disso,
as empresas que produzem produtos farmacéuticos derivados de tecidos
biolégicos e/ou fluidos corporais sofrem pressdo crescente das entidades
regulamentadoras para aumentar o nivel de seguranga dos seus produtos
por reducgdo de todos os contaminantes ao nivel mais baixo possivel, inde-
pendentemente de um qualquer contaminante em causa ser ou hao consi-
derado um agente patogénico humano. Para a aplicagdo de pancreatina em
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produtos farmacoldgicos €, portanto, desejavel dispor de métodos analiticos
confiaveis para detecgdo e quantificacdo desses contaminantes bioldgicos.

Até a data, nao foi desenvolvido nenhum método confiavel para
a deteccao quantitativa ou separacao de contaminantes virais em uma a-
mostra de pancreatina. Isto deve-se, provavelmente, ao fato de os constitu-
intes enzimaticamente ativos da pancreatina serem incompativeis com as
linhas celulares tipicamente utilizadas para multiplicagao de virus utilizando
técnicas conhecidas por um especialista na técnica, tornando assim mais
dificil, ou até impossivel, determinar o titulo viral em uma amostra de pan-
creatina.

Em consequéncia, o objetivo da invencao foi proporcionar um
processo para a separa¢ao substancialmente quantitativa da carga viral de
um espécime de pancreatina e um processo para a determinagao quantitati-
va da carga viral desse espécime de pancreatina. Em particular, um objetivo
da invencéo foi proporcionar um processo para a separagao substancial-
mente quantitativa de uma carga viral infecciosa de um espécime de pan-
creatina e um processo para a determinagao quantitativa da carga viral in-
fecciosa desse espécime de pancreatina.

Surpreendentemente verificou-se agora que a carga viral, em
particular a carga viral infecciosa, de um espécime de pancreatina pode ser
determinada substancialmente quantitativamente se a carga viral for primei-
ro separada do espécime de pancreatina em um processo de centrifugacao
de estagios multiplos e a carga viral separada é entao determinada quantita-
tivamente utilizando métodos virologicos conhecidos per se.

A publicacdo JP 12856990 ja descreveu um método para con-
centracao ou isolamento de virus da hepatite por uma combinag¢ado nao es-
pecifica de centrifugagdo a baixa velocidade e ultracentrifugagéao.

Em um primeira modalidade, a invengao refere-se a com um processo para
separagao da carga viral de um espécime de pancreatina, compreendendo o
processo os etapas de:

a) produzir uma amostra de ensaio de pancreatina liquida ade-
quada para centrifugagdo do espécime de pancreatina sem, ao fazé-lo, alte-

rar a sua carga viral,
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b) submeter pelo menos uma parte definida da amostra de en-
saio de pancreatina da etapa a) do processo a, pelo menos, uma centrifuga-
¢ao a baixa velocidade em condi¢gbes nas quais 0s virus com constantes de
sedimentagdo = 120 S nao formam ainda um pélete,

c¢) eliminar qualquer depésito soélido que opcionalmente surja na
etapa b) do processo durante a centrifugacao a baixa velocidade e conser-
var um sobrenadante da amostra de ensaio de pancreatina,

d) submeter a pelo menos uma parte definida do sobrenadante
da amostra de teste de pancreatina obtida na etapa c) do processo a ultra-
centrifugagao em um meio de gradiente descontinuo, em que a durag¢ao da
ultracentrifugagéo e a forga centrifuga relativa sao selecionadas de tal modo
que a carga viral é transportada quantitativamente do sobrenadante da a-
mostra de ensaio de pancreatina para uma fragao alvo situada acima ou na
interface entre o componente do gradiente de concentragdo mais baixa, na
parte superior € 0 componente do gradiente com a concentragao mais alta
seguinte, na parte inferior, e

e) separagao quantitativa da fracao alvo contendo a carga viral
do sobrenadante da amostra de ensaio de pancreatina.

Em uma segunda modalidade, a invengao refere-se a um pro-
cesso para a determinagao quantitativa da carga viral do espécime de pan-
creatina, em particular a carga viral infecciosa do espécime de pancreatina.
Nesta segunda modalidade, em adicao ao processo de acordo com a pri-
meira modalidade, em uma etapa adicional f) do processo depois do etapa
e) do processo, é realizada uma determinagao quantitativa da carga viral do
espécime de pancreatina por determinagao do titulo da infecgao viral na fra-
¢ao alvo contendo a carga viral.

Salvo indicacdo em contrario, quaisquer termos técnicos e cien-
tificos indicados adiante terdo, em cada caso, 0 mesmo significado que o
que é entendido convencionalmente por um especialista na técnica. As fai-
xas de temperatura aqui referidas adiante no formato de, por exemplo, "O-
15°C" designam uma faixa de temperaturas de 0°C a 15°C estando os limi-
tes da faixa incluidos em cada caso. As faixas de tempo aqui citadas adiante
no formato de, por exemplo, "30-120 minutos" designam uma faixa de tempo
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de 30 minutos a 120 minutos estando os limites da faixa incluidos em cada
caso. As faixas de tempo aqui citadas adiante no formato, por exemplo, "2-8
horas" designam uma faixa de tempo de 2 horas a 8 horas estando os limi-
tes da faixa incluidos em cada caso. As faixas de forga centrifuga relativa
aqui citadas adiante no formato de, por exemplo, "1500-5000 x g" designam
uma forga centrifuga relativa na faixa de 1500 x g a 5000 x g estando os li-
mites da faixa incluidos em cada caso. As faixas de volume aqui citadas a-
diante no formato, por exemplo, “10-15 mL" designam uma faixa de volumes
de 10 mililitros a 15 mililitros estando os limites da faixa incluidos em cada
caso. As faixas de medidas de comprimento aqui citadas adiante no formato
de, por exemplo, "80-100 mm" designam uma faixa de medidas de compri-
mento de 80 milimetros a 100 milimetros estando os limites da faixa inclui-
dos em cada caso.

O processo de acordo com a invengao é adequado para todos
os tipos de pancreatina de origem animal e pode, em particular, ser realiza-
do em pancreatina porcina comercial convencional e em pancreatina bovina.
O processo é, de um modo preferido, realizado em espécimes de pancreati-
na porcina.

O processo de acordo com a invengao é geralmente adequado
para separagao da carga viral de um espécime de pancreatina e para de-
terminagao quantitativa subsequente da carga viral de um espécime de pan-
creatina. Em particular, o processo é adequado para separagao e para de-
terminagao quantitativa da carga viral de espécimes de pancreatina, em que
a carga viral compreende rotavirus A bovino, virus da encefalomiocardite
(=EMCYV), circovirus porcino (=PCV), parvovirus porcino (=PPV), rotavirus A
porcino, virus da doenca de tescher porcina e/ou virus da doenga vesicular
suina (=SVDV). Gragas as suas propriedades muito semelhantes, o coxsac-
kievirus B 5/1 humano pode ser utilizado como um modelo para a verifica-
¢do da adequacao do processo de acordo com a invengao para separagao
e/ou determinagdo quantitativa de SVDV. Gragas as suas propriedades mui-
to semelhantes, o rotavirus A bovino (por exemplo a estirpe B 223) pode ser
utilizado como um modelo para a verificagao da adequagao do processo de

acordo com a invengao para separagao e/ou determinagao quantitativa de
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rotavirus A porcino.

Na etapa a) do processo de acordo com a invengdo, uma amos-
tra de ensaio liquida de pancreatina adequada para centrifugagao é produ-
zida a partir do espécime de pancreatina sem, ao fazé-lo, alterar ou modifi-
car a carga viral, em particular a sua carga viral infecciosa. Isto pode, por
exemplo, decorrer por produgdo de uma suspensao da amostra de ensaio
de pancreatina a partir do espécime de pancreatina. A suspensao da amos-
tra de ensaio de pancreatina é produzida por combinagdo do espécime de
pancreatina com um meio para cultura de células que é adequado para a
linha celular utilizada para cultivar a espécie de virus a ser investigada e
com um ou mais antibidticos adequados para este objetivo. Geralmente, to-
dos os antibidticos sao adequados para produzir a solugcdo de antibidtico
opcionalmente utilizada na etapa a) do processo. Em regra, utilizam-se anti-
bidticos de espectro largo ou misturas de antibidticos de espectro largo. Os
antibiéticos adequados podem, por exemplo, ser selecionados do grupo
compreendendo antibidticos B-lactamas como penicilinas, cefalosporinas
(incluindo oxacefemos e carbacefemos), carbapenemos e monobactamas;
estreptomicina (incluindo sulfato de estreptomicina); neomicinas (incluindo
neomicina A, neomicina B e paromomicina); canamicinas (incluindo canami-
cina, gentamicina, amicacina e tobramicina); espectinomicina; tetraciclina
(incluindo tetraciclina, oxitetraciclina, doxiciclina e minociclina); antibiéticos
macrolidos (incluindo eritromicina, claritromicina, roxitromicina, azitromicina,
josamicina e espiramicina); inibidores de girase (incluindo acido nalidixinico,
cinoxacina, acido pipemidico, norfloxacina, pefloxacina, ciprofloxacina, oflo-
xacina e fleroxacina; antagonistas do acido félico (incluindo antibiéticos sul-
fonamidas, diamino benzilpirimidinas e as suas associa¢des); cloranfenicol;
lincosamidas; antibidticos glicopéptidos (incluindo vancomicina e teicoplani-
na); fosfomicina; antibidticos polipéptidos (incluindo polimixina B, colistina,
bacitracina e toroticina) e mupirocina. Os antibiéticos preferidos s&o sulfato
de estreptomicina e penicilina e misturas de sulfato de estreptomicina e pe-
nicilina, por exemplo, como um "“coquetel" de antibiético(s). Um ou mais an-
tibidtico(s) podem, por exemplo, ser utilizados em uma solugcdo de um sol-

vente que é adequado para um ou mais antibidtico(s) em cada caso, isto é,
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como uma solugdo de antibidticos.

