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DESCRIPCION
Método para la descontaminacién de priones
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a métodos y reactivos para ser usados en la descontaminacion de priones. En
particular, la invencién se refiere a la descontaminacion de priones de instrumentos quirdrgicos, evitando
ventajosamente un tratamiento con autoclave.

Antecedentes de la invencion

La persistencia y resistencia de los agentes de priones responsables de CJD (enfermedad de Creutzfeldt-Jakob) ha
hecho surgir temores sobre la posibilidad de una transmision iatrogénica a continuacion de una cirugia. Las
enfermedades de priones, que incluyen tembladera, tembladera atipica en ovejas, BSE (Encefalopatia Espongiforme
Bovina) en ganado, CWD (Enfermedad de Wasting Croénica) en ciervos y CJD en seres humanos son un grupo
nuevo de estados neurodegenerativos mortales, transmisibles. El agente transmisible denominado prlon esta
comprendido ampliamente o Unicamente por un isémero conformaaonal de una proteina de prién PrP® celular
normal. El conférmero relacionado con la enfermedad, denominado PrP%°, tiene varias propiedades inusuales que
incluyen resistencia a protedlisis, insolubilidad en detergentes y elevada estabilidad térmica. Estas propiedades
fisicas asociadas a observaciones de que PrP*° el se adhiere fuertemente al acero quirdrgico y otros materiales
presentan problemas en la limpieza y esterilizacion de instrumentos quirdrgicos ya que la actividad de priones se
conoce que es resistente al tratamiento convencional en autoclave.

En ausencia de un ensayo de diagndstico pre-clinico para la CJD, no es posible un ensayo pre-quirrgico de los
pacientes. Aungue en una minoria de casos, en los que la CJD se sospecha o es confirmada, los instrumentos
usados pueden ser sometidos a cuarentena o destruidos. Sin embargo, para la mayoria de los procedimientos, son
necesarios nuevos métodos de descontaminacion. Hay muchos esfuerzos en marcha, que incluyen los del
Departamento de Sanidad del Reino Unido (por ejemplo, Medical Research Council (MRC), Prion Unit, Londres,
Reino Unido), intentando abordar el problema de las transmisiones iatrogénicas de la CJD.

En tratamiento en autoclave estandar y, en algunos casos, el tratamiento en autoclave a temperaturas elevadas
hasta 134°C, es el patron hospitalario para la descontaminacion de priones. Sin embargo, estudios convencionales
han mostrado la supervivencia de priones bajo condiciones de autoclave (Taylor, DM., J. Hosp. Infect 43:5S69-S76
(1999); Jackson et al., J. Gen. Virol 86:869-878 (2005)). Claramente, los priones se acumularan gradualmente bajo
estas condiciones. Incluso el autoclave mas eficaz solo esterilizara hasta el grado en que el calor y el vapor de agua
penetren en los articulos que estan siendo tratados. Esto no es adecuado cuando se manejan conjuntos quirdrgicos
que comprenden numerosos instrumentos complejos.

Taylor (Taylor D.M., supra) describe el uso de soluciones de hipoclorito de sodio e hidroxido de sodio 2M en la
inactivacion de priones. Sin embargo, hay problemas con esta propuesta como una inactivacion incompleta y una
incompatibilidad con muchos dispositivos médicos. Ademas, se ha informado la resistencia de los priones al
tratamiento en autoclave.

Las normas de la entidad WHO (Organizaciéon Mundial de la Salud) sobre la descontaminacién de priones
recomendaron tratamiento en autoclave y sumergir los instrumentos contaminados en NaOH 1M y 20.000 ppm de
NaOCI (Informe de la WHO "Infection Control Guidelines for Transmissible Spongiform Encephalopathies”, 23-26 de
marzo de 1999, Ginebra, Suiza, WHO/CDS/CSR/APH/2000.3). Esto es un procedimiento extremadamente peligroso
y puede dejar residuos de sales no deseables sobre las superficies. Aparte de esto, ademas de los aspectos de
seguridad, el efecto corrosivo de estas especies de halégenos alcalinas u oxidantes a esa concentracion, combinado
con las temperaturas y presiones propias del tratamiento en autoclave, probablemente destruirian o al menos
deteriorarian los delicados instrumentos quirdrgicos.

Los reactivos en el comercio actualmente en uso para la limpieza de instrumentos qulrurglcos antes del tratamiento
en autoclave tienen poco a ningun efecto sobre la contaminacion de PrP’. Los métodos existentes de
descontaminacion como los que implican LpH® y LpH®sa (Steris, Inc. Mentor, OH), y Endozyme Plus (Ruhof Corp.,
Mineola, NY) son de uso limitado en destruir ineficazmente. Ademas, algunos reactivos son incompatibles con
materiales médicos como el polimero Dracom (polisulfona).

Fichet et al. (Lancet 364:521-526 (2004)) describen tres métodos para la desinfeccion de dispositivos médicos
contaminados con priones. En primer lugar describen el uso de un limpiador enzimatico (KLENZYME®, Merk & Co.,
Inc., Whitehouse Station, NJ) con tratamiento en autoclave a 121°C. En segundo lugar, describen un limpiador
alcalino (HAMO® 100 PID, Steris, Mentor, Ohio). El tercer método descrito es el Unico que se dice que es adecuado
para dispositivos fragiles como endoscopios e implica el uso de un limpiador alcalino sobre los instrumentos
himedos seguido de un tratamiento con perdxido de hidrogeno vaporizado (VHP) seco. Fichet et al. describen
también un limpiador enzimatico seguido de tratamiento VHP como muy eficaz. No hay ninguna descripcion de la
composicion del limpiador enzimatico. El acido peracético es usado y se muestra que es ineficaz (velocidad de
transmision de 100% a continuacion del tratamiento).
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La presente invencion busca superar el (los) problema(s) asociado(s) con las composiciones y métodos asociados
con la técnica anterior proporcionando composiciones y métodos eficaces de descontaminacion de priones.

Sumario de la invenciéon

Se proporciona una composicion acuosa de degradacion de priones para ser usada en el método de la
reivindicacion 1.

Una composicion acuosa de degradacion de priones comprende (a) una cantidad eficaz de al menos un agente
oxidante; (b) una cantidad eficaz de al menos una primera proteasa; (c) una cantidad eficaz de al menos una
segunda proteasa en que dicha segunda proteasa es diferente de dicha al menos una primera proteasa; y (d) una
cantidad eficaz de un tensioactivo.

En una realizacion preferida, la composicién acuosa de degradacion de priones comprende dos proteasas
seleccionadas entre el grupo que consiste en NEUTRASE®, ALCALASE®, PRONASE® y Proteinasa K. En una
realizacion preferida adicional, las dos proteasas son NEUTRASE® y ALCALASE®.

En una realizacion preferida, el tensioactivo es dodecil-sulfato de sodio (SDS).

En otra realizacién, la composicion acuosa de degradacion de priones comprende adicionalmente un ingrediente
adicional seleccionado entre el grupo que consiste en ajustadores del pH, agentes tamponantes, agentes quelantes,
inhibidores de la corrosion, estabilizadores de peroxigeno y sus mezclas.

La presente invencién proporciona métodos mediante los cuales entidades con priones como instrumentos médicos
pueden ser descontaminadas de la ineficacia de los priones. Segun los métodos de esta invencion, la entidad
descontaminada de priones se pone en contacto con los compuestos de la composicion acuosa de degradacion de
priones de forma secuencial.

Se ha encontrado sorprendentemente que los métodos de la invencion dan lugar a una potenciacion de la actividad
de los componentes de la composicion de degradacion de priones, dando lugar a mejoras en la descontaminacion
de priones. En particular, el uso del agente oxidante en combinacién con la proteasa descrita con posterioridad da
lugar a un efecto sinérgico.

Se proporciona un método para la descontaminacion o desinfeccion de priones que comprende: (a) poner en
contacto una entidad contaminada con priones con al menos un tensioactivo; (b) poner en contacto la entidad con un
agente oxidante y (c) poner en contacto la entidad con al menos una proteasa.

Se proporciona un método secuencial para la descontaminaciéon o desinfeccion de priones de una entidad
contaminada con priones que comprende: (a) en primer lugar poner en contacto la entidad que va a ser
descontaminada con un tensioactivo y seguidamente (b) poner en contacto la entidad que va a ser descontaminada
con un agente oxidante, en que dicho agente oxidante comprende una fuente de peroxigeno y un activador y
seguidamente (c) poner en contacto la entidad con una proteasa.

En otra realizacién, un método para la descontaminacion o desinfeccién de priones de una entidad contaminada con
priones comprende: (a) en primer lugar poner en contacto la entidad con un tensioactivo y seguidamente (b) poner
en contacto la entidad con un agente oxidante y seguidamente (c) poner en contacto la entidad con una primera
proteasa y (d) poner en contacto la entidad con una segunda proteasa.

En una realizacion preferida, las dos proteasas se seleccionan entre el grupo que consiste en NEUTRASE®,
ALCALASE®, PRONASE® vy Proteinasa K. En una realizacion preferida adicional, las dos proteasas son
NEUTRASE® y ALCALASE®.

La entidad contaminada con priones puede tener una superficie sdélida o ser un fluido, como un fluido bioldgico. Las
superficies solidas incluyen instrumentos médicos y dentales. En un aspecto, la entidad contaminada con priones se
selecciona entre el grupo que consiste en un residuo bioldgico, una instalacion usada en instalaciones de
tratamiento de alimentos, un recinto usado para albergar animales, un instrumento médico, un instrumento dental y
encimeras. El tratamiento de alimentos incluye, por ejemplo, instalaciones de mataderos y de tratamiento de aves de
corral. En una realizacién preferida, la entidad contaminada con priones se selecciona entre el grupo que consiste en
instrumentos médicos contaminados con priones. En otro aspecto preferido, el instrumento médico es un endoscopio
o laparoscopio. Todavia en otro aspecto, el instrumento médico estd comprendido por acero, plastico o una
combinacion de los mismos. El instrumento médico puede estar comprendido también por otros materiales de
construcciéon que se encuentran normalmente en dispositivos e instrumentos médicos.

En otro aspecto, los métodos de degradacion de priones son usados para disminuir y/o eliminar la CJD iatrogénica.

En un aspecto preferido, los métodos para la descontaminacién de priones se realizan en un esterilizador de
instrumentos médicos.

En otro aspecto, cualquiera de los métodos de la presente invencion comprende adicionalmente y tiene
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preferentemente una etapa final, de tratamiento en autoclave de la entidad contaminada con priones.

En un aspecto preferido, el presente método se usa para una descontaminacion a bajas temperaturas en las que se
evita el tratamiento en autoclave.

Se proporciona un estuche de ensayo que comprende: (a) un primer reactivo que comprende un agente oxidante; (b)
un segundo reactivo que comprende al menos una proteasa y (c) un tercer reactivo que comprende un tensioactivo.

El segundo reactivo en el estuche de ensayo comprende al menos dos proteasas diferentes. En una realizacion
preferida, las dos proteasas se seleccionan entre el grupo que consiste en NEUTRASE®, ALCALASE®,
PRONASE® y Proteinasa K. En una realizacién preferida adicional, las dos proteasas son NEUTRASE® vy
ALCALASE®.

En otra realizacion preferida, el primero, segundo y tercer reactivos se proporcionan individualmente en forma de
sélidos. En una realizacion preferida, el primero, segundo y tercer reactivos en el estuche de ensayo se
proporcionan en forma de polvos sélidos.

En otra realizacion, el estuche de ensayo comprende adicionalmente un reactivo adicional seleccionado entre el
grupo que consiste en ajustes del pH, agentes tamponantes, agentes quelantes, inhibidores de la corrosion,
estabilizadores de peroxigeno y sus mezclas, que pueden ser suministrados como reactivo adicional del estuche de
ensayo o pueden estar incluidos como un reactivo en uno o mas primero, segundo y tercer reactivo.

Breve descripcion de las figuras

Figuras 1a'y 1b. Analisis por transferencia Western de los datos generados en el ejemplo 2 que muestran la eficacia
no detectable de PERASAFE® Sterilant para la descontaminacion de priones (Figura 1a) en comparacion con el
tratamiento combinado con PERASAFE® Sterilant y proteasas y SDS (Figura 1b), en el que se exhibié una
descontaminacion.

Figura 2. Transferencia Western de los datos generados en el ejemplo 4 que muestran la eficacia de
descontaminacion usando concentraciones optimizadas de enzimas para la degradacion proteolitica de Prpse
conjuntamente con un agente oxidante (PERASAFE® Sterilant) a 40°C. La columna de marcador es indicada como
M; la columna de testigo, C, contiene 12 pl de un homogenato de cerebro al 10% p/v como testigo. En seis
columnas, identificadas mediante tiempos de incubacion, se introdujeron 12 yl de homogenato de cerebro al 10% p/v
tratados a 40°C durante 2, 10, 20, 30, 40 y 60 minutos.

Figura 3. Un grafico del ensayo celular de tembladera (el ensayo de cultivo celular descrito en el ejemplo 5). Varias
diluciones de homogenato de cerebro de los animales infectados con cepas RML (Rocky Mountain Laboratories) de
priones son aplicados como revestimiento sobre alambres. Los alambres son sometidos al tratamiento de
descontaminacion. Se ensayaron tratamientos a 40°C y 50°C. Se representaron graficamente diversas diluciones
(RML) frente al niumero de unidades infecciosas de cultivo de tejidos (TC IU).

Figura 4. Una transferencia Western de los datos generados en el ejemplo 6 que muestran la eflcaC|a de
descontaminacion usando concentraciones optimizadas de enzimas para la degradacion proteolitica PrPS¢ usando
diversas concentraciones de SDS en ausencia del agente oxidante (PERASAFE® Sterilant) a 50°C. La columna de
marcador es indicada como M. La columna de testigo, C, contiene 12 uyl de un homogenato de cerebro al 10% p/v
como testigo. En las columnas se introdujeron 12 ul de homogenato de cerebro al 10% p/v tratado con SDS al 0, 0,5,
1,0, 1,5y 2,0% (p/v). Las columnas se identifican mediante la concentracion de SDS.

Figura 5. Una transferencia Western de los datos generados en el ejemplo comparativo A que muestra la eflcaC|a de
descontaminacion usando diversas concentraciones de ALCALASE® para la degradacion proteolitica de Prpse
ausencia de un agente oxidante (PERASAFE® Sterilant) a 50°C. La columna de marcador es indicada como M. La
columna de testigo, C, contiene 17 pl de un homogenato de cerebro al 10% p/v como testigo. En las columnas se
introdujeron 17 pl de homogenato de cerebro al 10% p/v tratado con diversas concentraciones de ALCALASE® e
identificadas mediantes concentraciones de ALCALASE® de 1,5, 1,25, 1,0, 0,75, 0,50, 0,25 y 0 mg/ml.

Figura 6. Una transferencia Western de los datos generados en el ejemplo comparativo B que muestra la eflcaC|a de
descontaminacion usando diversas concentraciones de NEUTRASE® para la degradacion proteolitica de PrPS en
ausencia de un agente oxidante (PERASAFE® Sterilant) a 50°C. La columna de marcador es indicada como M. La
columna de testigo, C, contiene 17 pl de un homogenato de cerebro al 10% p/v como testigo. En las columnas se
introdujeron 17 pl de homogenato de cerebro al 10% p/v tratado con diversas concentraciones de NEUTRASE® e
identificadas mediante las concentraciones de NEUTRASE® de 1,5, 1,25, 1,0, 0,75, 0,50, 0,25 y 0 mg/ml.

Figura 7. Una transferencia Western de los datos generados en el ejemplo 7 que muestra la eficacia de la
descontaminacion usando diversas concentraciones de ALCALASE®/NEUTRASE® (basadas en una dilucion de
varias veces a partlr de los ejemplos anteriores; diluciones de 2, 4, 8, 16, 32 y 64 de alimentos) para la degradacion
proteolitica de PrP*° en presencia de un agente oxidante (PERASAFE® Sterilant) a 50°C. La columna de marcador
es indicada como M. La columna de testigo, C, contiene 12 pl de un homogenato de cerebro al 10% p/v como
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testigo. En las columnas indicadas como 64, 32, 16, 8, 4 y 2 se introdujeron 12 yl de homogenato de cerebro al 10%
p/v y las diluciones respectivas de ALCALASE®/NEUTRASE®. Por ejemplo, las columna indicada como 2 es una
dilucion de 2 veces de las concentraciones estandar de ALCALASE®/NEUTRASE® (es decir, 1,58 mg/ml de
ALCALASE®y 6,32 mg/ml de NEUTRASE®).

Figura 8. Una transferencia Western de los datos generados en el ejemplo 8 que muestra la eficacia de
descontaminacion usando diversas concentraciones de ALCALASE®/NEUTRASE® (basadas en diluciones de
varias veces de 4, 6,7, 8,3, 10 y 12,5). Cada columna es identificada medlante el factor de dilucién, mostrado como
marcas de las columnas, para la degradacion proteolitica de PrPS® en presencia de un agente oxidante
(PERASAFE® Sterilant) a 50°C. La columna de marcador es indicada como M. La columna de testigo, C, contiene
12 yl de un homogenato de cerebro al 10% p/v como testigo. En las columnas indicadas como 4, 6,7, 8,3, 10y 12,5
se introdujeron 12 pl de homogenato de cerebro al 10% p/v y las diluciones respectivas de
ALCALASE®/NEUTRASE®.

Figura 9. Una transferencia Western de los datos generados en el ejemplo comparativo C que muestra la eficacia de
descontaminacion usando componentes de formulacion PERASAFE® Sterilant en combinacion con SDS al 1% plv,
750 pg/ml de ALCALASE® y 3 pg/ml de NEUTRASE® a 50°C. La columna de marcador es indicada como M. La
columna de testigo, C, contiene 16 pl de un homogenato de cerebro al 10% p/v como testigo. En las columnas
marcadas (a) a (f) se introdujeron 16 pl de homogenato de cerebro al 10% p/v y los respectivos componentes se
identifican en el ejemplo comparativo C.

Figura 10. Una transferencia Western de los datos generados en el ejemplo 9 que muestra la eficacia de
descontaminacion usando diversas concentraciones de ALCALASE®/NEUTRASE® (basadas en diluciones de
varias veces de 4, 6,7, 8,3, 10 y 12,5). Cada columna es identificada medlante el factor de dilucion, mostrando como
marcas de las columnas, para la degradacion proteolitica de PrPS® en presencia de un agente oxidante
(PERASAFE® Sterilant) a 50°C. Esto es una repeticion del trabajo original realizado en el ejemplo 8 (Figura 8). La
columna de marcador es indicada como M. La columna de testigo, C, contiene 12 pl de un homogenato de cerebro
al 10% p/v como testigo. En las columnas indicadas como 4, 6,7, 8,3, 10 y 12,5 se introdujeron 12 pl de homogenato
de cerebro al 10% p/v y las diluciones respectivas de ALCALASE®/NEUTRASE®.

Figura 11. Una transferencia Western de los datos generados en el ejemplo 10 que muestra la eficacia de
descontaminacion usando diversos componentes de PERASAFE® Sterilant o diluciones de PERASAFE® Sterilant
completo con relacién a la formulaciéon 1X estandar en combinacion con SDS al 1% p/v, 330 ug/ml de ALCALASE® y
1,2 mg/ml de NEUTRASE® a 50°C. La columna de marcador es indicada como M. La columna de testigo, C,
contiene 13 ml de un homogenato de cerebro al 10% p/v como testigo. En las columnas indicadas como (a) a (e) se
introdujeron 13 yl de homogenato de cerebro al 10% p/v y los respectivos componentes son como se indico en el
ejemplo 10.

Figura 12. Transferencia Western de los datos generados en el ejemplo 11 que muestra la eficacia de PERASAFE®
Sterilant 1X + SDS al 1% p/v + ALCALASE® + NEUTRASE® para la descontaminacion de priones a 40°C frente a
50°C. La columna de testigo, C, contiene 12 pl de un homogenato de cerebro al 10% p/v como testigo. En las
columnas 2, 5, 10 y 20 a cada temperatura indican los tiempos de reaccion. En estas columnas se introdujeron 12 pl
de homogenato de cerebro al 10% p/v tratado a las temperaturas y tiempos indicados.

Figura 13. Comparacion grafica de las cinéticas de degradacion de PrP a 40°C y 50°C a partir de la transferencia
Western de la Figura 12 y los datos generados en el ejemplo 11. Los datos se descrlben mejor mediante una caida
exponencial doble debido a las dos especies principales de PrP presentes; PrP°® y PrP®°. Los valores de K1 son
muy similares para 40°C y 50°C (29 segundos y 22 segundos, respectivamente).

Figura 14. Transferencia Western de los datos generados en el ejemplo 12 comparando la eficacia de otros agentes
oxidantes cuando se usan en combinacion con SDS al 1% p/v y 300 pyg/ml de ALCALASE® + 1,2 mg/ml de
NEUTRASE®. La columna de testigo, C, contiene 12 pl de un homogenato de cerebro al 10% p/v como testigo. En
las columnas marcadas como “A”, “B”, “C”, “H”, “N”, “P” y “V” se introdujeron 12 pyl de homogenato de cerebro al 10%
p/v tratado como se describe. C = Testigo, A = 16,2 mg/ml de PERASAFE® Sterilant (1X), By C = 13 mg/ml de
PERASAFE® Sterilant (0,8X), H = una dilucién 1:70 de hipoclorito (pH 8), N = 3,34 mg/ml de NaDCC (Neochlor), P =

30 mg/ml de PROXITANE® (pH 6,5) y V = 20 mg/ml de desinfectante VIRKON® S (pH 6).

Figura 15. Una representacion grafica de los niveles de inmunorreactividad mostrados en la figura 14 basados en los
datos generados en el ejemplo 12. Las columnas mostradas en la figura 14 fueron cuantificadas mediante
densitometria y son expresadas a continuacion mediante un porcentaje del valor del testigo.

Descripcion detallada de la invencién
A invencion proporciona un método de descontaminacién de priones.

En esta descripcion, se usa un cierto niumero de términos y abreviaturas. Las siguientes definiciones son aplicadas
salvo que se establezca especificamente otra cosa.
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Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “que comprende” significa la presencia de las
caracteristicas citadas, niumeros enteros, etapas o componentes como se citan en las reivindicaciones, pero no
excluye la presencia o adicién de una o mas de otras caracteristicas, numeros enteros, etapas, componentes o sus
grupos.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “aproximadamente” modificando la cantidad de un
ingrediente o reactivo de la invencion o empleado en referencia a la variacién de una cantidad numérica que se
produzca, por ejemplo, a través de una medicion tipica y procedimientos de manejo de liquidos usados para
preparar concentrados o soluciones de uso en el mundo real; a través de un error inadvertido en estos
procedimientos; a través de diferencias en la fabricacion, fuente o pureza de los ingredientes empleados para
preparar las composiciones o llevar a cabo los métodos; y similares. El término “aproximadamente” abarca también
cantidades que difieren debido a diferentes condiciones de equilibrio para una composicién que resulta de una
mezcla inicial particular. Cuando no se modifiquen mediante el término “aproximadamente”, las reivindicaciones
incluyen equivalentes a las cantidades. En una realizacion adicional, “aproximadamente” significa el valor de
referencia en un 10%, preferentemente en un 5% y lo mas preferentemente en un 1%.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, los términos “prién” y “particulas de priones” se refieren a un
agente proteinaceo causante de enfermedades responsable de un cierto nimero de enfermedades cerebrales
degenerativas en animales y seres humanos. Ejemplos de enfermedades asociadas a priones incluyen, pero sin
limitacion, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (todas las formas que incluyen CJD, iCJD (iatrogénica), vCJD (variante),
sCJD (esporadica) y familiar (fFCJD)), sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker, Insomnio Familiar Mortal y Kuru.
Ejemplos de enfermedades asociadas a priones en animales incluyen, pero sin limitacion, tembladera, tembladera
atipica en ovejas, BSE (Encefalopatia Esponjiforme Bovina) en ganado y CWD (Enfermedad de Wasting Cronica) en
ciervos.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “superficie contaminada con priones” se refiere a una
superficie contaminada (o potencialmente contaminada) con una particula de prién infecciosa.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, “cantidad eficaz” se usa para describir la cantidad de una
sustancia particular o combinacién de sustancias en una formulacién descrita en la presente memoria descriptiva
para conseguir una disminucion en el titulo de particulas de priones infecciosas.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “peracido” es sinénimo de peroxiacido, acido
peroxicarboxilico, acido peroxidico, acido peroxicarboxilico y acido peréxoico.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “acido peracético” se abrevia como “PAA” y es
sinénima de acido peroxiacético, acido etanoperoxoico y otros sinénimos del nimero de registro CAS 79-21-0 y se
incluiran las formas tanto protonadas como no protonadas (es decir, iones peracetilo).

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “perhidrélisis” se define como la reaccién de un sustrato
seleccionado (un “activador”) con perdxido para formar un peracido. Normalmente, el peréxido inorganico se hace
reaccionar con el activador para producir el peracido. En una realizacion, el peracido es acido peracético.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “contaminantes biolégicos” se refiere a una o mas
entidades bioldgicas no deseadas y/o patdgenas que incluyen, pero sin limitacién, microorganismos, esporas, virus,
priones y sus mezclas. La presente invencion es particularmente eficaz en la destruccion y/o degradaciéon de
priones.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “desinfecta” se refiere al procedimiento de destruccion o
prevencion del crecimiento de contaminantes biolégicos. Como se usa en la presente memoria descriptiva, el
término “desinfectante” se refiere a una composicion que desinfecta destruyendo, neutralizando o inhibiendo el
crecimiento de contaminantes biolégicos. Normalmente, los desinfectantes se usan para tratar objetos inanimados o
superficies.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “descontamina” significa proporcionar seguridad
eliminando sustancias perjudiciales (por ejemplo, particulas de priones).

» o«

Como se usa en la presente memoria descriptiva, las expresiones “fuente peroxigenada”, “fuente de peroxigeno” y
“fuente de oxigeno” se refieren a compuestos capaces de proporcionar una cantidad eficaz de peréxido de
hidrégeno que incluyen, pero sin limitacion, peréxido de hidrogeno, aductos de perdxido de hidrégeno (por ejemplo,
aducto urea-peroxido de hidrogeno (peréxido de carbamida)), perboratos y percarbonatos. En una realizacion
preferida, la fuente de peroxigeno es perborato de sodio.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, la expresion “sistema de agentes oxidantes” se refiere a un
sistema (por ejemplo, una composicion o formulacién) que proporciona una cantidad eficaz de un agente oxidante.
En una realizacion, el sistema de agentes oxidantes comprende una fuente de peroxigeno y un activador de
peracidos que (cuando se mezclan bajo condiciones de reacciéon acuosa adecuada) genera una cantidad eficaz de
peracido, preferentemente acido peracético.
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Composicion acuosa de degradacion de priones

La presente invencion se refiere a composiciones para ser usadas en la descontaminacién de priones de entidades
contaminadas con priones. En un aspecto, la invencion proporciona una composicion de degradacion de priones que
comprende un agente oxidante, una o mas proteasas y un tensioactivo como un tensioactivo/detergente iénico.

Agente oxidante

El agente oxidante puede ser cualquier entidad quimica o mezcla capaz de oxidar (o catalizar la oxidacién) de
proteinas, preferentemente proteina(s) de priones.