A suspensdo da amostra de ensaio de pancreatina é convencio-
nalmente produzida com arrefecimento a uma temperatura de 0-15°C, por
exemplo, a uma temperatura de 4-10°C. Os constituintes para produgao da
suspensao da amostra de ensaio de pancreatina sao convencionalmente
agitados com arrefecimento com gelo e durante um periodo com a duragao
de, pelo menos, 30 minutos, por exemplo, 30-120 minutos, de um modo
preferido 45-90 minutos, em particular 50 minutos ou 60 minutos. O objetivo
do arrefecimento da suspensdo da amostra de ensaio de pancreatina e do
arrefecimento em todos os outros etapas do processo €, em cada caso, evi-
tar ou, pelo menos, reduzir substancialmente qualquer desativacao indese-
jada da carga viral pelos constituintes enzimaticamente ativos do espécime
de pancreatina. Em uma modalidade, a invengdo também proporciona uma
suspensao da amostra de ensaio de pancreatina que pode ser produzida de
acordo com o etapa a) do processo.

Que meios de cultura de células sdo, em cada caso, utilizados
na produgao da suspensao da amostra de ensaio de pancreatina na etapa
a) do processo, é determinado pela espécie de virus a ser separada e/ou
determinada quantitativamente pelo processo de acordo com a invengao.
Culturas de células permissivas em que a espécie de virus investigada, se
possivel, inicia um efeito citopéatico (= CPE) sao utilizadas para cultura e de-
tecgdo de uma espécie de virus especifica. O CPE é uma modificagao de
células infectadas por virus que é reconhecivel por microscopia 6ptica. Se
uma espécie de virus se multiplica na célula de cultura sem CPE, essa mul-
tiplicacao pode, em geral e apesar disso, ser identificada por métodos de
deteccéo indiretos conhecidos per se.

Se, por exemplo, for para separar e/ou determinar quantitativa-
mente rotavirus A bovino, células de rim de feto de macaco (= células MA-
104) podem, por exemplo, ser utilizadas para a sua cultura. Neste caso, 0
Meio de Eagle Modificado por Dulbecco (= meio de Dulbecco) conhecido per
se é, por exemplo, adequado como o meio para cultura de células. Se for
para separar e€/ou determinar quantitativamente EMCV, podem utilizar-se
células de rim porcinas (= células PK-15) ou células de rim porcinas embrio-
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narias (= células SPEV) para a sua cultura. No caso das células PK-15, o
meio “Meio Minimo Essencial” (= MEM) conhecido per se é, por exemplo
adequado como o meio para cultura de células. No caso das células SPEV,
o meio de Dulbecco é, por exemplo, adequado como o meio para cultura de
células. Se, por exemplo, se quiser separar e/ou determinar quantitativa-
mente PCV, podem utilizar-se células PK-15, por exemplo, para a sua cultu-
ra. Se, por exemplo, se quiser separar e/ou determinas quantitativamente
PPV, podem utilizar-se células de rim porcinas (células SK-6), por exemplo,
para a sua cultura. Neste caso, o meio de Dulbecco €, por exemplo, ade-
quado como 0 meio para cultura de células. Se, por exemplo, se quiser se-
parar e/ou determinar quantitativamente rotavirus A porcino, podem utilizar-
se células MA-104, por exemplo, para a sua cultura. Se, por exemplo, se
quiser separar e/ou determinar quantitativamente virus da doenga de tes-
cher porcina, podem utilizar-se células PK-15, por exemplo, para a sua cul-
tura. Se, por exemplo, se quiser separar e/ou determinar quantitativamente
SVDV, podem utilizar-se células SPEV, por exemplo, para a sua cultura. O
especialista na técnica tem consciéncia de quais as linhas celulares ade-
quadas para a cultura de espécies de virus especificas e dos corresponden-
tes meios de cultura de células adequados. As espécies de virus que podem
ser utilizadas de acordo com a presente invengdo e as correspondentes li-
nhas celulares podem ser obtidas de fontes apropriadas, por exemplo da
“"American Type Culture Collection", Manassas, EUA (= ATCC), da "Deuts-
che Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH", Braunsch-
weig, Alemanha (= DSMZ), do "Friedrich-Loffler-Institut", Federal Research
Institute for Animal Health, Insel Riems, Alemanha (= FLI) ou da "Veterinary
Service Division" do "Department of Agriculture and Rural Development”,
Belfast, Reino Unido (= DARD).

No etapa b) do processo, a amostra de ensaio de pancreatina
obtida na etapa a) do processo pode ser integralmente utilizada, ou pode ser
utilizada uma parte definida da amostra de ensaio de pancreatina, em parti-
cular um volume definido desta amostra de ensaio de pancreatina. A amos-
tra de ensaio de pancreatina obtida na etapa a) do processo &, preferenci-

almente, integralmente utilizada.
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No etapa b) do processo, no caso de centrifugacdes a baixa velocidade, po-
dem ser estabelecidas condigbées nas quais os virus com constantes de se-
dimentacéo =2 120 S, em particular =2 120 S a 5000 S, ainda nao formam um
sedimento. Normalmente, os virus com constantes de sedimentagcao = 120
S, em particular virus com constantes de sedimentagdo = 120 S a 5000 S,
nao chegam a formar sedimentos quando as centrifugag¢des a baixa veloci-
dade sao realizadas com uma forga centrifuga relativa de em cada caso
menos de 10000 x g, de um modo preferido em cada caso 1500-5000 x
g, em particular de um modo preferido em cada caso 2000-3500 x g, por
exemplo em cada caso de 2700 x g. A duragcao de um etapa de centrifuga-
¢ao a baixa velocidade convencionalmente leva pelo menos 5 minutos, nor-
malmente 5-60 minutos, em particular 10-45 minutos, de um modo preferido
10-30 minutos, por exemplo 15 minutos. Em uma modalidade preferida do
etapa b) do processo, os etapas de centrifugacdo a baixa velocidade sao
realizados com arrefecimento a uma temperatura de 0-15°C, por exemplo a
uma temperatura de 4-10°C, de um modo preferido em uma centrifuga refri-
gerada.

O objetivo dos etapas de centrifugagao a baixa velocidade na
etapa b) do processo €, sobretudo, remover da suspensao de pancreatina
estes constituintes da pancreatina, tal como particulas insollveis, etc, que
interferem na separagdo e/ou determinagao quantitativa da carga viral de
um espécime de pancreatina de forma a se obter um sobrenadante da a-
mostra de ensaio de pancreatina que é adequado para processamento pos-
terior. Os depodsitos sélidos opcionalmente obtidos nos etapas de centrifuga-
¢ao a baixa velocidade sao depois geralmente eliminados na etapa c¢) do
processo, enquanto que o sobrenadante é utilizado para o seguinte etapa d)
do processo. Os etapas de centrifugagao a baixa velocidade com eliminagao
subsequente de depésitos sélidos obtidos opcionalmente sdo convencio-
nalmente repetidos até ja ndo se observar a formacao de depdsitos sélidos.
Normalmente, ndo serdo necessarias mais repeticoes apds 1-3 repeticoes,
em particular apds uma sé repeticao, de etapas de centrifugagdo a baixa
velocidade com eliminagao subsequente de depdsitos sélidos opcionaimen-

te obtidos. Em uma modalidade da invengao, um depdsito sdlido obtido na
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etapa b) do processo pode ser um sedimento.

Em uma modalidade da invengao, o depdsito obtido nos etapas
de centrifugagao a baixa velocidade é lavado uma ou mais vezes, por e-
xemplo 1-3 vezes, com um fluido de lavagem adequado antes de ser elimi-
nado. Um fluido de lavagem adequado &, por exemplo, o préprio sobrena-
dante da amostra de ensaio de pancreatina obtido apds a centrifugagao a
baixa velocidade, que pode ser depois utilizado na etapa d) do processo. Se
se utilizar um fluido de lavagem que nao o proprio sobrenadante da amostra
de ensaio de pancreatina, o referido fluido de lavagem & combinado, uma
vez completada a lavagem do depdsito, com o sobrenadante da amostra de
ensaio de pancreatina e depois utilizado na etapa d) do processo. E particu-
larmente vantajoso lavar o depdsito do modo acima referido antes da utiliza-
cao na etapa d) do processo, se a carga viral do espécime de pancreatina
compreender EMCV.

Em uma modalidade especifica, a invengao também compreen-
de um sobrenadante da amostra de ensaio de pancreatina, que pode ser
produzido de acordo com os etapas a)-c) do processo como indicado acima.