El agente oxidante puede ser cualquiera de los que se conoce que son eficaces en formulaciones con eficacia
biocida. El agente oxidante se puede seleccionar entre el grupo que consiste en un perdxido, persal, peracidos,
persulfatos, peroxiftalatos, cloros organicos, didxido de cloro y sus mezclas estables. Ejemplos incluyen hipoclorito
de sodio, perborato de sodio, percarbonato de sodio, perdxido de hidréogeno, acido peracético, didxido de cloro,
peroximonopersulfato de potasio, dicloroisocianurato de sodio, acido triclorocianurico y sus mezclas estables.

En una realizacion el agente oxidante se proporciona en forma de un liquido o un sélido disuelto en un disolvente
polar (por ejemplo, agua). Una vez disuelto, el agente oxidante proporciona una concentracion adecuada de
especies activas de agente oxidante en la composicion de degradacion de priones. “Agente activo oxidante” se
refiere a las especies oxidantes totales segun se determina mediante titulacion de oxigeno AVOX/yodométrica
disponible, u otro método adecuado (método tiosulfatimétrico, método permanganométrico o método cerimétrico), es
decir, el poder oxidante (véase las publicaciones "Peroxide Chemistry", Waldemar Adam, Editor, Wiley-VCH,
Weinheim, Germany, 2001 y "Organic Peroxides", Daniel Swern, Editor, John Wiley and Sons, Inc., Hoboken, NJ,
1971). En el método yodométrico, el poder oxidante de los productos se mide convenientemente en términos de la
cantidad de yodo liberado mediante reaccién con yoduro de potasio (determinado mediante una titulacion posterior
de ese yodo). El procedimiento es estandar en la técnica y los resultados pueden ser expresados en términos de
hipohalito disponible, peracido o halégeno, o de oxigeno, o simplemente como “poder oxidante”.

Los agentes oxidantes preferidos son los que tienen una buena eficacia a bajas temperaturas y buena
compatibilidad con materiales.

En una realizacion preferida, el agente oxidante comprende perdxido, un peréxido modificado, un peracido como
4cido peracético o sus mezclas. Este puede ser una mezcla en equilibrio de &cido peracético, peréxido de hidrégeno
y acido acético o ser generado in situ a partir de una fuente apropiada de peroxigeno y un “activador’. Ejemplos de
activadores (o precursores de peracidos) incluyen, pero sin limitacién, tetraacetiletiienodiamina (TAED),
nonanoiloxibenceno-sulfonato (NOBS), nonanoiloxi-sulfonato de sodio (SNOBS), nonil-amido-caproil-oxibenceno-
sulfonato (NACA-OBS), ésteres de acidos carboxilicos, triacetina, diacetina, acido acético, tetracetil-glicol-urilo
(TAGU), oxido de diacetil-hexahidrotriazina, N-acil-lactamas, acetil-trietil-citrato (ACT), pentaacetato de glucosa,
octaacetato de sacarosa y acido acetil-salicilico, por mencionar algunos. En una realizacién preferida, el activador es
un donante de N-acilo como TAED, SNOBS, TAGU, N-acil-lactamas. En un aspecto preferido adicional, el activador
es TAED.

Se reconocera que el acido peracético y el peroxido existiran en formas tanto protonadas como desprotonadas,
dependiendo la relacion del pH y pKa de las especies relevantes. Ejemplos de desinfectantes basados en peracidos
disponibles en el comercio incluyen, pero sin limitacion, PERASAFE® Sterilant y RelyOn® Disinfectant.
PERASAFE® Sterilant es una combinacion en polvo de una fuente de oxigeno (40-60% p de perborato de sodio y
10-30% p de tetraacetiletileno-diamina), estabilizador, inhibidor de la corrosion, tampén y desinfectante, que cuando
se mezcla con agua, genera un sistema de agente oxidante que comprende aproximadamente 0,26% de acido
peraceético (en forma de un mezcla de acido peracético e iones peracetilo) a pH 8,0, cuando se prepara segun las
instrucciones del fabricante.

El agente oxidante es un sistema de peroxigeno. Un sistema de peroxigeno es una combinacion de una fuente de
peroxigeno (por ejemplo, una persal como perborato de sodio o percabonato de sodio) y un activador como
tetraacetil-etilenodimina (TAED) o L-acetil-caprolactama, u otro activador como se cita con anterioridad, que genera
acido peracético y aniones peracéticos in situ tras la disolucion. Preferentemente, el sistema de peroxigeno es usado
en fase liquida, preferentemente en solucion, preferentemente en solucién acuosa.

En un aspecto, el agente oxidante comprende al menos un peracido alifatico de C1 a C10. En un aspecto preferido,
el agente oxidante comprende iones peracetilo (CH3C(O)OO") y/o acido peracético (CHzC(O)OOH; CAS 79-21-
0).Preferentemente el agente oxidante comprende peréxido de hidrogeno y/o acido peracético, mas preferentemente
el agente oxidante comprende perdxido de hidrogeno, acido peracético e iones peracetilo. Un agente oxidante
preferido es PERASAFE® Sterilant suministrado por la entidad Antec International, Sudbury, Reino Unido (una
sucursal de E.l. DuPont de Nemours and Company, Inc., Wilmington, DE, USA). En una realizacion particular,
PERASAFE® Sterilant es formulado para una solucion de almacenamiento que varia de 0,1X a 20X de
PERASAFE® Sterilant, preferentemente de 0,5X a 5X de PERSAFE® Sterilant, mas preferentemente 0,5X a 2X de
PERSAFE® Sterilant. En caso de conflicto, preferentemente PERSAFE® Sterilant es formulado de acuerdo con las
instrucciones del fabricante, es decir, 81 g/ 5 litros para una solucion madre de PERSAFE® Sterilant 1X.
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La cantidad de agente oxidante en la composicién acuosa de degradacion de priones es una cantidad eficaz, es
decir, una cantidad que, cuando se usa en la composicion con los otros componentes, es eficaz para la degradacion
de priones. Preferentemente, cuando el agente oxidante es acido peracético, es usado a una concentracion
equivalente a 0,26% p/v de acido peracético (0,26% surge del uso de PERSAFE® Sterilant a 16,2 g/l de forma que
un 0,1% permanece 24 horas después de la constitucion). Se ha descubierto sorprendentemente que hay una
sinergia entre el agente oxidante y la proteasa (enzima de degradacion de priones) usada en la presente invencion.
Por tanto, el uso reducido de agente oxidante puede ser compensado mediante un uso aumentado de enzima y
viceversa. Las cantidades exactas de agente oxidante y proteasa se pueden determinar mediante las condiciones en
uso, consideraciones de costes y el grado de eficacia requerida. Estas cantidades pueden ser facilmente
determinadas por un experto en la técnica.

Preferentemente, el agente oxidante es usado a pH neutro. En una realizacion, el intervalo de pH es de
aproximadamente 5 a aproximadamente 9, preferentemente de aproximadamente 6 a aproximadamente 8 y lo mas
preferentemente de aproximadamente 8 por razones de compatibilidad de materiales.

Opcionalmente, es incluido también perdxido de hidrégeno en la composicion oxidante ademas de otro agente
oxidante. Preferentemente, el perdxido de hidrégeno esta en solucién, mas preferentemente en solucién acuosa.

Opcionalmente, es incluido también acido acético en la composicion oxidante.
Proteasas

La composicion acuosa de degradacion de priones comprende al menos una proteasa que, cuando se combina con
el agente oxidante, esta presente en una cantidad eficaz para la degradacion de priones.

Las proteasas o petidasas (usadas de forma intercambiable) son enzimas que escinden las uniones de amidas en
sustratos de proteinas (véase Walsh, Enzymatic Reaction Mechanisms. W.H. Freeman and Company, San
Francisco, Chapter 3 (1979) y Rao et al., Microbiol. Mol. Biol. Rev., 62(3):597-635 (1998)). Las proteasas incluyen
cualquier enzima perteneciente al grupo de enzimas EC 3.4, segun se define por la entidad Nomenclature
Committee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology. Estas enzimas pueden ser subdividas
de forma amplia en dos categorias principales, exopeptidasas y endopeptidasas, dependiendo de su sitio de accion.

Como las proteasas son ubicuas para todos los organismos vivos, las proteasas adecuadas para la degradacion de
priones para ser usadas en la composicidon de esta invencion pueden ser aisladas a partir de una diversidad de
organismos eucorioticos y/o procariéticos. Las proteasas utiles en el comercio han sido aisladas a partir de plantas
(por ejemplo, papaina, bromelaina y queratinasas), animales (por ejemplo, tripsina, pepsina y renina) y microbios
como hongos (por ejemplo, proteasas de Aspergillus oryzae) y bacterias (especialmente proteasas bien conocidas
aisladas a partir del género Bacillus). Las especies de Bacillus secretan dos tipos extracelulares de proteasas,
proteasas neutras (muchas de las cuales son metalo-enzoproteasas, como NEUTRASE®, normalmente activa en un
intervalo de pH general de aproximadamente 5 a aproximadamente 8, véase el documento US 6.636.526) y
proteasas alcalinas (como ALCALASE®, normalmente caracterizada por una actividad elevada a pH alcalino, véase
GENBANK® P00780 y P00782, Van der Osten et al., J. Biotechnol., 28:55-68 (1993)).

Un subgrupo de las proteasas de serina provisionalmente denominadas subtilasas ha sido propuesto por Siezen, et
al., supra. Estas proteasas de serina son utiles en la composicion, método y estuche de ensayo de esta invencion.
Se definen mediante analisis de homologia de mas de 40 secuencias de aminoacidos de serina proteasas
previamente denominadas proteasas de tipo subtilisina. Una subtilisina fue previamente definida como una serina
proteasa producida mediante bacterias Gram-positivas u hongos y segun Siezen, et al., y es actualmente un
subgrupo de las subtilasas (o “subtilisina proteasas”). Se ha identificado una amplia diversidad de subtilisinas y ha
sido determinada la secuencia de aminoacidos de un cierto nimero de subtilisinas. Estas incluyen mas de seis
subtilisinas de cepas de Bacillus, a saber, subtilisina 168, subtilisina BPN’, subtilisina Carlsberg, subtilisina Y,
subfilina amilosacchariticus y mesentericopeptidasa (Kurihara et al., J. Biol. Chem. 247 5629-5631 (1972); Wells et
al., Nucleic Acids Res. 11 7911-7925 (1983); Stahl and Ferrari, J. Bacteriol. 159 811-819 (1984), Jacobs, et al., Nucl.
Acids Res. 13 8913-8926 (1985); Nedkov et al., Biol. Chem. Hoppe-Seyler 366 421-430 (1985), Svendsen, et al.,
FEBS Lett. 196 228-232 (1986)), una subtilisina de una actinomicetales, termitasa de Thermoactinomyces vulgaris
(Meloun et al., FEBS Lett. 198 195-200 (1985)), y una subtilisina fungica, Proteinasa K de Tritirachium album (Jany
and Mayer, Biol. Chem. Hoppe- Seyler 366 584-492 (1985)). Para una referencia adicional, véase la tabla | de
Siezen et al., supra.

Las subtilisinas estan bien caracterizas fisica y quimicamente. Ademas del conocimiento de la estructura primaria
(secuencia de aminoacidos) de estas enzimas, se determinaron mas de 50 estructuras por rayos X de resolucion
elevada de subtilisinas que delinean la unién del sustrato, estado de transiciéon, productos, al menos tres inhibidores
de proteasas diferentes y definen las consecuencias estructurales para una variacion natural (Kraut, Ann. Rev.
Biochem. 46 331-358 (1977)).

Un subgrupo de subtilasas particularmente Utiles para esta invencion, 1-S1, comprende las subtilisinas “clasicas”,
como subtilisina 168, subtilisina BPN’, subtilisina Carlsberg (por ejemplo ALCALASE®, disponible en la empresa
Novozymes A/S, Bagsvaerd, Dinamarca) y subtilisina DY.
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Un subgrupo adicional de las subtilisinas [-S2 es reconocido por Siezen et al. (supra). Las proteasas del subgrupo I-
S2 son también proteasas utiles en esta invencion y se describen como subtilisinas altamente alcalinas y
comprenden enzimas como subtilisina PB92 (por ejemplo, MAXACAL®, Gist-Brocades NV, Dinamarca), subtilisina
309 (por ejemplo, SAVINASE®, Novozymes) y subtilina 147 (por ejemplo, ESPERASE®, Novozymes) y elastasa
alcalina YaB.

Las mutaciones al azar y dirigidas al sitio del gen de la subtilasa han surgido a partir del conocimiento de las
propiedades fisicas y quimicas de la enzima y contribuyeron a una informacion relativa a la actividad catalitica de la
subtilasa, especificidad de sustrato, estructura terciaria, etc. (Wells, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 84:1219-1223
(1987); Wells, et al., Phil. Trans. R. Soc. Lond.A. 317:415-423 (1986); Hwang and Warshel, Biochem. 26 2669-2673
(1987); Rao, et al., Nature 328:551-554 (1987); Carter, et al., Proteins 6:240-248 (1989); Graycar, et al., Annals of
the New York Academy of Sciences 672 71-79 (1992); and Takagi, Int. J. Biochem. 25 307-312 (1993)).

Ejemplos de proteasas y variantes de proteasas que son Utiles en esta invencién han sido descritos en numerosas
patentes y solicitudes de patentes de los Estados Unidos que incluyen, pero sin limitacion, las publicaciones de
solicitudes de patentes de EE.UU. US 200502391885 A1 y US 20060147499 A1 y las patentes de EE.UU.
concedidas: US 5.500.364, US 6.506.589, US 6.555.355, US 6.558.938, US 6.558.939, US 6.605.458, US
6.632.646, US 6.682.924, US 6.773.907, US 6.777.218, US 6.780.629, US 6.808.913, US 6.835.821, US 6.893.855,
US 6.921.657, US US 7.026.53, US 7.098.017 y US 7.109.016.

Ejemplos de proteasas disponibles en el comercio incluyen, pero sin limitacion, el grupo consistente en Bacillus sp.
(por ejemplo, Bacillus subtilis, Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus licheniformis, Bacillus lentus, etc.), proteasas
como subtilisinas (ALCALASE®; disponible en la empresa Novozymes A/S, Bagsvaerd, Dinamarca), la proteasa
neutra NEUTRASE® (disponible en la empresa Novozymes), EVERLASE® (Novozymes; una proteasa de Bacillus
sp. Disponible en la empresa Sigma-Aldrich, catalogo n° P5985), POLARZYME® (Novozymes; una proteasa tratada
por ingenieria genética a partir de aplicaciones de lavados a bajas temperaturas), SAVINASE® (disponible en la
empresa Novozymes), Sus scrofa pepsin, Carica papaya chymopapain, Ananas comosus bromelain, Carica papaya
papain, Streptomyces griseus PRONASE® (también conocida como PRONASE E® o PRONASE®), Tritirachium
album Proteinasa K (que incluye Proteinasa K producida de forma recombinante a partir de Pichia pastoris), y sus
mezclas. Estas proteasas son enzimas disponibles en el comercio y pueden estar disponibles en una diversidad de
formas de productos que incluyen polvos, comprimidos y formulaciones liquidas. En otro aspecto la(s) enzima(s)
dispobible(s) en el comercio puede(n) ser opcionalmente purificada(s) o parcialmente purificada(s) antes de ser
usada(s) en los presentes métodos. Los métodos para purificar proteinas son bien conocidos en la técnica. En una
realizacion preferida, la proteasa se selecciona entre el grupo que consiste en Proteinasa K, PRONASE®,
ALCALASE®, NEUTRASE®, y sus mezclas.

En un aspecto, la composicién usada en los métodos de esta invencién comprende una combinaciéon de dos o mas
proteasas. Preferentemente, cuando estan presentes dos o mas proteasas en la composicion, las proteasas se
seleccionan entre el grupo que consiste en PRONASE®, Proteinasa K, ALCALASE® y NEUTRASE®.

En una realizacion preferida, la proteasa es una combinacién de Proteinasa K y PRONASE®, ALCALASE® y
NEUTRASE® o ALCALASE® y PRONASE®. Cuando la composicién comprende dos o mas proteasas, las
proteasas pueden ser usadas de forma secuencial o simultanea en una mezcla para protedlisis. Sin embargo, debe
apreciarse que cuando se pone en contacto una entidad contaminada con priones con varias proteasas a la vez, las
actividades individuales pueden ser reducidas y puede ser necesaria una compensacion, por ejemplo, mediante un
tiempo de contacto mas prolongado. Esto se expone mas en detalle con posterioridad.

Como es obvio para un experto en la técnica, cuanto mayor sea la concentracion de la(s) proteasa(s), mayor y mas
rapida es la destruccion que se consigue. Las combinaciones de la concentracion de proteasas y el tiempo pueden
ser escogidas segun las necesidades. Estas pueden ser optimizadas mediante ensayos y errores rutinarios.

Las proteasas son susceptibles a una manipulacion o modificacién genética y/o de nivel de péptidos o productos
quimicos. Sera evidente para un experto en la técnica que las truncaciones, mutaciones o adaptaciéon de las
proteasas (por ejemplo, para hacerlas mas resistentes a las propias proteasas) no interfieren con la invencion con la
condiciéon de que la actividad de peptidasa de la(s) enzima(s) sea retenida mediante esta(s) manipulacion(es). De
hecho, es aceptado que PRONASE® esta mas en la naturaleza de una preparacién de proteasas fraccionadas mas
que una enzima purificada de forma recombinante y el uso de un producto de sub-fraccionamiento de PRONASE®
de una fraccién clonada y purificada de forma recombinante de la(s) peptidasa(s) comprendida por PRONASASE®
esta abarcada por la presente invencidon. Las proteasas termoestables son particularmente preferidas, si son
obtenidas mediante modificacion de proteasas existentes o bien clonando proteasas a partir de organismos
termofilicos.

En general, la proteasa total afiadida a la composicion de la invencion es de aproximadamente 1,6 g/l (1,6 mg/ml).
Sin embargo, la cantidad eficaz de proteasa puede variar y variara, por ejemplo, desde menos de 0,1 hasta mas de
20 g/l, dependiendo de la cantidad de agente oxidante presente. Los intervalos tipicos son de 0,1 a 5 g/l o desde 1 a
4 g/I. Se afiadiran mas proteasas si esta presente menos agente oxidante e inversamente, se puede usar menos
proteasa en una composicion eficaz si esta presente mas agente oxidante.
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Tensioactivo/detergente

La composicion de degradacion de priones usada en el método de la presente invencién comprende un tensioactivo.
Como se usa en la presente memoria descriptiva, los términos “tensioactivo” y “detergente” se usaran de forma
intercambiable e incluyen tensioactivos de iones hibridos, tensioactivos anidnicos, tensiactivos catidnicos y
tensioactivos no idnicos. Ejemplos de tensioactivos incluyen, pero sin limitacion, los tensioactivos anidnicos, como
dodecil-sulfato de sodio (SDS), lauril-sulfato de amonio y otras sales de alquil-sultato, monohidrato de 1-
octanosulfonato de sodio, sal de sodio de N-lauroilsarcosina, lauril-sulfato de sodio, lauril-éter-sulfato de sodio
(SLES), hidrato de taurodesoxicolato de sodio y alquil-benceno-sulfonato; tensioactivos catidonicos como bromuro de
cetil-trimetilamonio y otras sales de alquil-trimetilamonio, cloruro de cetilpiridinio, sebo-aminapolietoxilada, cloruro de
benzalconio y cloruro de bencetonio; tensioactivos de iones hibridos (anféteros) como dodecil-betaina, éxido de
dodecil-dimetilamina, cocamidopropilbetaina y coco-anfo-glicinato; y tensioactivos no iénicos como alquil-poli(éxido
de etileno), copolimeros de poli(6xido de etileno) y poli(éxido de propileno), alquil-poliglucésidos (por ejemplo, acetil-
glucosido), decil-maltésido, alcoholes grasos, alcohol cetilico, alcohol oleilico, cocamido-monoetanolamina,
cocamido-dietanolamina y cocamido-trietanolamina).

En una realizacion particular, el tensioactivo se selecciona entre el grupo que consiste en dodecilbenceno-sulfonato
de sodio, lauril-éter-sulfato, condensado de 6xido de etileno/6xido de propileno/alquil-fenol, poliglicol-éter o alcoholes
grasos, condensado de acido graso-6xido de etileno, poliglicol-éter de alquil-fenoles, etoxilato de alcohol graso,
lauril-éter-sulfato de sodio, dodecil-sulfato de sodio y combinaciones de dos o mas de los mismos.

En otra realizacion particular, el tensioactivo es un tensioactivo catidénico o aniénico, preferentemente un tensioactivo
anionico y, mas preferentemente, dodecil-sulfato de sodio (SDS), hidrato de taurodesoxicolato de sodio, monohidrato
de 1-octanosulfonato de sodio, dodecil-sulfato de litio, sal de sodio de N-lauroilsarcosina o una combinacién de dos o
mas de los mismos. Preferentemente, el tensioactivo es SDS.

El tensioactivo puede ser usado a cualquier concentracién eficaz. Esta se puede determinar facilmente y/o ser
optimizada mediante ensayo y error rutinario. Cuando el tensioactivo es SDS, la concentracion final del tensioactivo
con respecto al contacto con una entidad contaminada con priones con un tensioactivo es preferentemente de
aproximadamente 1% (porcentaje en peso) a aproximadamente 6%, mas preferentemente de aproximadamente 1%
a aproximadamente 3%, incluso mas preferentemente de aproximadamente 1% y los mas preferentemente 1%,
basada en la optimizacion de la transferencia Western. Nuevamente, hay una sinergia entre las enzimas,
tensioactivo y agente oxidante y los niveles de componentes pueden ser variados para ajustarse a las necesidades.

Las proteasas pueden estar adversamente afectadas (por ejemplo, adolecer de actividad reducida o pérdida de
actividad) en presencia de tensioactivo en exceso. Las proteasas individuales tienen caracteristicas individuales y
esta dentro de las capacidades de un experto en la técnica evitar la pérdida de actividad debida a la accién del
tensioactivo. Deben ser seguidas las instrucciones del fabricante cuando sea posible. Ventajosamente, el (o los)
nivel(es) de tensioactivos esta(n) limitado(s) con el fin de no inhibir significativamente la actividad de las proteasas
para la degradacion de priones con anterioridad y en el momento del contacto con la proteasa.

Componentes adicionales

En una realizacion preferida, la composicion de degradacion de priones comprende al menos un inhibidor de la
corrosion. Aunque el inhibidor de la corrosion puede que no contribuya a la eficacia de la composicion de
degradacién de priones, se prefiere el uso de al menos un inhibidor de la corrosion, especialmente cuando se
descontaminan en instrumentos delicados. Ejemplos de inhibidores de la corrosién se describen en el documento
US 5.077.008 y normalmente incluyen pero sin limitacion, triazoles (por ejemplo, benzotriazol), azoles, fosfatos y
benzoatos. En una realizacién el inhibidor de la corrosién es benzotriazol o tolil-triazol. En una realizacién preferida,
el inhibidor de la corrosién es benzotriazol.

En otra realizacion preferida, la composicion de degradacion de priones comprende al menos un estabilizador de
peroxigeno. Los estabilizadores de peroxigeno son conocidos, véase, por ejemplo, el documento US 5.624.634.
Ejemplos de estabilizadores de peroxigeno adecuados para ser usados en la composicion de esta invencion
incluyen estabilizadores de peroxido de hidrégeno y estabilizadores de peracidos. Estos estabilizadores incluyen,
pero sin limitacién, amino-tri(acido metileno-fosfonico) (serie DEQUEST® 2000), acido 1-hidroxietilideno-1,1-
difosfénico (HEDP; serie DEQUEST® 2010), acido hexametileno-diamino-tetrametileno-fosfénico (serie DEQUEST®
2050), acido hexametileno-triamino-pentametileno-fosfénico (serie DEQUEST® 2090, dietelileno-triamino-
pentametileno-fosfonato (serie DEQUEST® 2060), acido etileno-diamino-tetrametileno-fosfonico (DEQUEST® 2041),
acido dipicolinico, acidos fosfénicos y sus sales. Los estabilizadores DEQUEST estan disponibles en la empresa
Solutia, Inc., St. Louis, MO. En una realizacién preferida, el estabilizador de peroxigeno es acido etileno-diamino-
tetrametileno-fosfonico (DEQUEST® 2041) o acido 1-hidroxietilideno-1,1-difosfénico (HEDP; DEQUEST® 2010) y/o
sus sales.

Realizaciones preferidas

En una realizacién preferida, la composicion de degradacion de priones comprende al menos dos proteasas y el
tensioactivo es dodecil-sulfato de sodio. En una realizacién preferida adicional, las dos proteasas se seleccionan
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entre el grupo que consiste en PRONASE®, ALCALASE®, NEUTRASE® y Proteinasa K y el tensioactivo es dodecil-
sulfato de sodio. Mas preferentemente, la composicion de degradacién de priones comprende dos proteasas y las
dos proteasas son NEUTRASE® y ALCALASE®. Preferentemente, el agente oxidante de la composicion de
degradacion de priones comprende acido peracético a un pH de aproximadamente 6 a aproximadamente 8 y, por
tanto, consiste en las formas tanto protonadas como desprotonadas.

Método para descontaminar la entidad infectada con priones

La presente invencién proporciona un método secuencial para descontaminar una entidad contaminada con priones
que comprende poner en contacto la entidad contaminada con (a) una cantidad eficaz de al menos un agente
oxidante, (b) una cantidad eficaz de al menos una proteasa y (c) una cantidad eficaz de al menos un tensioactivo. La
etapa de contacto se realiza durante un periodo de tiempo suficiente para degradar las particulas de priones. Los
agentes oxidantes preferidos, proteasas, tensioactivos y sus cantidades para ser usados en los métodos de esta
invencion son como se describieron con anterioridad.

El método comprende opcionalmente la etapa de tratar en autoclave la entidad después del contacto con la
composicion de degradaciones de priones. El protocolo para el uso de la composicion de degradacion de priones es
compatible con el hardware existente como las maquinas usadas para el prelavado de instrumentos médicos antes
del tratamiento en autoclave.

En una realizacion, se usan etapas de al menos un agente oxidante y al menos dos proteasas en combinacién con
un tensioactivo.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método como se describié anteriormente en el que la primera proteasa
es NEUTRASE® y la segunda proteasa es ALCALASE®.

Contacto simultaneo/secuencial
Las etapas de contacto del método de esta invencioén se realizan de forma secuencial.

Cuando se usa mas de una proteasa, las proteasas pueden ser combinadas en una etapa Unica. Sin embargo, la
actividad de las proteasas puede ser rebajada en esta realizacion debido a que cada proteasa digiere a la otra.
Todavia, las etapas individuales en los métodos de la presente invencion se llevan a cabo de forma secuencial. Las
etapas de los métodos de esta invencion pueden ser repetidas y cualquiera de los métodos puede comprender
adicionalmente etapas de lavado para separar la composicion de degradacion de priones, por ejemplo, a partir de
una superficie sélida.

El método de esta invencion comprende (a) poner en contacto en primer lugar la entidad contaminada con priones
con un tensioactivo y seguidamente (b) poner en contacto la entidad con un agente oxidante y seguidamente (c)
poner en contacto la entidad con al menos una proteasa.