Convencionalmente € utilizado um gradiente bifasico de sacaro-
se como o meio descontinuo do gradiente na etapa d) do processo. O meio
descontinuo do gradiente de um modo preferido compreende um gradiente
preparado a partir de uma solugao de sacarose tamponada a 50% (pe-
so/vol.) e uma solugdo de sacarose tamponada a 20% (peso/vol.). Pode uti-
lizar-se tampdes neutros (isto €, que tamponam a cerca de um valor de pH
de 7), por exemplo, como o tampéao para as solugdes de sacarose. De um
modo preferido é utilizado um tampéao PBS (= tampao de "soro fisiolégico
tamponado com fosfato”, pH 7,2). Normalmente utilizam-se meios do gradi-
ente estéreis. Um gradiente bifasico descontinuo de sacarose do tipo referi-
do acima proporciona sedimentacao particularmente adequada e conse-
quentemente condigdes de separagdo para Os virus que possam ser encon-
trados. Os gradientes descontinuos de -sacarose, em particular um gradiente
tal como o descrito acima preparado a partir de uma solugdo de sacarose
opcionalmente tamponada a 50% (peso/vol.) e de uma solugao de sacarose

tamponada a 20% (peso/vol.), apresentam, além disso, condigdes osméticas
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nada a 20% (peso/vol.). Numa variante do etapa de ultracentrifugacao,
substancialmente todas as particulas com uma constante de sedimentagao
= 120 S, em particular =2 120 S a 5000 S, passaram completamente através
do meio de gradiente de concentragdo mais baixa e estdo concentradas na
interface com o0 meio de gradiente de concentracao mais alta seguinte (isto
é, em uma "almofada de sacarose"). O especialista na técnica esta consci-
ente de formas adequadas de calcular e implementar as correspondentes
condi¢cdes para ultracentrifugacdao. As condicdes de ultracentrifugagao ade-
quadas podem ser determinadas com base nas caracteristicas do, ou dos
virus, a ser separados da amostra de pancreatina (por exemplo, densidade
e constante de sedimentacao), quando aplicavel tomando per se simplifica-
coes conhecidas (ver por exemplo Lebowitz et al., "Modern analytical ultra-
centrifugation in protein science: A tutorial review"; Protein Science 11
(2002) 2067-2079).

Desde que as ultracentrifugacdes sejam realizadas utilizando
propor¢cdes em volume convencionais € no meio descontinuo do gradiente,
de um modo preferido no gradiente de sacarose descontinuo bifasico, a car-
ga viral é convencionalmente transportada para uma fragao alvo adequada
para separag¢ao subsequente, se a ultracentrifugagao for realizada com uma
duracdo de, pelo menos, 1 hora, normalmente, pelo menos, 2 horas, por
exemplo, por um periodo com a duragao de 2-8 horas, em particular por um
periodo com a duragdo de 3-6 horas. Uma forga centrifuga relativa adequa-
da para a ultracentrifugagédo de acordo com a invengao €&, pelo menos,
100000 x g, por exemplo 200000-350000 x g. Numa modalidade do etapa
de ultracentrifugagao, o referido etapa € realizado por um periodo com a
duracao de 3-6 horas com uma forga centrifuga relativa de 200000-350000 x
g em proporgdes em volume convencionais para a realizagéo de ultracentri-
fugacdo e em um gradiente preparado a partir de uma solugdo de sacarose
tamponada a 50% (peso/vol.) e uma solugdo de sacarose tamponada a 20%
(peso/vol.). Em outra modalidade do etapa de ultracentrifugacao, o referido
etapa é realizado durante um periodo de 3,5-4,5 horas com uma for¢a cen-
trifuga relativa de 250000-300000 x g em proporgdes em volume convencio-
nais para realizacao de ultracentrifugacao e em um gradiente preparado a
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partir de uma solugao de sacarose tamponada a 50% (peso/vol.) e uma so-
lugdo de sacarose tamponada a 20% (peso/vol.). Obtém-se proporgdes em
volume convencionais para realizagdao da ultracentrifugacao, por exemplo,
se se utilizar tubos de ultracentrifuga convencionais. Os tubos de ultracentri-
fuga convencionais sdo aqui, por exemplo, considerados como sendo 0s
com um volume de 10-15 mL, em particular 12-13 mL; um raio interno de 6-
8 mm, em particular de 7 mm; e uma altura de 80-100 mm, em particular de
85-95 mm. Desde que se utilize um tubo de ultracentrifuga convencional na
etapa d) do processo, o volume do meio do gradiente de concentragao mais
alta (por exemplo uma solugcao de sacarose tamponada a 50% (peso/vol.))
pode ser de, por exemplo, 0,5 mL, o volume do meio do gradiente com a
concentracao mais baixa seguinte (por exemplo uma solugcdo de sacarose
tamponada a 20% (peso/vol.)) pode ser de, por exemplo, 4,5 mL e o volume
da amostra de ensaio de pancreatina pode ser de, por exemplo, 5 mL.

Numa variante preferida das formas de realizagao do etapa d)
do processo, independentemente das condigdes selecionadas de outro mo-
do, a ultracentrifugacao é realizada com arrefecimento a uma temperatura
de 0-15°2C, de um modo preferido a uma temperatura de 4-10°C.

As centrifugas refrigeradas convencionais que podem ser utili-
zadas neste etapa do processo sao conhecidas pelo especialista na técnica.
Uma ultracentrifuga comercial corrente € convencionalmente utilizada na
etapa d) do processo, tal como uma ultracentrifuga que pode ser arrefecida
com um rotor de cesta oscilante, por exemplo uma ultracentrifuga Sorvall®
com um rotor de tubos oscilantes modelo "TH-641".

A descrigdo apresentada acima dos etapas de centrifugag¢ao a
baixa velocidade e etapas de ultracentrifugagéao de acordo com a invengao
pode ser aumentada ou diminuida para qualquer extensao desejada pelo
especialista na técnica, em particular com o auxilio de informagéao técnica
adicional apresentada na descri¢gao da presente invencgao.

No etapa e) do processo, a fragédo alvo contendo a carga viral é
separada quantitativamente do sobrenadante da amostra de ensaio de pan-
creatina. A separagao normalmente decorre por colocagdo de uma marca no

tubo da ultracentrifuga a altura da interface da fragao alvo previamente de-
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terminada. O volume total acima desta interface é entdo separado do volu-
me remanescente, por exemplo, através de aspiragdo. A aspiragao pode,
por exemplo, ser efetuada com uma bomba peristaltica convencional, cujas
tubagens e capilares foram prévia e convenientemente esterilizados. Uma
velocidade de bombagem adequada €, por exemplo, uma velocidade de 2
mL/minuto. Durante a aspiragao, deve tomar-se cuidado para assegurar que
o capilar da bomba peristéaltica esta sempre localizado na borda superior do
liquido. A fragao alvo remanescente no tubo da ultracentrifuga pode entao
ser retirada do tubo da ultracentrifuga de forma conhecida per se com uma
pipeta de um soé canal convencional, de um modo preferido com uma ponta
estéril. Qualquer sedimento eventualmente ainda remanescente no tubo da
ultracentrifuga pode ser retirado ao mesmo tempo, por exemplo, sendo re-
petidamente aspirado e ressuspenso com a pipeta de um sé canal.

Numa modalidade, a invengcao também proporciona uma fracao
alvo isolada que pode ser produzida de acordo com os etapas a)-e) do pro-
cesso.

Se for para realizar um processo para a determinag¢ao quantitati-
va da carga viral do espécime de pancreatina, segue-se um etapa f) do pro-
cesso ao etapa e€) do processo. No etapa f) do processo, a carga viral do
espécime de pancreatina é determinada quantitativamente por determinagéo
do titulo da infecgao viral na fragao alvo contendo a carga viral. A determi-
nacao quantitativa do titulo da infeccao pelo virus pode aqui ser efetuada de
acordo com processos de trabalho conhecidos per se em virologia, por e-
xemplo de acordo com o principio conhecido per se da determinacao do titu-
lo da infec¢ao pelo virus (= VITD).

A fracao alvo pode, por exemplo, ser diluida em uma proporgao
adequada com um meio para cultura de células adequado para se obter
uma amostra de teste de determinag¢ao do virus. Os meios de cultura de cé-
lulas adequados sao os referidos acima como sendo utilizaveis, em cada
caso, com uma fun¢ao da espécie de virus investigada. Numa modalidade
da invengao para excluir resultados falsos positivos para infecgao pelo virus,
a fracao alvo diluida ou nao diluida pode ser filtrada através de um microfil-

tro antes de a determinagao quantitativa da carga viral ser realizada na eta-
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pa f) do processo.

Uma diluicao adequada pode, por exemplo, ser obtida por dilui-
cao da fragao alvo com o meio para cultura de células até ao volume original
do sobrenadante da amostra de ensaio de pancreatina utilizada na etapa d)
do processo. Em seguida, em uma primeira etapa, pode ser produzida uma
série de diluigdbes das amostras de ensaio para determinagao do virus de
modo conhecido per se, por exemplo, em etapas de diluicao de 1:2, 1:5 ou
1:10 ou também em combinacdes destes etapas de diluicdo, de forma a rea-
lizar uma VITD quantitativa. Em seguida, em um segundo etapa, uma sus-
pensao de células adequadas pode ser inoculada de modo conhecido per se
com as amostras de ensaio para determinacao do virus de diferentes con-
centragdes da série de diluigdes, com o que se permite a formagao de uma
camada de células nas amostras de ensaio da determinagao do virus de
diferentes concentragdes. Para excluir falsos positivos de infecgéo pelo virus
que podem ser causados pela presenca de microbianos, tais como bactérias
inertes ou micoplasmas, € entdo normalmente conveniente filtrar as amos-
tras de ensaio da determinagao do virus antes de as inocular nas células do
detector. Para tal, uma amostra de ensaio da determinag¢ao do virus ou uma
amostra de ensaio da determinagao do virus diluida pode ser filtrada através
de um tamanho de poro apropriado, tal como um microfiltro, por exemplo,
um microfiltro com um tamanho do poro de 0,1 to a 10 pm (incluindo os limi-
tes do intervalo; = microfiltragdo), geraimente um microfiltro com um tama-
nho de poro de 1 pm. O filtrado pode entao ser utilizado como uma amostra
de ensaio para investigagdoes adicionais. Em seguida, em uma terceira eta-
pa, as amostras de ensaio inoculadas sao lidas quanto ao seu grau de in-
feccdo dependendo do modo em que a sua infecgdo é indicada. Quando,
por exemplo, o CPE pode ser utilizado como um indicador de infecgdo de
uma camada de células, o CPE é lido de modo conhecido per se apds apro-
ximadamente 4-7 dias. A titulagcao (ponto final da diluicdo) das amostras de
ensaio da determinagao do virus permite aqui a determinagao quantitativa
da dose de infecgao originalmente presente. A titulagao convencionalmente

decorre por diluicao por um factor de 10, por exemplo, baseada no logaritmo
da base dez. Na pratica, a dose de 50% de infecgdo (= ID,,) € normalmente
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calculada. No caso de lotes multiplos paralelos, o valor da IDsq identificado
corresponde entao ao da diluicao mais alta (reciproca) da amostra de ensaio
da determinagao do virus a qual é detectavel um CPE em exatamente me-
tade dos lotes. Os resultados podem ser opcional e adicionalmente corrigi-
dos computacionalmente ou interpolados de modo conhecido per se. Os
métodos mais vuigarmente utilizados para calculo do titulo de virus sao os
de acordo com Spearman e Karber (ver C. Spearman, Br. J. Psychol. 2
(1908) 227-242 e G. Karber, Arch. Exp. Path. Pharmak. 162 (1931) 480-483;
também Bundesanzeiger [Federal gazette] n® 84, May 4 1994) ou de acordo
com Reed e Muench (ver Reed, L. J., Muench, H. Am. J. Hyg. 27 (1938)
493-497).

Também podem ser utilizados outros indicadores de uma infec-
cao da camada de células, por exemplo, indugdo do antigeno do virus ou
indugao da placa. O especialista na técnica esta familiarizado com estes
métodos e as suas aplicagdes no presente caso, por exemplo, de livros de
texto de virologia, tais como "Medizinische Virologie" por HW. Doerr e W.H.
Gerlich, Georg Thieme Verlag Stuttgart, New York, 1% edicdo de 2002 ou
cada caso a sua edicao mais recente.

Exemplos

Todas as tarefas indicadas nos Exemplos seguintes foram reali-
zadas em condigbes estéreis em uma bancada estéril. Os processos con-
vencionais em laboratérios de virologia, por exemplo, tém de ser observados
processos de segurancga. Inter alia foram utilizados os seguintes materiais:

1. Solugao de antibidtico, 1,0 g de sulfato de estreptomicina e
1,2 g de penicilina sao dissolvidos em 20 mL de agua bidestilada e filtrados
através de um filtro de 0,2 um. Os filtrados séo entédo divididos em aliquotas
de 1 mL e opcionalmente armazenados a -20°C até a utilizagao;

2. Meio de Dulbecco, meio para cultura de células para células
SK 6, células SPEV e células MA 104;

3. Pipeta de canal unico, com pontas estéreis;

4. FCS, soro fetal de vitelo de Bio Whittaker (= soro).

5. Frascos para cultura de tecidos, estéreis, area da base do

frasco em cada caso 25, 75 ou 175 cm2;
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6. MEM, meio para cultura de células para células PK-15 com
1,5 g/L de bicarbonato de sédio e piruvato 1 mM;

7. Placas de microtitulagao, estéreis com 96 pogos e tampa;

8. Suspensao de PAN, suspensao de pancreatina a 10%; 1,0
g de pancreatina porcina (salvo indicagcdo em contrario) pesada em condi-
cOes estéreis em um copo, combinada com 1 mL de solugao de antibibtico e
(salvo indicacao em contrario) 8,0 mL do meio de cultura de células especi-
fico correspondente e (salvo indicagdo em contrario) suspensas dentro de
60 minutos em um banho de gelo com agitacao;

9. Tampao de Pardee, tampao de dioxido de carbono de Parde-
e,

10. PBS, solugao "de soro fisiolégico tamponado com fosfato"
estéril (pH 7,2);

11. Pipetas, estéreis;

12. Pontas para pipetas, estéreis em caixas estéreis;

13. Bolsas de plastico, impermeaveis a CO, com fecho ("Anae-
rocult®", de Merck);

14. Anticorpo policlonal anti-PPV, conjugado de isotiocianato de
fluoresceina (= FITC), de NatuTec GmbH,;

15. Tubos, estéreis 15 e 50 mL;

16. Solugao de sacarose, 20%, tamponada com PBS, estéril; a
concentragao é ajustada de modo conhecido per se com a ajuda de um re-
fractometro convencional;

17. Solugdes de sacarose, 50%, tamponadas com PBS, esté-
reis; a concentragédo € ajustada de modo conhecido per se com a ajuda de
um refractémetro convencional;

18. Tubos com tampas de rosca, estéreis;

19. Solucao de tripsina, "TrypL Express®", de INVITROGEN;

20. Bomba peristéaltica, de "IsmaTec", taxa de bombagem até
5,8 mL/minuto;

21. Ultracentrifuga refrigerada, "Sorvall® Pro 80" com rotor "TH-
641";

22. Tubos de ultracentrifuga, estéreis, capacidade de 11 mL,
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dimensoes 9 x 90 mm

23. Blocos de diluigao, 96 po¢os cada um de 1,0 mL;

24, Células MA-104: fornecidas por FLI;

25. Células PK-15: fornecidas por DARD;

26. Células SK-6: fornecidas por FLI;

27. Células SPEV: fornecidas por FLlI;

28. Suspensodes de células das células SK 6, SPEV e PK-15 a
ser testadas com 200000 células/mL em meio para cultura de células com
FCS a 10%;

29. Microtubos Falcon estéreis, capacidade de 15 mL

Exemplo 1: Investigacdo do efeito nocivo de pancreatina sobre varias linhas

celulares

Para efeitos da deteccao de virus em amostras de ensaio de
materiais utilizando culturas de células, o efeito nocivo do espécime de pan-
creatina a ser investigado sobre as células deve ser avaliado de forma a ser
possivel excluir resultados falsos negativos quando se avalia os CPE. Como
referido abaixo, as investigacdes para avaliar o efeito nocivo de uma sus-
pensao da amostra de ensaio de pancreatina foram por conseguinte realiza-
das em varias linhas celulares.

Por¢des de 0,5 mL de uma suspensao da PAN produzida como
acima foram retiradas para testar o efeito nocivo e designadas "amostra de
ensaio da suspensao de pancreatina”.

Centrifugacédo a baixa velocidade: A suspensao de PAN restante
foi centrifugada durante 15 minutos a 4000 rpom (2700 x g) e 4°C em uma
centrifuga refrigerada convencional (Megafuge® 1.0R Heraeus SEPATE-
CH® com rotor de tubos oscilantes n® 2704). O sobrenadante apos centrifu-
gacao a baixa velocidade foi depois centrifugado durante mais 15 minutos a
4000 rpm e 4°C e, designado "sobrenadante apds centrifugacao a baixa ve-
locidade", utilizado para titulagao do virus e ultracentrifugagao. Os dois se-
dimentos obtidos em cada caso apds as centrifugacdes a baixa velocidade
foram combinados (conjuntamente 1 mL), ressuspensos em 9 mL do meio
de cultura de células adequado respectivo e designados "sedimento”.