En otra realizacién, un método secuencial para la descontaminacién o desinfeccidon de priones de una entidad
contaminada con priones comprende: (a) poner en contacto en primer lugar la entidad con un tensioactivo y
seguidamente (b) poner en contacto la entidad con un agente oxidante y seguidamente (c) poner en contacto la
entidad con una primera proteasa, y (d) poner en contacto la entidad con una segunda proteasa. Cuando se pone en
contacto la entidad contaminada con priones con dos proteasas, puede ser ventajoso separar la totalidad o una
parte de la primera proteasa antes de que la entidad se ponga en contacto con la segunda proteasa. En una
realizacion, sustancialmente la totalidad de la primera proteasa es separada antes del contacto con la segunda
proteasa. Esto se aplica igualmente a cada etapa de proteasa en una secuencia de etapas multiples.

Es deseable separar la etapa de aplicacion de tensioactivo de la(s) etapa(s) de aplicacion de proteasa(s) si el
tensioactivo afecta adversamente a la actividad de la proteasa. En esta realizacion, al menos una proporcion del
tensioactivo es separado (o diluido) antes de que la entidad se ponga en contacto con una proteasa con el fin de
maximizar la actividad de la proteasa.

El tiempo de reaccion o incubacion para cada etapa sera normalmente de menos de 24 horas, preferentemente
menos de 2 horas, mas preferentemente menos de 1 hora y lo mas preferentemente menos de 20 minutos.

Tratamiento en autoclave

En un aspecto de la invencién, el método de esta invenciéon comprende adicionalmente el tratamiento en autoclave
de la entidad.

El tratamiento en autoclave, si se emplea como se describe en la presente memoria descriptiva, se puede llevar a
cabo usando cualquier ciclo adecuado en autoclave. Los ciclos tipicos incluyen 121°C durante 18 minutos o,
preferentemente, 134°C durante 18 minutos. Pueden ser escogidos ciclos alternativos por el operario para adaptarse
a las necesidades particulares. Pueden ser empleados ventajosamente ciclos prolongados en autoclave. El
tratamiento en autoclave en agua puede mejorar los efectos destructores de priones y, por lo tanto, es preferido
cuando se usa el tratamiento en autoclave.
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Ventajosamente, se realiza una etapa de tratamiento en autoclave como una etapa final en los métodos de la
presente invencion, es decir, el tratamiento en autoclave se realiza después de la(s) etapa(s) de contacto. Una etapa
de tratamiento en autoclave proporciona las ventajas de minimizar la extension de la infeccion a través de la entidad
contaminada con priones y es particularmente ventajosa cuando la entidad es un instrumento quirirgico. Ademas,
combinando la(s) etapa(s) de contacto con el tratamiento en autoclave de esta manera, puede haber
ventajosamente un aumento multiplicativo de la eficacia, es decir, si cada método puede reducir el titulo infeccioso
en 5 unidades logaritmicas, entonces se combinan para reducir la infecciosidad incluso mas, como en 10 unidades
logaritmicas.

Preferentemente, se evita o se realiza el tratamiento en autoclave durante un tiempo reducido como menos de 3
horas, preferentemente el tratamiento en autoclave se omite; especialmente para instrumentos médicos fragiles.

Temperatura

La composicion de degradacion de priones y sus componentes individuales, como en un método de tratamiento
secuencial, se puede poner en contacto con la entidad contaminada con priones en un intervalo de temperaturas. En
una realizacion la(s) etapa(s) de contacto esta(n) a una temperatura en el intervalo de 15°C a aproximadamente
80°C, preferentemente de aproximadamente 20°C a aproximadamente 60°C, mas preferentemente de
aproximadamente 40°C a aproximadamente 60°C y, lo mas preferentemente, de aproximadamente 45°C a
aproximadamente 55°C.

Como el contacto del tensioactivo se realiza en una etapa separada que no incluye una proteasa, el tensioactivo se
puede poner en contacto con la entidad contaminada con priones a cualquier temperatura adecuada. De hecho,
puede ser usada una temperatura elevada. Una etapa separada para el contacto del tensioactivo con la entidad es
flexible y se realiza preferentemente a una temperatura de al menos 70°C, preferentemente al menos 80°C,
preferentemente al menos 90°C, preferentemente al menos 100°C.

La temperatura puede estar restringida por la naturaleza de la entidad, por ejemplo, algunas instalaciones médicas
como los endoscopios no pueden tolerar temperaturas elevadas como las usadas en el tratamiento en autoclave.
Para estas situaciones, los métodos de la invencion ventajosamente no implican las condiciones de autoclave y la
eleccion de la temperatura se debe hacer por el operario con respecto a las tolerancias de la entidad que esta
siendo descontaminada. Ejemplos de métodos segun la presente invencion que evitan el uso de las condiciones de
autoclave se pueden encontrar en la seccion de ejemplos. Ventajosamente, los métodos segun la presente
invencion como los de los ejemplos pueden sustituir tratamientos convencionales de la técnica anterior como LpH®,
LpH®se, y tratamiento EndozymePlus. Véase la publicacion de la solicitud de patente de EE.UU n° 2006/0217282
Al.

El tiempo de reaccién o el tiempo de incubacion para cada etapa sera normalmente de menos de 24 horas,
preferentemente menos de 2 horas, mas preferentemente menos de 1 hora y, lo mas preferentemente, menos de 20
minutos.

Las temperaturas de incubacion, es decir, las temperaturas a las que la(s) proteasa(s) se pone(n) en contacto con la
entidad variaran segun la proteasa usada. Generalmente, es aceptable cualquier temperatura desde temperatura
ambiente (por ejemplo, 15-20°C) hasta aproximadamente 80°C, siendo mas preferida de aproximadamente 20°C a
aproximadamente 60°C, es incluso mas preferida de aproximadamente 40°C a aproximadamente 60°C y la mas
preferida de aproximadamente 45°C a aproximadamente 55°C. A medida que la temperatura se aparta del calor
6ptimo para una proteasa particular, tarda mas tiempo la desactivacion de los contaminantes de priones.
Claramente, esto puede estar compensado mediante una incubacion durante un tiempo mas prolongado o usando
una mayor concentracion de proteasa. A temperaturas por encima de 60°C las actividades pueden ser inferiores y
las enzimas pueden resultar inactivadas, pero claramente las preparaciones de proteasas individuales tendran
temperaturas de desactivacion individuales y deben ser seguidas las normas del fabricante siempre que sea posible.

Como se usa en la presente memoria descriptiva, “baja temperatura” significa menos de 134°C, preferentemente
menos de 121°C, mas preferentemente menos 100°C, incluso mas preferentemente menos de 90°C, incluso mas
preferentemente menos de 80°C, incluso mas preferentemente menos de 70°C, todavia incluso mas
preferentemente menos de 60°C y, lo mas preferentemente, significa una temperatura como de aproximadamente
35°C a aproximadamente 60°C.

Caracteristicas del método

Preferentemente, la(s) etapa(s) de contacto se lleva(n) a cabo con agitacion. Preferentemente, dicha agitacion es
una agitacion rotatoria, por ejemplo, a aproximadamente 750 rpm.

Los ejemplos presentados en la presente memoria descriptiva incluyen las condiciones 6ptimas de uso en maquinas
lavadoras automaticas. Ademas, las condiciones escogidas son ventajosamente de bajo coste.

Ventajosamente, cuando la entidad contaminada con priones es un instrumento médico, los métodos para la
descontaminacion de priones se realizan en un esterilizador de instrumentos médicos.
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Entidad contaminada con priones

La entidad contaminada con priones puede ser cualquier objeto fisico en el que se desee desactivar y/o suprimir
priones. El término abarca fluidos asi como sélidos (objetos), como dispositivos o instrumentos médicos (incluidos
instrumentos quirurgicos). Los fluidos incluyen fluidos biolégicos. Los priones que van a ser desactivados o
suprimidos pueden estar en la entidad (por ejemplo, en solucién o suspension en un fluido) o pueden estar sobre la
entidad (por ejemplo, unidos, enlazados o asociados de alguna otra manera con la superficie de una entidad solida).
Por tanto, la entidad puede tener una superficie. Entidades que tienen superficie incluyen, por ejemplo, un
instrumento médico, un instrumento de laboratorio, una superficie de un recinto esterilizado, una encimera o la
superficie de una zona o instalacién usada para la preparaciéon o tratamiento de alimentos o la superficie de un
recinto usado para albergar animales. La superficie puede comprender metal, plastico o cualquier otro material
relevante de construccion. El metal puede ser acero como acero quirurgico.

Cuando la entidad contaminada con priones es una superficie sélida, puede ser también encimeras de laboratorio,
instrumentos de laboratorio o una instalacion de laboratorio, por ejemplo, en un recinto esterilizado para
investigacion, produccién y ensayo de compuestos farmacéuticos y biolégicos.

Ejemplos no limitativos de entidades que pueden estar contaminadas con priones y que pueden ser ventajosa y
eficazmente descontaminadas segin los métodos de esta invencion, incluyen superficies de instalaciones
quirdrgicas de complejos veterinarios u hospitalarios asi como superficies que entran en contacto con dicha
instalacion quirargica. Preferentemente, la entidad es un instrumento médico que incluye instrumentos fragiles como
un laparoscopio o endoscopio.

La entidad puede ser usada en la industria de tratamiento de alimentos. Por tanto, la entidad contaminada con
priones se puede seleccionar entre el grupo que consiste en depositos, transportadores, suelos, desagles,
refrigeradores, congeladores, superficies de instalaciones, paredes, valvulas, cintas, conductos, alcantarillas,
conexiones, grietas y combinaciones de dos o mas de los mismos. La entidad contaminada con priones se puede
seleccionar entre una superficie de un granero o establo para ganado como aves de corral, ganado bovino, vacas
lecheras, cabras, caballos y cerdos; y/o criaderos para aves de corral y gambas.

La superficie diana se puede poner en contacto con las presentes composiciones de descontaminacién de priones
usando cualquier numero de medios. El tiempo, temperatura y concentraciéon eficaz usados cuando se pone en
contacto el lugar deseado se pueden determinar facilmente por un experto en la técnica. Los métodos especificos de
contacto incluyen pulverizacion, tratamiento, inmersion, remojo, vertido, mezcla, combinacién, pintado,
revestimiento, aplicacion, fijacion y cualquier otro que comunique la(s) presente(s) composicion(es) de
contaminacién de priones con la superficie que va a ser tratada, es decir, que conoce o sospecha que esta siendo
contaminada con particulas de priones.

Descontaminacion

La descontaminacion se refiere a la reduccion del titulo de priones en una muestra o complejo especifico. La
descontaminacion se puede referir a la supresion de priones de una superficie tanto si dichos priones son
desactivados como si no. Por tanto, la descontaminacion incluye la desactivacion e incluye también la eliminacién de
priones independientemente de que sean o no destruidos/desactivados. Cuando se descontamina, es importante
que la infecciosidad de los priones se suprima de la superficie o solucién que esta siendo descontaminada. Esto
puede ser mediante destruccion /desactivacion) o mediante simple separacion. Por tanto, los métodos de esta
invencion pueden comprender adicionalmente, después de poner en contacto la entidad contaminada con priones
con (a) una cantidad eficaz de al menos un agente oxidante, (b) una cantidad eficaz de al menos una proteasa y (c)
una cantidad eficaz de al menos un tensioactivo, sesparando la entidad tratada de los reactivos de tratamiento. El
aspecto importante es que los priones (es decir, PrP>°) ya no estan asociados con la superficie o solucién que esta
siendo descontaminada o se reducen en numero y/o titulo. Claramente, si permanecen priones no infecciosos o
fragmentos adheridos a la superficie tratada después de la descontaminacion, esto no afectaria materialmente a la
descontaminacion o al hecho de que la superficie haya sido satisfactoriamente descontaminada.

En un aspecto de esta invencion, las composiciones de degradacion de priones y los métodos son usados para
disminuir y/o eliminar la CJD iatrogénica.

La descontaminacion puede ser valorada mediante cualquier ensayo adecuado. Preferentemente, el ensayo usado
es una transferencia Western o un bioensayo. Claramente, los ensayos como los bioensayos y/o ensayos de
transferencia Western tienen un limite de sensibilidad. En la medida en que se haya reducido el titulo de priones
(numero/inefectividad de priones), entonces se considerara que ha tenido lugar la descontaminacion de priones.

Preferentemente, la descontaminacion de priones es de 100 veces, preferentemente 1.000 veces, preferentemente
10.000 veces, preferentemente 100.000 veces, preferentemente 1.000.000 veces o incluso mas. Preferentemente,
los priones son completamente eliminados o desactivados.

La desinfeccion se refiere a la limpieza en la medida en que destruya o prevenga el crecimiento de microorganismos
patégenos ademas de la descontaminacion asociada con la infecciosidad de priones. La desinfeccion se produce
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mediante la accién combinada de una cantidad eficaz de agente oxidante (por ejemplo, acido peracético), una
cantidad eficaz de la(s) proteasa(s) y una cantidad eficaz del tensioactivo.

Métodos de ensayo

La reduccién en priones producida mediante los métodos de la presente invencion puede ser verificada mediante
cualquier medio adecuado conocido en la técnica. Ejemplos especificos de técnicas de ensayo adecuadas se
proporcionan en la presente memoria descriptiva para ilustrar la valoracion de la reduccion de priones.

Claramente, ciertos métodos se presentaran como mas adecuados para una situacion dada que otros métodos. Por
ejemplo, si la descontaminacién de priones esta teniendo lugar en solucién, entonces la propuesta de una
transferencia Western puede ser la mas adecuada. Si la descontaminacion de priones esta teniendo lugar en una
superficie, entonces la visualizacion directa de esa superficie puede ser lo mas adecuado. Alternativamente, para
una descontaminacion de priones que tiene lugar en una superficie, un bioensayo puede ser lo mas adecuado. La
eleccion de los métodos de ensayo individuales para situaciones individuales esta dentro de las capacidades de un
experto en la técnica. Se apreciara que en muchas situaciones el indicador mas importante es la pérdida/reduccion
de infecciosidad. Actualmente, la infecciosidad de priones es valorada lo mas habitualmente mediante un bioensayo.
Sin embargo, es igualmente apropiado el ensayo bioquimico de PrP®® conférmero infeccioso.