Ultracentrifugacéao: retirou-se 5,0 mL da amostra de ensaio "so-



10

15

20

25

30

19

brenadante apds centrifugagédo a baixa velocidade" e submeteu-se a ultra-
centrifugacao em uma ultracentrifuga. Para isso, introduziu-se 0,5 mL de
solugcao de sacarose a 50% por meio de uma pipeta no niumero de tubos de
ultracentrifuga necessarios para realizagdo do ensaio. Com o tubo de uitra-
centrifuga seguro em um angulo obliquo, a esta camada foram cuidadosa-
mente sobrepostos 4,5 mL de solugao de sacarose a 20%, podendo obser-
var-se uma camada de separagao entre as duas solugdes. Uma camada de
5,0 mL da amostra de ensaio "sobrenadante apdés centrifugagéo a baixa ve-
locidade" tomada como descrito acima foi entao colocada, novamente com
cuidado e evitando turbuléncia e intermistura, sobre a solucao de sacarose a
20%. Os tubos de ultracentrifuga foram entao suspensos no rotor da ultra-
centrifuga. Para isso, os dois tubos de ultracentrifuga em lados opostos do
rotor foram em cada caso contrabalancados com PBS, inseridos nos corres-
pondentes suportes e muito bem selados com a tampa associada. Uma vez
inseridos os suportes no rotor, as amostras de ensaio foram centrifugadas
durante 4 horas a 10°C e 40000 rpm (273.799 x g). Depois da ultracentrifu-
gacao, os tubos de ultracentrifuga foram retirados dos suportes na bancada
estéril e foi-lhes aplicada uma marca a altura de 1,5 cm, medida a partir do
fundo do tubo de ultracentrifuga. Utilizando uma bomba peristaltica, cuja
tubagem e capilares tinham sido previamente esterilizadas, o liquido acima
da marca foi aspirado do tubo de ultracentrifuga a uma velocidade de bom-
bagem de 2 mL/minuto, estando o capilar sempre localizado na borda supe-
rior do liquido. Esta primeira fragdo obtida deste modo foi designada "fragéao
alta apés ultracentrifugacao”. A "fracao baixa apds ultracentrifugagao” (1,5
mL) que permaneceu no tubo de ultracentrifuga foi em cada caso retirada do
tubo de ultracentrifuga com a ajuda de uma pipeta de um s6 canal. Qualquer
sedimento eventualmente remanescente no fundo do tubo de ultracentrifuga
foi ressuspenso por aspiragao repetida com a pipeta de um sé canal e ana-
logamente retirado. A "fragdo baixa apos ultracentrifuga¢ao” foi diluida para
5,0 mL, correspondente ao volume da amostra de ensaio contendo virus
originalmente utilizada, em um tubo graduado estéril com um meio para cul-
tura de células adequado respectivo. Até processamento posterior, as duas

fragbes resultantes foram armazenadas a 4°C ou, no caso de armazenagem
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prolongada, a -20°C.

As amostras de ensaio "amostra de ensaio de suspensdo de
pancreatina”, "sobrenadante apds centrifugacao a baixa velocidade", "sedi-
mento" (apds centrifugagao a baixa velocidade), "fragao alta apds ultracentri-
fugacao" e "fracao baixa apds ultracentrifugacao” (depois de diluida para 5,0
mL) foram entdo testadas quanto ao seu efeito nocivo em relagao a varias
linhas celulares. Para isso, foram em cada caso produzidas diluicoes em
série das amostras de ensaio a ser testadas. Todas as amostras de ensaio
a ser testadas foram adicionalmente diluidas por um fator de 2 a partir de
uma diluicao de 1:5 com o meio para cultura de células adequado corres-
pondente. A placas de microtitulagao, adicionou-se por¢gdes de 100 pL de
suspensao de células compreendendo células PK-15, SPEV ou SK 6 por
po¢o em 8 paralelas, 100 puL das diluicoes da amostra de ensaio produzidas
para em cada caso 100 pL de suspensao de células produzida de fresco.
Quando se testou células MA 104, utilizou-se placas de microtitulagdo com
uma camada de células com 24 horas de idade. Para isso, 0 meio de cultura
de células foi, em cada caso, retirado dos pog¢os e substituido por 100 L de
meio de cultura de células fresco sem soro, dando assim origem a diluigbes
da amostra de ensaio final de 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 etc. Como con-
trole, introduziu-se 100 pL do meio para cultura de células em oito pogos de
cada placa de microtitulagcao em vez de 100 uL da diluicdo em série. Pares
de placas juntamente com um tubo contendo 4 mL de tamp&o de Pardee e
papel de filtro, foram colocados em bolsas herméticas e bem seladas com
pingas. As placas foram entdo incubadas a 36 + 1°C durante até 7 dias. Ao
longo do periodo de incubacao, as placas foram inspecionadas diariamente
ao microscopio quanto a extensao do CPE, isto é, quanto a lise celular e/ou
degeneracao das células e a auséncia de formagao de uma camada de cé-
lulas em resultado do efeito nocivo da pancreatina. A avaliagao final foi rea-
lizada apds sete dias. A titulagao foi repetida se ja tinha ocorrido degenera-
¢ao celular nos controles na leitura final.

A Tabela 1 abaixo mostra os resultados dos ensaios das diferen-
tes amostras de ensaio quanto ao seu efeito nocivo em relagao a varias li-

nhas celulares. Se uma amostra de ensaio era nociva até a diluicao final de
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por exemplo 1:640, mas ja ndo era nociva em uma diluicdo de 1:1280, entao
o resultado indicado para esta amostra na Tabela é "amostra de ensaio no-
civa = 1:640, nao a < 1:1280".

Tabela 1: Resultados dos ensaios de suspensoes de pancreatina e das suas

subfra¢gdes quanto a nocividade em relagao a varias linhas celulares

Linhas celulares PK-15 MA-104 SK 6 SPEV
Amostras de ensaio Amostras de ensaio nocivas até uma dilui¢cao de:
Amostra de ensaio de | -, 4.6 2 1:160 2 1:320 2 1:320
suspensao de pancre-

. < 1:1280 < 1:320 < 1:640 < 1:640
atina
Sobrenadante apos |, .64 > 1:160 2 1:320 2 1:320
centri-fugacao a baixa
. < 1:1280 < 1:320 < 1:640 < 1:640
velocidade
. 2 1:160 = 1:80 =1:80 = 1:40
Sedimento
< 1:320 < 1:160 < 1:160 < 1:80
Fracao alta apds ul- 2 1:320 =2 1:160 = 1:320 = 1:320

tracentrifugagéo < 1:640 < 1:320 < 1:640 < 1:640

Fragao baixa apés 2 1:40 21:20 =1:20 =1:20

ultracentrifugagao < 1:80 < 1:40 < 1:40 < 1:40

E claro dos resultados apresentados na Tabela 1 que, na "“fra-
¢éo baixa apds ultracentrifugacao”, que foi submetida a um etapa de ultra-
centrifugagado de acordo com a invengao e em que a carga viral foi concen-
trada, ha uma reducdo consideravel do efeito nocivo em relagao as linhas
celulares investigadas em comparagao com todas as outras amostras de
ensaio investigadas.

Se o efeito nocivo da amostra de ensaio suspensao de pancrea-
tina nao tratada for comparado com o das fragdes inferiores apds ultracentri-
fugagéao, é possivel no ensaio descrito acima para células MA-104 reduzir o
efeito nocivo por fator de 8 e por fator de 16 em cada caso para as outras
trés células testadas. O sobrenadante estava ainda ligeiramente turvo de-
pois da amostra de ensaio suspensdo de pancreatina ter sido submetida
duas vezes a centrifugacao a baixa velocidade. Durante a ultracentrifuga-
¢ao, estas particulas insoluveis depositam-se como um depdsito fino no fun-
do do tubo de ultracentrifuga. Este depdsito também foi ressuspenso e era

um constituinte da "fragao baixa apos ultracentrifugacao”. Pode por isso par-
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tir-se do principio que este depoésito contribui para o efeito nocivo residual da
"fragdo baixa apds ultracentrifugagédo” e que o seu efeito nocivo residual po-
de ser adicionalmente reduzido separando e ja ndo ressuspendendo o de-
poésito acima referido.

Exemplo 2: Investigacdo de espécimes de pancreatina com adicdo de um

titulo de virus elevado

O objetivo das investigagdes de espécimes de pancreatina com
adicao de titulo de virus elevado ("ensaios com adigao elevada") foi para
mostrar, inter alia, que o processo de acordo com a invengao € adequado
para separagao quantitativa da carga viral do espécime de pancreatina e
dos seus constituintes que podem ser nocivos para células vivas. Para isso,
foram preparadas de modo conhecido “preparagdes de virus com adi¢des”
de titulo elevado de cada um dos virus a ser investigado. "Titulo elevado”
deve aqui, em particular, (como uma funcdo da espécie de virus utilizada)
em cada caso ser considerado como significando um titulo da preparacao
de virus adicionada de, pelo menos, 4 ciclos logaritmos em base 10 (= log)
da "Dose Infecciosa de Cultura de Tecidos" semimaxima por mL da amostra
de ensaio investigada (= TCIDso/mL). Preparagbes de virus adicionadas
com titulo elevado de PCV podem, por exemplo, ser obtidas de acordo com
o método de I. Tischer et al., Arch. Virol. 96 (1987) 39-57, por pré-tratamento
das células PK-15 utilizadas para cultura com solugao de D-(+)-glucosamina.
a. Ensaio com adicédo elevada com EMCV (estirpe LC 75)

0,75 mL de uma preparagao de virus com adicao de alto titulo
(7,70 £ 0,10 log TCIDsp/mL) de EMCYV (estirpe LC 75) e 0,75 mL de solugao
de antibidtico foram adicionados a uma suspensao de PAN (produzida por
adi¢cao de 4,5 mL de meio de Dulbecco a 0,75 g de pancreatina e 50 minu-
tos de agitacao com arrefecimento em gelo) e a suspensao resultante foi
agitada durante mais 10 minutos. 0,5 mL desta suspensao foram retomados
para titulagado do virus e armazenados a 4°C até a titulagao (= "fracao
alta 1 de EMCV"). A suspensdo remanescente foi centrifugada durante 15
minutos a 4000 rpm (= 2700 x g) e 4°C. O sobrenadante apds centrifugacao
foi recentrifugado em um novo tubo de centrifuga durante 15 minutos a 4°C
e 4000 rpm. O sobrenadante apds a segunda centrifugag¢ao foi transferido
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quantitativamente para um tubo estéril (= "fragao alta 2 de EMCV"). Os dois
sedimentos apds centrifugagdo a baixa velocidade foram ressuspensos com
um total de 6,5 mL de meio de Dulbecco, combinados e recentrifugados du-
rante 15 minutos a 4000 rpom e 4°C. O sobrenadante resultante foi transfe-
rido para um tubo estéril. A lavagem do sedimento foi repetida mais duas
vezes, de cada vez com uma porgao de 6,5 mL de meio de Dulbecco fresco.
As trés solugdes de lavagem foram combinadas e utilizadas para a titulagao
do virus (= "fragao alta 3 de EMCV"). Apds as trés lavagens, o sedimento foi
ressuspenso em 6,5 mL de meio de Dulbecco e depois titulado (= "fragcao
alta 4 de EMCV").

5,0 mL de fragao alta 2 de EMCV foram submetidos a uma ul-
tracentrifugagao no gradiente de sacarose descontinuo, tal como descrito
acima no Exemplo 1. Apéds ultracentrifugacao, as fragdes superior (= "fragao
alta 5 de EMCV") e inferior (= "fragao alta 6 de EMCV") foram obtidas sepa-
radamente e tituladas. ‘

Foram produzidas diluicdes em série por um fator de 3 e transfe-
ridas cada uma com 12 etapas de diluicao em 12 paralelas para placas de
microtitulagdo com suspensido de células SPEV. Virus de adigcédo - titulagcao
da diluicdo 10-3; fracdo alta 1 de EMCYV - titulagdo da diluicdo 10-2; fragdo
alta 2 de EMCYV - titulagdo a partir da diluicdo 10-2; fragéo alta 4 de EMCV -
titulacdo a partir da diluicdo 10-1; fracdo alta 3 de EMCYV - titulacdo a partir
da diluigao 10-2; fracdo alta 5 de EMCV - titulacdo a partir da amostra de
ensaio nao diluida; fragao alta 6 de EMCYV - titulagdo em triplicado da dilui-
cao 107, As placas de microtitulagcdo sao incubadas a 36 + 1°C em uma at-
mosfera com aproximadamente 5% de CO: e, no decurso de 6-7 dias, avali-
adas por microscépio quanto ao desenvolvimento do CPE nos pogos. O titu-
lo é calculado nas amostras de ensaio de acordo com o método de Spear-
man-Kéarber. Os resultados do ensaio de adicao elevada com EMCV estéao
apresentados na Tabela 2 abaixo.

Tabela 2: Resultados dos ensaios com adigéo elevada com EMCV em sus-

pensoes de pancreatina
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Carga viral
Log titulo Volume da arg
Amostra de ensaio TCID L) amostra de [log TCIDs¢/mL
m .

i ensaio [mL] | , o9 volume]?
Virus de adi¢ao (EMCV) 7,70 +0,10 0,75 7,58 = 0,20
Fracdo alta 1 de EMCV 7,14 £ 0,10 7,5 8,02 + 0,20
Fracao alta 2 de EMCV 7,38 + 0,09 5 8,08 +0,18
Fracao alta 4 de EMCV 3,32 + 0,08 7,5 4,20 +0,16
Fracao alta 3 de EMCV 5,67 £ 0,10 19,5 6,96 = 0,20
Fragao alta 5 de EMCV 4,71 0,10 8,5 5,64 + 0,20
Fragao a't? 16)5 de EMCV | 6 9940,11 5 7,69 + 0,22
Fracao altzzlze; de EMCV 7.07 + 0,10 5 7,77 +0,20
Fragao a”?s(; de EMCV | 59940,10 5 7,69 + 0,20
Média das 3 fragdes da 3) 5 272 +0.10

x ’
fraczo alta 6 de EMCV3) 7,0220,05 ’

Y O valor é o desvio padrédo da titulacdo individual; 2 O valor é o intervalo de
confianca de 95%; ® O valor é o desvio padréao de 3 determinagdes

E evidente da Tabela 2 que, quando é realizado o processo de
acordo com a invencao, a carga viral das amostras de ensaio com adigcao
nao tratadas (fragdes altas 1 e 2 de EMCV), tomando em consideragao uma
faixa de variagao geralmente aceite de 0,5 ciclos logaritmicos, era pelo
aproximadamente quantitativamente recuperada na fragao baixa apés ultra-
centrifugacao (fracao alta 6 de EMCV). Pode ainda concluir-se dos resulta-
dos do ensaio que o préprio espécime de pancreatina nao tinha agao inibi-
dora ou inativante sobre o EMCV.
b. Ensaio de adicdo elevada com parvovirus porcino

O parvovirus porcino (PPV) pode ser cultivado em células SK 6
em crescimento. Se o rendimento do virus for excessivamente baixo, o virus
€ concentrado apds a cultura.

Foi adicionado 1,0 mL de uma preparagédo de virus adicionada
de alto titulo (4,75 + 0,06 log TCID./mL) de PPV a uma suspensao de PAN
(produzida por adicdo de 7,0 mL de meio de Dulbecco e 50 minutos de agi-

tacao com arrefecimento em gelo) e a suspenséao resultante foi agitada du-
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rante mais 10 minutos. Retirou-se 0,5 mL desta suspensédo para titulagao do
virus e armazenou-se a 4°C até a titulagao (= "fragdo alta 1 de PPV"). A
suspensao restante foi centrifugada durante 15 minutos a 4000 rpm (= 2,700
x g) e 4°C. O sobrenadante apds centrifugacao foi recentrifugado em um
novo tubo de centrifuga durante 15 minutos a 4°C e 4000 rpm. O sobrena-
dante apds a segunda centrifugacao foi transferido quantitativamente para
um tubo estéril (= "fracao alta 2 de PPV"). Os dois sedimentos apds centri-
fugagao a baixa velocidade foram ressuspensos com um total de 9 mL de
meio de Dulbecco, combinados e recentrifugados durante 15 minutos a
4000 rpm e 4°C. O sobrenadante resultante foi transferido para um tubo es-
téril. A lavagem do sedimento foi repetida mais duas vezes, de cada vez
com uma porcao de 9 mL de meio de Dulbecco fresco. As trés solugdes de
lavagem foram entdo combinadas e utilizadas para a titulagao do virus (=
"fragao alta 3 de PPV"). Apés trés lavagens, o sedimento foi ressuspenso
em 9 mL de meio de Dulbecco e depois titulada (= "fragao alta 4 de PPV").

5,0 mL da fragao alta 2 de PPV foram submetidos a uma ultra-
centrifugacdo no gradiente de sacarose descontinuo, tal como descrito aci-
ma no Exemplo 1. Apds ultracentrifugacao, as fragdes superior (= "fragcao
alta 5 de PPV") e inferior (= "fracdo alta 6 de PPV") foram obtidas separa-
damente e tituladas.

Foram produzidas diluicdes em série por um fator de 3 e transfe-
ridas cada uma com 12 etapas de diluicdo em 12 paralelas para placas de
microtitulagdo com suspensao de células SK 6. As placas de microtitulagao
foram incubadas a 36 + 1°C em uma atmosfera com aproximadamente 5%
de CO, e, no decurso de 6-7 dias, avaliadas por microscépio quanto ao de-
senvolvimento do CPE nos pocos. Apds este periodo de incubagéao, as pla-
cas foram fixadas pela adicao de uma mistura gelada de acetona/metanol e
os pogos com CPE incerto foram incubados para a determinacéao do titulo
final adicionalmente com anticorpo anti-PPV marcado com FITC e depois
avaliados sob um microscépio 6ptica UV. O titulo é calculado nas amostras

de ensaio de acordo com o método de Spearman-Kérber.

Tabela 3: Resultados dos ensaios com adicdo elevada com PPV em sus-

pensodes de pancreatina
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Log titulo Volume da Carga viral
Amostra de ensaio TCID5Q/mL" amo_stra de [log TCID50/mL
ensaio [mL] + log volume]?
Virus de adi¢édo (PPV) 4,95 + 0,15 1 4,95 + 0,30
Fragdo alta 1 de PPV 3,56 + 0,08 10 4,56 + 0,16
Fragdo ailta 2 de PPV 4,47 = 0,08 5 5,17 £ 0,16
Fracao alta 4 de PPV 2,08 + 0,11 10 3,08 + 0,22
Fragao alta 3 de PPV 2,38 + 0,09 27 3,81 +0,18
Fracao alta 5 de PPV <3,15 8,5 <4,08
Fracao alta 6 de PPV (1) 4,67 +0 5 5370
Fracdo alta 6 de PPV (2) 443 + 0,08 5 5,13 +£0,16
Fracao alta 6 de PPV (3) 4,47 + 0,08 5 5,17 + 0,16
Média das 3 fragdes da 3)
fragio alta 6 de PPV3) | 02013 > 5,22£0,26

Y O valor é o desvio padrdo da titulagédo individual; 2 O valor é o intervalo de
confianga de 95%; ® O valor é o desvio padrdo de 3 determinagées