Un ejemplo de un método de verificacion adecuado es un ensayo de inmunotransferencia. Ventajosamente, el
ensayo de inmunotransferencia consiste o esta basado en el ensayo descrito por Wadsworth et al. (Lancet 358:171-
180 (2011)).

Un ejemplo de un método de verificacion adecuado es un bioensayo. Los métodos de bioensayo estan
generalmente orientados a las especies de priones individuales que estén siendo ensayadas. La seleccion de
métodos de bioensayo adecuados se basan ventajosamente en las especies de priones que estan siendo
ensayadas.

Estuches de ensayo

Se describen también estuches de ensayo para ser usados en la descontaminacion de entidades contaminadas con
priones. En una realizacion, el estuche de ensayo comprende un conjunto de reactantes de los que un primer
reactante comprende un agente oxidante, un segundo reactante comprende al menos una proteasa y un tercer
reactante comprende un tensioactivo.

En una realizacion preferida, el segundo reactante comprende al menos dos proteasas. En una realizacion mas
preferida, la al menos una o las al menos dos proteasas se seleccionan entre el grupo que consiste en PRONASE®,
Proteinasa K, ALCALASE® y NEUTRASE®. En una realizacion mas preferida, el segundo reactante comprende al
menos dos proteasas, en que las dos proteasas son ALCALASE® y NEUTRASE®.

En una realizacion adicional, el estuche de ensayo comprende uno o mas reactantes adicionales en los que los
reactantes adicionales se seleccionan entre el grupo que consiste en ajustadores del pH, agentes tamponantes,
agentes quelantes, inhibidores de la corrosion, estabilizadores de peroxigeno y sus mezclas. Alternativamente, el
primer, segundo o tercer reactante puede comprender adicionalmente uno o mas de los reactantes adicionales.

En una realizacion adicional, cada uno de los reactantes en el estuche de ensayo es suministrado en forma solida,
preferentemente en forma de polvos, para favorecer la estabilidad en almacenamiento. Los reactantes del estuche
de ensayo se mezclan con un disolvente polar hasta una concentracion eficaz de cada uno de los reactantes. Una
vez que se mezclan eficazmente en el disolvente polar, se proporciona una composicion de descontaminacion de
priones lista para ser usada. El disolvente polar preferido es agua.

Los reactivos usados son agua soluble, estable y de baja toxicidad. El protocolo para su uso es compatible con el
hardware existente, por ejemplo, como se usa en los departamentos de descontaminacion de hospitales para
prelavar y tratar en autoclave instrumentos. Por tanto, la invencién proporciona la descontaminacion de la
infecciosidad de priones de instrumentos quirdrgicos. Ventajosamente, el método de la presente invencion puede ser
practicado usando la maquinaria existente.

La invencion se ilustra seguidamente por medio de ejemplos que no deben ser considerados como limitacion de su
alcance. En particular, la(s) etapa(s) en los ejemplos en los que una entidad es tratada con tensioactivo a
temperatura elevada no esta(n) en relacion caracteristicas esenciales de la invencion, sino que es (son) meramente
etapas opcionales ventajosas.

Ejemplos
Ejemplo comparativo 1. Tratamiento combinado de oxidacion y proteasa

Este ejemplo describe métodos mediante los cuales una entidad contaminada con el material infeccioso PrPSc
puede ser descontaminada y el material infeccioso desactivado en una suspension acuosa mediante una exposicion
secuencial de la entidad (en el ejemplo, la entidad es un tejido cerebral infectado) a un agente oxidante mas SDS
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tensioactivo y dos enzimas proteoliticas (ALCALASE® y NEUTRASE®).
Preparacion de muestras de tejidos

El cerebro de la corteza frontal humana infectada con CJD fue homogeneizado a 20% (p/v) en PBS Dulbecco
GIBCOBRL 14190-094 (Paisley, Reino Unido), solucion tamponante de fosfato, denominada en lo sucesivo “PBS”,
haciendo pasar el tejido cerebral a través de agujas de calibre 18, calibre 21 y calibre 23 para producir el
“homogenato”. EI homogenato se diluyd hasta 15% p/v con PBS, se concentré en pequefias partes alicuotas y se
almaceno a -70°C.

Protocolo A: Uso de concentraciones de ALCALASE®/NEUTRASE® en presencia de PERASAFE® Sterilant
Cada reaccion se realizé a un volumen total de 100 pl, que contenia 60 ul de homogenato de cerebro al 10% pl/v.

(a) Una muestra de homogenato de cerebro, 60 pl de homogenato de cerebro al 10% p/v, se puso en contacto con
20 pl de agente oxidante 5X PERASAFE® Sterilant, preparado segun las instrucciones del fabricante para una
concentracion de acido peracético al 0,26% a pH 8,0 usando solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y 5 ul de
SDS al 20% p/v. La mezcla de reaccion resultante contenia PERASAFE® Sterilant y SDS al 1% p/v.

(b) La mezcla de reaccioén se incubd al 50°C durante 10 minutos y se analizaron 40 pl de la mezcla de reaccion.

(c) Tratamiento con una primera proteasa: ALCALASE® (Novozymes). Se prepar6é una solucion de 10 mg/ml de
ALCALASE® en agua. Una parte alicuota de 3 pl de esta solucién enzimatica se afiadié a la solucién de 85 pl de
homogenato tratado producido en la etapa (b) anterior. La concentracion final de ALCALASE® fue de 300 pg/ml.

(e) Tratamiento con una segunda proteasa: NEUTRASE® (Novozymes). Se prepar6 una solucion de 10 mg/ml de
NEUTRASE® en agua. Se afiadié una parte alicuota de 12 pl de esta solucién enzimatica a una solucion de 88 ul de
SDS/PERASAFE® Sterilant y homogenato tratado con ALCALASE® producido en la etapa (c) anterior. La
concentracion final de NEUTRASE® fue de 1,2 mg/ml. La mezcla se incubé a 50°C durante 10 minutos.

Deteccion PrP° mediante transferencia Western

Los materiales del tratamiento con SDS/PERASAFE® Sterilant/ALCALASE®/NEUTRASE® (protocolo A) descritos
anteriormente fueron sometidos a un andlisis de transferencia Western. Las transferencias fueron visualizadas los
anticuerpos ICSM 18 e ICSM 35 para detectar cualquier PrPS® restante en las muestras. Usando cualquier
anticuerpo, no hubo PrP%° detectable. Para la informacion de anticuerpos y métodos de deteccion en los mismos,
véanse los documentos EP934531 A1 y EP1565213. Todos los anticuerpos descritos en la presente memoria
descriptiva se pueden encontrar haciendo referencia a la solicitud de patente (PCT) N° PCT/GB99/03617; patente
britanica N° GB 2.348.203; Patente Australiana N° AU 773763; Patente Sudafricana N° ZA 2001/3947; y documento
US 6.534.036.

Resulta claro a partir de este ejemplo que los métodos de la presente invencion conducen a una descontaminacion
significativa de priones. Después del tratamiento segun el protocolo A, con agente oxidante y dos proteasas, se
observaron niveles elevados de destruccion de PrP a todas las concentraciones de proteasa como se manifiesto
mediante falta total de inmunorreactividad, que es equivalente a una reduccién de al menos 1.200 veces de
infecciosidad. Esta estimacion esta basada en un limite de deteccion previamente determinado para el protocolo de
inmunotransferencia Western especifico usado (Wadsworth et al., Lancet 358(9277): 171-180 (2001)) que es un
método de ensayo preferido.

Usando este método de ensayo, se determind que se pueden detectar facilmente 12 pl de un homogenato de
cerebro al 10% p/v en el testigo sin tratar. La sensibilidad de la inmunotransferencia Western para PrP es siempre de
10 nl de un homogenato al 10% p/v. Por tanto, si los 12 pl de homogenato al 10% p/v es la cantidad de partida en un
experimento y no es detectable ninguna sefial mediante transferencia Western, entonces ha habido una reduccion
mayor o igual a 1.200 veces en PrP.

Ejemplo comparativo 2. Comparacion de descontaminacién de priones usando PERASAFE®
Tratamiento esterilizante solamente y tratamiento de PERASAFE® Sterilant y proteasas en una etapa unica

En este ejemplo, la descontaminacion de priones se demostré segun la presente invencion mediante oxidacion
usando PERASAFE® Sterilant y tratamiento con proteasas (protocolo C), en comparaciéon con un tratamiento
ineficaz de la técnica anterior de PERASAFE® Sterilant solamente (protocolo B).

Protocolo B: Tratamiento solamente con PERASAFE® Sterilant (comparativo)
Se us0 el siguiente protocolo para preparar muestras tratadas solamente con PERASAFE® Sterilant.

(a) Se preparo una solucion madre de PERASAFE® Sterilant 5X, 1 ml, afiadiendo 81 mg de polvo de PERASAFE®
Sterilant a 1 ml de H,O destilada y desionizada (dd) a 37°C. Se usé una mezcladura por torbellino para disolver el
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polvo y la solucién se incubd a 37°C durante 15 minutos.

(b) Se prepararon 300 pl de homogenato de cerebro al 10% p/v de CJD y se sometieron a mezcladura por torbellino
para asegurar una suspension uniforme centrifugando en un microcentrifugadora a un ajuste de velocidad minima de
1(80x g) durante 1 minuto.

(c) Se separaron 200 pl de materia sobrenadante del homogenato de cerebro y se transfirieron a un tubo limpio que
habia sido calentado a 37°C. Se afiadieron 65 pl de solucion madre de PERASAFE® Sterilant 5X y se mezclaron
con el homogenato mediante mezcladura por torbellino.

(d) Se afiadieron 65 ul de PBS a la mezcla producida en la etapa (c) mezclada por torbellino.

(e) Se separ6 una parte alicuota de 20 pl de mezcla de homogenato de la etapa (d) para un tubo separado que
contenia 20 pl de tampdén de carga SDS 2X y seguidamente el tubo separado se congel6 a -70°C en
aproximadamente 5 minutos.

(f) La mezcla restante de la etapa (d) se incubo a 37°C con agitacion (750 rpm).

(g) Se separaron partes alicuotas adicionales de 20 pl de la mezcla producida en la etapa (d) en los tiempos de 5,
10, 30, 60 y 120 minutos para separar tubos que contenian cada uno 20 ul de tampdn de carga SDS 2X. Cada parte
alicuota se congel6 a -70°C en aproximadamente 5 minutos.

(h) Todas las partes alicuotas se descongelaron simultaneamente en un bloque de calentamiento a 100°C. Se midio
el tiempo mezcladura por torbellino de las partes alicuotas cada dos minutos durante un total de 10 minutos y las
partes alicuotas se centrifugaron a velocidad maxima en una microcentrifugadora (15.000 x g).

(i) Para cada muestra alicuota de 20 pl, la muestra se introdujo en un pocillo separado que contenia gel de
acrilamida al 16% tamponado con tris-glicina. El gel se llevd a 200 voltios durante 80 minutos. Los 20 pl restantes de
muestra se congelaron y se almacenaron a -70°C.

(j) Las muestras tratadas con gel de acrilamida de la etapa (i) se sometieron a un analisis de transferencia Western
sobre una membrana de poli(fluoro de vinilideno) (PVDF) (Imobilon-P) durante 90 minutos a 40 voltios o a 15 voltios
durante una noche (mas de 12 horas).

(k) La membrana fue bloqueada en proteina lactea al 5% y PBS durante 45-60 minutos.

(I) Las muestras tratadas se incubaron con anticuerpo primario durante 1 hora, ICSM35B a 0,2 ug/ml en PBS. Se
us6 un volumen de 25 ml para una membrana Unica.

(m) Las transferencias se revelaron seguidamente segun el sistema Storm® para gel y analisis de transferencia y un
sistema de formacién de imagenes de transferencia (tecnologia del sistema Phosphorimager®, disponible en la
empresa Molecular Dynamics, Inc., Sunnyvale, CA), para la cuantificacion.

Protocolo C: Degradaciéon proteolitica con Proteinasa K y PRONASE® conjuntamente con oxidacion con
PERASAFE® Sterilant

Se uso el siguiente protocolo para preparar muestras tratadas con PERASAFE® Sterilant conjuntamente con
Proteinasa K (PK) y proteasas PRONASE®.

(a) Se preparé una solucion madre de PERASAFE® Sterilant de 5x, 1 ml, afadiendo 81 mg de polvo de
PERASAFE® Sterilant a 1 ml de H20 destilada y desionizada (dd) a 37°C. Se usé una mezcladura por torbellino
para disolver el polvo y la solucién se incubo a 37°C durante 15 minutos.

(b) Se prepararon 300 pl de homogenato de cerebro al 10% p/v de CJD y se sometieron a mezcladura por torbellino
para asegurar una suspension uniforme centrifugando en una microcentrifugadora al ajuste de velocidad minima de
1(80 x g) durante 1 minuto.

(c) Se separaron 200 pl de materia sobrenadante del homogenato de cerebro y se transfirieron a un tubo limpio, que
habia sido calentado a 37°C. Se afiadieron 65 pl de solucion madre de PERASAFE® Sterilant 5X y se mezclaron
con el homogenato mediante mezcladura por torbellino.

(d) Se afadieron 55 pl de una solucién de SDS al 20% p/v en H2O dd a la mezcla producida en la etapa (c) y la
mezcla resultante se mezclé por torbellino.

(e) Se afnadieron 10 pl de una solucién de 10 mg/ml de PK en H;O dd y 10 pl de una solucién de 40 mg/ml de
PRONASE® en H,O dd a la mezcla producida en la etapa (d) y la mezcla resultante se mezclo por torbellino.