E evidente da Tabela 3 que, como demonstrado acima na expe-
riéncia de adicao alta de EMCV, quando € realizado com éxito o processo
de acordo com a invengédo, a carga viral das amostras de ensaio com adi¢ao
nao tratadas (fragdes altas 1 e 2 de PPV), tomando em consideracdo uma
faixa de variagcdo geralmente aceite de 0,5 ciclo logaritmico, &, pelo menos,
aproximadamente quantitativamente recuperada na fragdo baixa apés ultra-
centrifugagao (fracao alta 6 de PPV). Na fracao alta 1 de PPV, isto é, na
presenca de particulas insoluveis, é determinado um titulo um ciclo logarit-
mico mais baixo do que na fragdo alta 2 de PPV. Assim, a presencga de
constituintes insollveis aparentemente perturba a titulagao. Pode ainda con-
cluir-se dos resultados do ensaio que o proprio espécime de pancreatina
ndo tinha acao inibidora ou inativadora sobre o PPV.
Exemplo 2: Investigacdo de espécimes de pancreatina com adi¢céo de baixo

titulo de virus

O objetivo das investigagdes de espécimes de pancreatina com
adicao de titulos decrescentes de virus (= "ensaios com baixa adig¢ao") foi,
inter alia, determinar o limite de deteccao do processo de acordo com a in-

vengao para o virus utilizado em cada caso. A detec¢ao quantitativa da car-
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ga viral nas amostras de ensaio individuais com um titulo decrescente de
virus é considerado satisfatorio se o titulo do virus da preparagao de virus
de adicao originalmente adicionada, tomando em consideragdo uma faixa de
variacdo geralmente aceite de 0,5 ciclos logaritmicos, for pelo menos apro-
ximadamente quantitativamente recuperada nas fragdes baixas apos ultra-
centrifugacao.

a. Ensaio de baixa adicdo com EMCV

Foi produzida uma suspensdo de PAN (com 2,5 g de pancreati-
na porcina, 2,5 mL de solugcdo de antibiético, 20 mL de meio de Dulbecco).
O ensaio de baixa adi¢éo foi entao realizado em duplicado em ensaios mu-
tuamente independentes:

No primeiro ensaio, os lotes indicados a seguir foram produzidos
a partir da suspensao de PAN mais solucao de virus de adicao EMCV:

1) 4,5 mL de suspensao de pancreatina + 0,5 mL de diluicao 10
% de virus de adigao; diluigdo resultante 10™;

2) 4,5 mL de suspensao de pancreatina + 0,5 mL de diluigado 10
“ de virus de adigéo; diluigdo resultante 107;

3) 4,5 mL de suspensdo de pancreatina + 0,5 mL de diluigédo 10
® de virus de adigéo; etc.

4) 4,5 mL de suspensao de pancreatina + 0,5 mL de diluicao 10°
® de virus de adigéo;

5) 4,5 mL de suspensédo de pancreatina + 0,5 mL de diluicao 10°
” de virus de adigdo;

6) 4,5 mL de suspensao de pancreatina + 0,5 mL de diluigdo 10°
8 de virus de adigéo.

Todos os lotes foram incubados durante 1 hora a temperatura
ambiente e depois submetidos a centrifugagdo a baixa velocidade durante
15 minutos a 4°C e 4000 rpm (2700 x g). Os sobrenadantes apds centrifuga-
¢do a baixa velocidade foram em cada caso transferidos para tubos de cen-
trifuga limpos e submetidos a outra centrifugacdo a baixa velocidade nas
mesmas condigdes. Os sobrenadantes apds as centrifugagdes a baixa velo-
cidade foram se necessarios completados até um volume de 5,0 mL com

meio para cultura de células e em cada caso 5,0 mL dos sobrenadantes a-
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poés centrifugacdes a baixa velocidade foram submetidos a ultracentrifuga-
cao no gradiente de sacarose descontinuo, tal como descrito acima no E-
xemplo 1. Apds a ultracentrifugagdo, as fragdes superiores (= "fragdo baixa
2 de EMCV"; até 1,5 cm do fundo do tubo de ultracentrifuga) foram em cada
caso retiradas por bombagem com uma bomba peristaltica e as respectivas
fracgdes inferiores (= "fracao baixa 3 de EMCV") foram retiradas do tubo de
ultracentrifuga com uma pipeta. As fragdes inferiores apés ultracentrifuga-
cao foram em cada caso completadas até 5,0 mL com MEM e depois utili-
zadas para as titulagdes ou cultura em frascos de cultura de tecidos.

Foram entao produzidas diluicbes em série por um fator de 3 de
cada um dos lotes 1) a 3) acima referidos e transferidas cada uma com 12
etapas de diluicao em 12 paralelas para placas de microtitulacao com sus-
pensao de células SPEV (porcdao de 100 pL por pogo de suspensao celu-
lar preparada de fresco de células SPEV com 200000 células/mL). As amos-
tras de ensaio da fracao baixa 3 de EMCV de todos os lotes foram adicio-
nalmente transferidas para frascos de cultura de células com uma area da
base de 25 cm? e porcdes de 10 mL de suspensdo celular preparada de
fresco de células SPEV com 200000 células/mL. Para tal, 6 frascos de
cultura de tecidos por cada amostra de ensaio foram infectados com uma
porcao de 0,2 mL da amostra de ensaio fragao baixa 3 de EMCV. Em para-
lelo, foi proporcionado um controle por um frasco de cultura de tecidos sem
qualquer adicao. Todas as placas de titulacao e frascos de cultura de teci-
dos foram incubados a 36 = 1°C e, no decurso de 6-7 dias, avaliadas por
microscopio quanto ao desenvolvimento de CPE nos pogos ou frascos de
cultura de tecidos. O titulo é calculado nas amostras tituladas de acordo
com o método de Spearman-Karber.

Se nao se observou CPE em qualquer um dos 6 frascos de cul-
tura de tecidos de um lote apds 7 dias, estes frascos foram congelados trés
vezes a -70°C e descongelados de novo. Os conteludos de todos os frascos
de cultura de tecidos foram combinados e filtrados através de um filtro de
0,1 ym (tamanho do poro). O filtrado resultante foi utilizado para preparar
uma segunda passagem da suspensao de células SPEV: 2 frascos de cultu-
ra de tecidos cada um deles compreendendo 10 mL de suspensao de célu-
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las SPEV fresca foram infectados com 2 mL de uma suspensdo obtida a
partir da 12 passagem e analogamente incubados durante até 7 dias a 36 =
12C e observados quanto ao desenvolvimento de CPE. Se nao se observou
CPE na 22 passagem também, realizou-se adicionalmente uma 32 passa-
gem. Se também se observou um resultado negativo na 3% passagem, a
amostra de ensaio original pode ser considerada como estando isenta de
EMCV.

Um limite de detecgcado do processo de acordo com a invengao,
de uma unidade infecciosa de EMCV por 0,1 g de espécime de pancreatina
utilizada, foi determinado nos ensaios de baixa adicao acima referidos com
diluicbes graduais de EMCV.

a. Ensaio de baixa adicao com PPV

Foi produzida uma suspensédo de PAN (com 2,5 g de pancreati-
na porcina, 2,5 mL de solugédo de antibiético, 20 mL de meio de Dulbecco).
O ensaio de baixa adicao foi entao realizado em duplicado em ensaios mu-
tuamente independentes:

Para tal, os lotes indicadas a seguir foram produzidos a partir da
suspensao de PAN mais solucdo de virus de adicao PPV:

1) 4,5 mL de suspensao de pancreatina + 0,5 mL de diluigao 10’
! de virus de adicdo;

2) 4,5 mL de suspensao de pancreatina + 0,5 mL de diluigdo 10
2 de virus de adicéo;

3) 4,5 mL de suspensao de pancreatina + 0,5 mL de diluicdo 10
3 de virus de adic&o;

4) 4,5 mL de suspensao de pancreatina + 0,5 mL de diluigédo 10°
* de virus de adicao;

Todos os lotes foram incubados durante 1 hora a temperatura
ambiente e depois submetidos a centrifugacdo a baixa velocidade durante
15 minutos a 4°C e 4000 rpm (2700 x g). Os sobrenadantes apés centrifuga-
cao a baixa velocidade foram em cada caso transferidos para tubos de cen-
trifuga limpos e submetidos a outra centrifugagcdo a baixa velocidade nas
mesmas condi¢des. Os sobrenadantes apds as centrifugacdes a baixa velo-

cidade foram se necessarios completados até um volume de 5,0 mL com
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meio para cultura de células e em cada caso 5,0 mL dos sobrenadantes a-
pos centrifugagdes a baixa velocidade foram submetidos a ultracentrifuga-
¢ao no gradiente de sacarose descontinuo tal como descrito acima no E-
xemplo 1. Apos a ultracentrifugagéo, as fragcdes superiores (= "fracao baixa
2 de PPV"; até 1,5 cm do fundo do tubo de ultracentrifuga) foram em cada
caso retiradas por bombagem com uma bomba peristaltica e as respectivas
fracOes inferiores (= "fragdo baixa 3 de PPV") foram retiradas do tubo de
ultracentrifuga com uma pipeta. As frac¢cdes baixas apds uitracentrifugagcao
foram, em cada caso, completadas até 5,0 mL com meio de Dulbecco e de-
pois utilizadas para as titulagdes ou cultura em frascos de cultura de tecidos.