(f) Se retiré una parte alicuota de 20 yl de mezcla de homogenato de la etapa (e) para un tubo separado que
contenia 20 pl de tampdén de carga SDS 2X y seguidamente el tubo separado se congel6 a -70°C en
aproximadamente 5 minutos.
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(g) La mezcla restante de la etapa (e) se incubo a 37°C con agitacion (750 rpm).

(h) Se retiraron partes alicuotas adicionales de 20 ul de la mezcla producida en la etapa (e) en los tiempos de 5, 10,
30, 60 y 120 minutos para separar tubos que contenian cada uno 20 ul de tampdn de carga SDS 2X. Cada parte
alicuota se congel6 a -70°C en aproximadamente 5 minutos.

(i) Todas las partes alicuotas se descongelaron simultaneamente en un bloque de calentamiento a 100°C. Se midio
el tiempo la mezcladura por torbellino de las partes alicuotas para cada dos minutos durante un total de 10 minutos y
las partes alicuotas se centrifugaron a velocidad maxima en una microcentrifugadora (15.000 x g).

(j) Para cada muestra de parte alicuota de 20 pl, la muestra se introdujo en un pocillo separado que contenia gel de
acrilamida al 16% tamponado con tris-glicina. El gel se llevd a 200 voltios durante 80 minutos. Los 20 pl restantes de
la muestra se congelaron y se almacenaron a -70°C.

(k) Las muestras tratadas con acrilamida-gel de la etapa (j) se sometieron a un analisis por transferencia Western
sobre membrana de poli(fluoro de vinilideno) (PVDF) (Imobilon-P) durante 90 minutos a 40 voltios o bien a 15 voltios
durante una noche (mas de 12 horas).

(I) La membrana fue bloqueada en proteina lactea al 5% y PBST durante 45-60 minutos.

(m) Las muestras tratadas fueron incubadas con anticuerpo primario durante 1 hora, ICSM35B a 0,2 ug/ml en PBST.
Se us6 un volumen de 25 ml para una membrana Unica.

(n) Las transferencias se desarrollaron seguidamente segun el sistema Storm® para analisis de gel y transferencia y
un sistema de formacion de imagenes de transferencias para la cuantificacion.

Alternativamente, se preparé una soluciéon madre de PERASAFE® Sterilant 5X afiadiendo 81 mg de polvo de
PERASAFE® Sterilant a 1 ml de H,O dd a 37°C con mezcladura por torbellino para disolver.

Las figuras 1a y 1b muestran los resultados de sistemas de transferencia Western para los protocolos B y C,
respectivamente. El tratamiento de oxidacion solo (PERASAFE® Sterilant solamente, protocolo B) no muestra
destruccion de priones, pero la oxidacion seguida de tratamiento con proteasas (protocolo C) es altamente eficaz,
desapareciendo el material priénico en el valor de tiempo de “cinco minutos”.

El tratamiento de “0 minutos” en la figura 1b muestra menos material priénico que el que era de esperar, esto puede
ser debido a los procedimientos implicados. Este tratamiento es realmente de aproximadamente 4 minutos y cada
tratamiento probablemente es mas exactamente considerado por ser prolongado en 4 minutos de forma que “5
minutos” son aproximadamente 9 minutos, “10 minutos” son aproximadamente 14 minutos, etcétera. Por tanto, 9
minutos de tratamiento parece que proporcionan la destruccion de niveles indetectables, sin temperaturas elevadas
y sin tratamiento en autoclave o el uso de tratamientos quimicos, causticos o corrosivos.

Ejemplo comparativo 3. Descontaminacion de superficies quirdrgicas.

Los materiales de degradacion de priones (agente oxidante y proteasas) producidos en el protocolo B del ejemplo 2
se llevaron a cabo sobre segmentos de alambre de acero sumergidos en homogenato infectados.

Los alambres de acero (5 mm x 0,15 mm) fueron incubados durante 30 minutos con un homogenato al 20%
preparado a partir del cerebro de un raton CD1 enfermo terminal con templadera de los laboratorios Rocky Mountain
(RML).

Los alambres fueron tratados segun la presente invencién y se observé una descontaminacion significativa para el
tratamiento bajo el protocolo B.

Se realiz6 una comparacién usando B, el uso de agente oxidante solo (PERASAFE® Sterilant) no fue eficaz.

Ejemplo comparativo 4. Descontaminacion de priones usando un agente oxidante (PERASAFE® Sterilant) en
combinacién con proteasas de degradacion de priones a 40°C

La finalidad de este experimento fue determinar la eficacia de descontaminacién usando una combinaciéon de
proteasas con PERASAFE® Sterilant a aproximadamente 40°C.

Se siguio el protocolo A del ejemplo 1 salvo que se indique otra cosa. Se produjo una mezcla de reaccién Unica que
contenia 120 yl de homogenato de cerebro al 10% p/v en un volumen total de 200 pl. Se retiraron partes alicuotas
de 20 pl para diversos valores del tiempo, se inactivaron y se sometieron a analisis por transferencia Western in foto.
Por tanto, se analizaron equivalentes de 12 yl de homogenato de cerebro al 10% p/v para cada valor del tiempo. Se
us6 un protocolo de sensibilidad elevada para la deteccion de la transferencia Western de PrP, con un limite de
deteccion conocido de 10 nl de un homogenato de cerebro al 10% p/v. Por tanto, la destruccion completa de PrP es
seguin se puso de manifiesto mediante una falta total de inmunorreactividad es equivalente a al menos una
reduccion de 1.200 veces de la infecciosidad.
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La reaccion se llevo a cabo en presencia de PERASAFE® Sterilant 1X y SDS al 1% p/v. Las formaciones solidas de
ALCALASE® y NEUTRASE® se prepararon en forma de soluciones madre de 100 mg/ml en agua y se usaron a
concentraciones finales de 3,16 mg/ml y 12,63 mg/ml, respectivamente.

La mezcla de reaccion se incubd a 40°C con muestras de 20 i retiradas para analisis a valores de tiempo de 2, 10,
20, 30, 40 y 60 minutos. El PrP% residual se visualiz6 mediante deteccion de transferencia Western usando
anticuerpo monoclonal anti PrP biotinilado ICSM35 como el anticuerpo primario, como se muestra en la figura 2. Los
encabezados de las columnas indican M para la columna de marcador, C para la columna de testigo y los tiempos
de incubacion como las restantes columnas. La inspeccion de la transferencia en la figura 2 indica que la destruccion
completa (> 1.200 veces) se consiguié después de 10 minutos a 40°C.

Ejemplo Comparativo 5. Eficacia de descontaminacion usando un ensayo de cultivo celular de infecciosidad de
priones

La eficacia de la descontaminacion se valoré en un cultivo celular (un ensayo celular de tembladera, SCA). Se uso
una composicion de descontaminacion de priones que contenia PERASAFE® Sterilant 1X'y SDS a 1% p/v y una
mezcla de ALCALASE® y NEUTRASE® a concentraciones finales de 3,16 mg/ml y 12,36 mg/ml. La solucion se uso
a 40°C y 50°C con un tiempo de contacto de 10 minutos.

En este ensayo unos alambres de acero inoxidable fueron revestidos con diversas diluciones de homogenato de
cerebro de animales infectados con la cepa RML (Rocky Mountain Laboratories) de priones (véase el ejemplo 3).
Los alambres fueron seguidamente tratados con el reactivo de descontaminacion o se usaron sin tratar. Fueron
incubados con una linea celular altamente susceptible (N2a-PK1, una linea celular de neuroblastoma de muridos)
clonada para que fuera altamente susceptible a priones RML (véase la publicacion de Klohn et al., PNAS, 100:
11666-11671 (2003)). A continuacion de diversas tandas de crecimiento celular y dilucion las células se filtraron y se
sometieron a ensayo celular de tembladera estandar por unidad de prion MCR (SCA; KiIohn et al., supra) para
cuantificar el nimero de unidades infecciosas de cultivo de tejido presentes.

La dilucién de las proteinas RML para los alambres se representé graficamente con respecto al nimero de unidades
infecciosas de cultivo de tejido (TC IU). Los resultados del ensayo se muestran en la figura 3. Como se puede
observar a partir de la figura 3, se consiguié una destruccion completa de contaminantes (>109 veces) después de
10 minutos a 40°C y 50°C (descon a 40°C y descon a 50°C, respectivamente).

Ejemplo de referencia 6. Optimizacion de concentracion de dodecil-sulfato de sodio con reactivos ensayados en los
ejemplos4y5

La finalidad de este ejemplo es repetir el experimento descrito en el ejemplo 4 con concentraciones variables de
tensioactivo (SDS) en ausencia del agente oxidante.

El protocolo basico us6 homogenato de cerebro al 10% p/v en bruto. Se produjeron mezclas de reacciones
individuales que contenian 12 yl de homogenato de cerebro al 10% p/v en presencia de ALCALASE®/NEUTRASE®
y concentraciones variables (0, 0,5, 1,0, 1,5 y 2,0% p/v) de SDS en un volumen total de 20 pl. Las partes alicuotas
se sometieron a un analisis de transferencia Western en su conjunto. Por tanto, se analizaron equivalentes de 12 pl
de homogenato de cerebro al 10% p/v para cada valor del tiempo.

Las reacciones se llevaron a cabo en presencia de 3,16 mg/ml de ALCALASE® g 12,63 mg/ml de NEUTRASE®. La
mezcla de reaccion se incubé a 50°C durante 10 minutos. Se visualizé PrP> residual mediante deteccién de
transferencia Western usando ICSM35 biotinilado como el anticuerpo primario. Se usé el protocolo de alta
sensibilidad para la deteccién por transferencia Western de PrP con un limite de deteccion conocido de 10 nl de un
homogenato de cerebro al 10% p/v. La destruccion completa PrP segun se puso de manifiesto por una falta total de
inmunorreactividad es equivalente a al menos una reduccién de >1.200 veces de la infecciosidad, que se muestra en
la figura 4. Como se muestra en la figura 4, en ausencia de PERASAFE® Sterilant, ningun estado proporciono la
destrucciéon completa. Como tal, una concentracion de SDS de 1% p/v parece ser 6ptima.

Ejemplo comparativo A. Optimizacion de concentracion de ALCALASE® en ausencia de PERASAFE® Sterilant

Un protocolo basico us6 homogenato de cerebro al 10% p/v en bruto. Cada mezcla de reaccién se prepar6 para
proporcionar un volumen total de 20 ul que contenia 17 ul de homogenato de cerebro al 10% p/v. Las mezclas de
reaccion contenian SDS al 1% p/v, 5 mg/ml de NEUTRASE® y una gama concentraciones de ALCALASE® desde
1,5 mg/ml hasta 250 ug/ml. Las mezclas de reaccion se incubaron a 50°C durante 10 minutos. Se us6 un protocolo
de sensibilidad elevada para la deteccién por transferencia Western de PrP, con un limite de deteccién conocido de
10 nl de un homogenato de cerebro al 10% p/v. Por tanto, la destruccion completa de PrP se puso de manifiesto por
una falta total de inmunorreactividad que es equivalente a al menos una reduccién de 1.700 veces de la
infecciosidad.

El PrP*° residual se visualiz6 mediante deteccion por transferencia Western usando ICSM35 biotinilado como el
anticuerpo primario, que se muestra en la figura 5. Las columnas se identifican como M para la columna de
marcador, C para el testigo y 1,5, 1,25, 1,0, 0,75, 0,50, 0,25 y 0, basadas en las concentraciones de ALCALASE®
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usadas, concentraciones en mg/ml. Como se muestra en la figura 5, en ausencia de un agente oxidante (es decir
PERASAFE® Sterilant), los reactivos ensayados mostraron una baja eficacia a 50°C durante mas de 10 minutos.

Ejemplo comparativo B. Optimizacién de concentracion de NEUTRASE® en ausencia de PERASAFE® Sterilant

Un protocolo basico us6 homogenato de cerebro al 10% p/v en bruto. Cada mezcla de reaccién se prepar6 para
proporcionar un volumen total de 20 ul que contenia 17 ul de homogenato de cerebro al 10% p/v. Las mezclas de
reaccion contenian SDS al 1% p/v, 1,5 mg/ml de ALCALASE® y una gama concentraciones de NEUTRASE® de 1,5
mg/ml a 250 pg/ml. Las mezclas de reacciéon se incubaron a 50°C durante 10 minutos. Se usé un protocolo de
sensibilidad elevada para la deteccién por transferencia Western de PrP, con un limite de deteccién conocido de 10
nl de un homogenato de cerebro al 10% p/v. Por tanto, la destruccién completa de PrP se puso de manifiesto por
una falta total de inmunorreactividad que es equivalente a al menos una reduccién de 1.700 veces de la
infecciosidad.

El PrP*° residual se visualiz6 mediante deteccion por transferencia Western usando ICSM35 biotinilado como el
anticuerpo primario, que se muestra en la figura 6. Las columnas se identifican como M para la columna de
marcador, C para el testigo y 1,5, 1,25, 1,0, 0,75, 0,50, 0,25 y 0, basadas en las concentraciones de NEUTRASE®
usadas, concentraciones en mg/ml. Como se muestra en la figura 6, en ausencia de agente oxidante (por ejemplo,
PERASAFE® Sterilant), los reactivos ensayados mostraron una baja eficacia a 50°C durante 10 minutos.

Ejemplo de referencia 7. Optimizacion de concentraciones de NEUTRASE®/ALCALASE® en presencia de
PERASAFE® Sterilant

La finalidad de este experimento fue mostrar que la velocidad de inclusion de enzima se podria reducir
sustancialmente cuando se usa en combinacion PERASAFE® Sterilant.