Foram entao produzidas diluicdes em série por um fator de 3 de
cada um dos lotes 1) a 3) acima referidos e transferidas cada uma com 12
etapas de diluicdo em 8 paralelas para placas de microtitulacao com sus-
pensao de células SK-6 (porcao de 100 pL por pogo de suspensao celular
preparada de fresco de células SK-6 com 200000 células/mL).

6 frascos de cultura de tecidos por cada um dos lotes foram in-
fectados com uma porcédo de 0,2 mL da amostra de ensaio fragao baixa 3
de PPV. Em paralelo, foi proporcionado um controle por um frasco de cultu-
ra de tecidos sem qualquer adicao. Todas as placas de titulagdo e frascos
de cultura de tecidos foram incubados a 36 + 1°C e, no decurso de 6-7 dias,
avaliadas por microscépio quanto ao desenvolvimento de CPE nos po¢os ou
frascos de cultura de tecidos. O titulo é calculado nas amostras de ensaio
tituladas de acordo com o método de Spearman-Karber.

Se néao se observou CPE em qualquer dos 6 frascos de cultura
de tecidos de um lote apds 7 dias, estes frascos foram congelados trés ve-
zes a -70 °C e descongelados de novo. Os conteudos de todos os frascos
de cultura de tecidos foram combinados e filtrados através de um filtro de
0,1 um (tamanho do poro). O filtrado resultante foi utilizado para preparar
uma segunda passagem da suspensao de células SK-6: 2 frascos de cultura
de tecidos cada um deles compreendendo 10 mL de suspensao de células
SK-6 fresca foram infectados com 2 mL de uma suspensao obtida a partir
da 12 passagem e analogamente incubados durante até 7 dias a 36 + 1°C e

observados quanto ao desenvolvimento de CPE. Se nédo se observou CPE
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na 22 passagem também, realizou-se adicionalmente uma 32 passagem. Se
também nao se observou CPE na 32 passagem, o meio de cultura de célu-
las foi retirado dos frascos de 32 passagem apods 7 dias e a camada celular
foi fixada com acetona/metanol gelados (80:20 vol./vol.). Células infectadas
foram entdo detectadas nos frascos de cultura de tecidos por meio de um
anticorpo anti-PPV marcado com FITC (com 1 mL de solucao de anticorpo
por frasco; incubagao durante 60 minutos a 37°C, lavagem com tampao de
lavagem e avaliagédo subseqliente por microscopio sob luz UV). Se os fras-
cos de 3% passagem estavam isentos de células infectadas, a amostra de
ensaio original foi considerada como estando isenta de PPV.

Um limite de detecg¢ao do processo de acordo com a invengao
de uma unidade infecciosa de PPV por 0,1 g de espécime de pancreatina
utilizada foi determinado nos ensaios de baixa adigdo acima referidos com

diluigbes graduais de PPV.
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REIVINDICACOES

1. Processo para separar uma carga viral de um espécime de
pancreatina, compreendendo os etapas de processo:

a) produzir uma amostra de ensaio de pancreatina liquida ade-
quada para centrifugacao do espécime de pancreatina sem, ao fazé-lo alte-
rar, a sua carga viral,

b) submeter, pelo menos, uma parte definida da amostra de en-
saio de pancreatina do etapa a) do processo a, pelo menos, uma centrifuga-
¢cao a baixa velocidade em condi¢gdes nas quais os virus com constantes de
sedimentagao = 120 S nao formam ainda um pélete,

c) eliminar qualquer depésito sélido que opcionalmente surja na
etapa b) do processo durante a centrifugacdo a baixa velocidade e conser-
var um sobrenadante da amostra de ensaio de pancreatina,

d) submeter a pelo menos uma parte definida do sobrenadante
da amostra de teste de pancreatina obtido na etapa c) do processo a ultra-
centrifugagcdo em um meio de gradiente descontinuo, em que a duragdo da
ultracentrifugacao e a forga centrifuga relativa para a ultracentrifugagao sao
selecionadas de tal modo que a carga viral € transportada quantitativamente
do sobrenadante da amostra de ensaio de pancreatina para uma fragao alvo
situada acima ou na interface entre o componente do gradiente de concen-
tracao mais baixa, na parte superior e 0 componente do gradiente com a
concentracao mais alta seguinte, na parte inferior, e

e) separar quantitativamente a fragao alvo contendo a carga viral
do sobrenadante da amostra de ensaio de pancreatina.

2. Processo de acordo com a reivindicacdo 1, em que adicio-
nalmente em um etapa f) do processo apds o etapa €) do processo a deter-
minagao quantitativa da carga viral do espécime de pancreatina é realizada
por determinagao do titulo de infecgdo pelo virus na fragdo alvo contendo a
carga viral.

3. Processo de acordo com a reivindicagéo 2, em que a fracao
alvo diluida ou nao diluida é filtrada através de um microfiltro antes de ser
feita a determinacao quantitativa da carga viral.

4. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que na etapa
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a) do processo a amostra de ensaio de pancreatina é produzida
como uma suspensao da amostra de ensaio de pancreatina por combinagao
do espécime de pancreatina com um meio para cultura de células que é a-
dequado para a linha celular utilizada para cultivar o tipo de virus a ser in-
vestigado e com um ou mais antibidticos.

5. Processo de acordo com a reivindicacao 4, em que a produ-
¢cao da suspensao da amostra de ensaio de pancreatina é efetuada com
arrefecimento a uma temperatura de 0-15 °C.

6. Processo de acordo com a reivindicagao 1, em que as centri-
fugacdes a baixa velocidade na etapa b) do processo sao em, cada caso,
realizadas com uma forga centrifuga relativa inferior a 10000 x g.

7. Processo de acordo com a reivindicacao 1, em que as centri-
fugacdes a baixa velocidade na etapa b) do processo sdo, em cada caso,
realizadas com uma forga centrifuga relativa de 1500-5000 x g.

8. Processo de acordo com a reivindicagao 1, em que as centri-
fugacbes a baixa velocidade na etapa b) do processo sdo realizadas com
uma duragao de, pelo menos, 5 minutos.

9. Processo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a ultra-
centrifugacao na etapa d) do processo é realizada com uma duragéo de,
pelo menos, 1 hora e a forga centrifuga relativa é de, pelo menos, 100000 x
g.

10. Processo de acordo com a reivindicagao 9, em que a ultra-
centrifugagao na etapa d) do processo € realizada com uma duragao de 2-8
horas e a forga centrifuga relativa € de 200000-350000 x g.

11. Processo de acordo com a reivindicagao 1, em que as centri-
fugacdes a baixa velocidade na etapa b) do processo e a ultracentrifugagao
na etapa d) do processo sdo em cada caso realizadas com arrefecimento a
uma temperatura de 0-15 °C.

12. Processo de acordo com a reivindicagao 1, em que o meio
descontinuo do gradiente introduzido na etapa d) do processo é um gradien-
te de sacarose bifasico descontinuo.

13. Processo de acordo com a reivindicagéo 12, em que o0 meio
descontinuo do gradiente é um gradiente preparado a partir de uma solugéo



10

15

20

25

30

de sacarose tamponada a 50% (peso/vol.) e uma solugao de sacarose tam-
ponada a 20% (peso/vol.).

14. Processo de acordo com a reivindicagado 1, em que o espé-
cime de pancreatina € um espécime de pancreatina porcina.

15. Processo de acordo com a reivindicagao 1, em que a carga
viral da amostra de ensaio de pancreatina compreende rotavirus A bovino,
virus da encefalomiocardite, circovirus porcino, parvovirus porcino, rotavirus
A porcino, virus da doenga de tescher porcina e/ou virus da doenga vesicu-
lar suina.

16. Suspensao da amostra de ensaio de pancreatina, que pode
ser obtida pela etapa a) do processo como definido na reivindicagao 4, em
que a amostra de ensaio de pancreatina € produzida como uma suspensao
da amostra de ensaio de pancreatina por combinagéao do espécime de pan-
creatina com um meio para cultura de células que € adequado para a linha
celular utilizada para cultivar o tipo de virus a ser investigado e com um ou
mais antibiéticos.

17. Sobrenadante da amostra de ensaio de pancreatina, que
pode ser obtido pelos etapas a)-c) do processo como definido na reivindica-
¢ao 1, em que na etapa a) do processo a amostra de ensaio de pancreatina
€ produzida como uma suspensado da amostra de ensaio de pancreatina por
combinagao do espécime de pancreatina com um meio para cultura de célu-
las que é adequado para a linha celular utilizada para cultivar o tipo de virus
a ser investigado e com um ou mais antibidticos.

18. Fracao alvo isolada, que pode ser obtida pelo processo de
acordo com a reivindicagao 1.

19. Fragao alvo isolada de acordo com a reivindicagdo 18, em
que na etapa a) do processo como definido na reivindicagdo 1 a amostra de
ensaio de pancreatina é produzida como uma suspensao da amostra de
ensaio de pancreatina por combinagao do espécime de pancreatina com um
meio para cultura de células que é adequado para a linha celular utilizada

para cultivar o tipo de virus a ser investigado e com um ou mais antibiéticos.



RESUMO
Patente de Invengdo: "PROCESSO PARA SEPARACAO E DETERMINA-
CAO DA CARGA VIRAL EM UMA AMOSTRA DE PANCREATINA".
A presente invencao refere-se a processos para separag¢ao da
carga viral de uma amostra de pancreatina e para determinagao quantitativa

da carga viral em uma amostra de pancreatina.
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