Un protocolo basico us6 homogenato de cerebro al 10% p/v en bruto. Cada mezcla de reaccién se prepar6 para
proporcionar un volumen total de 100 pl que contenia 60 ul de homogenato de cerebro al 10% p/v. Las mezclas de
reaccion que contenian PERASAFE® Sterilant 1X, SDS al 1% p/v, y una gama de concentraciones de ALCALASE®
y NEUTRASE® (medidas mediante velocidades relativas de dilucién; diluciones de 2X, 4X, 8X, 16X, 32X y 64X). Las
mezclas de reaccion se incubaron a 50°C durante 10 minutos y se analizaron 40 ul de cada mezcla de reaccion. Se
us6 un protocolo de sensibilidad elevada para la detecciéon por transferencia Western de PrP, con un limite de
deteccion conocido de 10 nl de un homogenato de cerebro al 10% p/v. Por tanto, la destruccion completa de PrP se
puso de manifiesto por una falta total de inmunorreactividad que es equivalente a al menos una reduccién de 1.200
veces de la infecciosidad.

Se visualizd PrP*° residual mediante deteccion por transferencia Western usando ICSM35 biotinilado como el
anticuerpo primario, que se muestra en la figura 7. Las columnas se identifican como M para la columna de
marcador, C para el testigo y 64, 32, 16, 8, 4, 2 y 0, basados en los factores de dilucion de las concentraciones de
proteasas usadas. Como se muestra en la figura 7, La destruccion mas elevada se produjo en la columna marcada
como 2. Esto es una dilucién de dos veces de las concentraciones estandar de ALCALASE®/NEUTRASE® (es decir
1,58 mg/ml de ALCALASE® y 6,32 mg/ml de NEUTRASE®). Como consecuencia se puede conseguir niveles
elevados de destruccion a concentraciones de enzimas 8 veces inferiores a las previamente ensayadas en ensayos
de cultivos celulares. El nivel de destruccion es de al menos 1.000 veces. La descontaminacion eficaz a 50°C
durante 10 minutos en presencia de PERASAFE® Sterilant con SDS al 1% p/v y concentraciones de enzimas de 400
pg/mly 1,6 mg/ml de ALCALASE® y NEUTRASE®, respectivamente.

Ejemplo de referencia 8. Optimizacién adicional de concentraciones ALCALASE®/NEUTRASE® en presencia de
PERASAFE® Sterilant

Un protocolo basico us6 homogenato de cerebro al 10% p/v en bruto. Se prepardé cada mezcla de reaccién para
proporcionar un volumen total de 100 pl que contenia 60 ul de homogenato de cerebro al 10% p/v. Las mezclas de
reaccion que contenian PERASAFE® Sterilant 1X, SDS al 1% p/v, y una gama de concentraciones de ALCALASE®
y NEUTRASE® a diluciones variadas (4 [790 pg/ml de ALCALASE® + 3,16 mg/ml de NEUTRASE®), 6,7 [474 ug/ml
de ALCALASE® + 1,89 mg/ml de NEUTRASE®)], 8,3 [379 pg/ml de ALCALASE® + 1,52 mg/ml de NEUTRASE®], 10
[316 pg/ml de ALCALASE® + 1,26 mg/ml de NEUTRASE®], y 12,5 [253 pg/ml de ALCALASE® + 1,01 mg/ml de
NEUTRASE®)]). Las mezclas de reaccion se incubaron a 50°C durante 10 minutos y se analizaron 40 pl de cada
reaccion. Se usé un protocolo de sensibilidad elevada para la deteccién mediante transferencia Western de PrP, con
un limite de deteccion conocido de 10 nl de un homogenato de cerebro al 10% p/v. Por tanto, la destruccion
completa de PrP se puso de manifiesto mediante una falta total de inmunorreactividad que es equivalente a una
reduccion de al menos 1.200 veces de la infecciosidad.

Se visualizd PrP*° residual mediante deteccion por transferencia Western usando ICSM35 biotinilado como el
anticuerpo primario, que se muestra en la figura 8. Las columnas se identifican mediante M para la columna de
marcador, C para el testigo y 4, 6,7, 8,3, 10 y 12,5, basados en los factores de dilucion de las concentraciones de
proteasas usadas. Como se muestra en la figura 8, se pueden conseguir niveles elevados de destruccion a
concentraciones de ALCALSE® y NEUTRASE® 10 veces menores que las previamente ensayadas en cultivos
celulares.
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Ejemplo comparativo C. Ensayo de componentes individuales que comprenden PERASAFE® Sterilant con SDS y
enzimas

Un protocolo basico us6 homogenato de cerebro al 10% p/v en bruto. Cada mezcla de reaccién se prepar6 para
proporcionar un volumen total de 20 ul que contenia 16 ul de homogenato de cerebro al 10% p/v. Las mezclas de
reaccion contenian SDS al 1% p/v, 750 g/ml de ALCALASE®, 3 mg/ml de NEUTRASE® mas diversos componentes
de PERASAFE® Sterilant.

Columna Componente

(a) Estabilizadores/Inhibidores de la corrosion (191 pg/ml)
(b) Tensioactivo (165 pg/ml)

(c) Acido organico (3,36 mg/ml)

(d) Activador (4,44 mg/ml)

(e) Agente oxidante (8,03 mg/ml)

() Agua (testigo)

Las reacciones se incubaron a 50°C durante 10 minutos y se analizaron 40 pl de cada reaccion. Se us6 un protocolo
de sensibilidad elevada para la deteccién mediante transferencia Western de PrP, con un limite de detecciéon
conocido de 10 nl de un homogenato de cerebro al 10% p/v. Por tanto, la destruccion completa de PrP se puso de
manifiesto mediante una falta total de inmunorreactividad, que es equivalente al menos a una reduccién de 1.600
veces de la infecciosidad.

Se visualizé PrP80 residual mediante deteccién por transferencia Western usando ICSM35 biotinilado como el
anticuerpo primario, como se muestra en la figura 9. Las columnas se identifican como M para la columna de
marcador, C para el testigo y a-f, basandose en el componente anteriormente identificado. La figura 9 muestra que
ningun componente Unico produjo niveles de destruccion comparables a los observados con PERASAFE® Sterilant
activo (e). Parece que la eficacia es un resultado de la actividad oxidativa producida por acido peracético a partir de
TAED/perborato de sodio. Sin embargo, cuando se combina con proteasas en las composiciones de esta invencion,
se consigue una destruccion de priones significativamente mejorada.

Ejemplo de referencia 9. Repeticién de la optimizacion de concentraciones de ALCALASE®/NEUTRASE® en
presencia de PERASAFE® Sterilant

Se repitié el experimento descrito en el ejemplo 8 para confirmar que una reduccion de 10 veces los niveles de
enzima en la formulacion era eficaz cuando las enzimas se combinan con agente oxidante.

Un protocolo basico uso homogenato de cerebro al 10% p/v. Cada mezcla de reaccion se prepard para proporcionar
un volumen total de 100 pl que contenia 60 pl de homogenato de cerebro al 10% p/v. Las mezclas de reaccién
contenian PERASAFE® Sterilant 1X, SDS al 1% p/v y una gama de concentraciones de ALCALASE® y
NEUTRASE® (4 [790 ug/ml de ALCALASE® + 3,16 mg/ml de NEUTRASE®)], 6,7 [474 ug/ml de ALCALASE® + 1,89
mg/ml de NEUTRASE®], 8,3 [379 ug/ml de ALCALASE® + 1,52 mg/ml de NEUTRASE®], 10 [316 ug/ml de
ALCALASE® + 1,26 mg/ml de NEUTRASE®], y 12,5 [253 pug/ml de ALCALASE® + 1,01 mg/ml de NEUTRASE®)).
Las mezclas de reaccion se incubaron a 50°C durante 10 minutos y se analizaron 40 pl de cada reaccién. Se us6 un
protocolo de sensibilidad elevada para la deteccién mediante transferencia Western de PrP con un limite de
deteccion conocido de 10 nl de un homogenato de cerebro al 10% p/v. Por tanto, la destruccion completa de PrP se
puso de manifiesto mediante una falta total de inmunorreactividad, que es equivalente al menos a una reduccién de
1.200 de la infecciosidad.

Se visualizd PrP*° residual mediante deteccion por transferencia Western usando ICSM35 biotinilado como el
anticuerpo primario, como se muestra en la figura 10. Las columnas se identifican como M para la columna de
marcador, C para el testigo y 4, 6,7, 8,3, 10 y 12,5, basados en los factores de dilucion de las concentraciones de
proteasas usadas. La figura 10 muestra que se pueden conseguir niveles elevados de destruccion a
concentraciones de ALCALSE® y NEUTRASE® al menos 10 veces inferiores a las previamente ensayadas en
cultivos celulares. La figura 10 confirma los descubrimientos previos en el ejemplo 8.

Ejemplo 10. Ensayo adicional de componentes individuales que comprenden PERASAFE® Sterilant con SDS vy
enzimas + combinaciones activas redox

Un protocolo basico us6 homogenato de cerebro al 10% p/v en bruto. Cada mezcla de reaccién se prepar6 para
proporcionar un volumen total de 20 ul que contenia 13 ul de homogenato de cerebro al 10% p/v. Las mezclas de
reaccion contenian SDS al 1% p/v, 300 ug/ml de ALCALASE®, 1,2 mg/ml de NEUTRASE® mas varios componentes
de concentraciones de PERASAFE® Sterilant.
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Columna Componente

(a) PERASAFE® Sterilant (16,2 g/l) (1X)

(b) PERASAFE® Sterilant (8,1 g/l) (0,5X)

(c) PERASAFE® Sterilant (3,24 g/l) (0,2X)

(d) Estabilizadores/Inhibidores de la corrosion (191 mg/ml)
(e) Perborato de sodio + activador (8,03 mg/ml)

Las reacciones se incubaron a 50°C durante 10 minutos y se analizaron 40 pl de cada reaccion. Se us6 un protocolo
de sensibilidad elevada para la deteccién mediante transferencia Western de PrP, con un limite de deteccion
conocido de 10 nl de un homogenato de cerebro al 10% p/v. Por tanto, la destruccion completa de PrP se puso de
manifiesto mediante una falta total de inmunorreactividad, que es equivalente a al menos una reduccién de 1.300
veces de la infecciosidad.

Se visualizd PrP*° residual mediante deteccion por transferencia Western usando ICSM35 biotinilado como el
anticuerpo primario, como se muestra en la figura 11. Las columnas se identifican como M para la columna de
marcador, C para el testigo y a-e, basadas en el componente anteriormente identificado. La figura 11 muestra
niveles elevados de destruccion que se confirmaron con PERASAFE® Sterilant 1X en presencia de SDS al 1% pl/v,
300 pg/ml de ALCALASE® y 1,2 mg/ml de NEUTRASE®. Parece que una velocidad de inclusion reducida de
PERASAFE® Sterilant 0,5X puede proporcionar niveles suficientes de descontaminacion.

Ejemplo 11. Comparacion de la eficacia de descontaminacion mediante PERASAFE® Sterilant 1X basado en la
composicion de descontaminacion a 40°C y 50°C

La finalidad del siguiente experimento fue comparar la eficacia de descontaminacion mediante la composiciéon de
descontaminacion (PERASAFE® Sterilant 1X + SDS al 1% p/v + 300 pg/ml de ALCALASE® + 1,2 mg/ml de
NEUTRASE®) a 40°C y 50°C.

Un protocolo basico us6 homogenato de cerebro de vCJD al 10% p/v. Se us6 una mezcla de reaccion que contenia
60 pl de homogenato de cerebro al 10% p/v en un volumen total de 100 yl para cada temperatura. Las mezclas de
reaccion contenian una formulacion equivalente de la mezcla de descontaminacion [PERASAFE® Sterilant 1X y
SDS al 1% p/v + 300 pyg/ml de ALCALASE® + 1,2 mg/ml de NEUTRASE®)]. Se retiraron partes alicuotas de 20 pl
para diversos valores del tiempo, se inactivaron afiadiendo tampén de carga 2x de SDS y congelando en nitrégeno
liquido. Todas las mezclas de reacciéon se descongelaron y se llevaron a ebullicion antes de ser sometidas a
deteccion mediante transferencia Western para PrPS® residual usando ICSM35 biotinilado como el anticuerpo
primario.

Se tomaron muestras de las mezclas de reaccion (40°C frente a 50°C) para los tiempos de 0, 2, 5, 10 y 20 minutos y
los resultados se muestran en la figura 12, con los tiempos de muestras en las marcas de las columnas. C es para el
testigo. Los niveles de inmunorreactividad en la figura 12 fueron cuantificados mediante densitometria y se
representaron graficamente en funcién del tiempo en la figura 13. Las curvas cinéticas que describen la pérdida de
PrP, % de inmunorreactividad restante, con respecto al tiempo en minutos se ajustaron a funciones de caida
exponencial doble y los resultados superpuestos como lineas para todos los datos en la figura 13. Se observé una
ligera reduccion en la velocidad de destruccion a 40°C respecto a 50°C. Sin embargo, se consiguieron niveles muy
elevados de destrucciéon después de un tiempo de incubacion de 10 minutos a ambas temperaturas.

Ejemplo 12. Comparacion de agentes oxidantes con PERASAFE® Sterilant como aditivos para la composicion para
descontaminar entidades infectadas

La finalidad de los siguientes ejemplos fue comparar agentes oxidantes quimicos para ser usados en la composicion
de descontaminacion que comprende SDS (1% p/v) y dos proteasas de degradacion de priones (300 pg/ml de
ALCALASE® y 1,2 mg/ml de NEUTRASE®). Los agentes oxidantes incluian NaDCC (dicloroisocianurato de sodio),
PROXITANE® (un desinfectante basado en acido peracético disponible en la empresa Solvay Chemicals, Bruselas,
Bélgica), desinfectante VIRKON® S (un desinfectante que comprende peroximonosulfato de potasio y NaCl,
dodecilbenceno-sulfonato de sodio y acido sulfurico), solucién de hipoclorito (es decir, blanqueador) y PERASAFE®
Sterilant.

Un protocolo basico us6 homogenato de cerebro de vCJD al 10% p/v. Cada mezcla de reaccion se prepardé usando
60 pl de homogenato de cerebro al 10% p/v en un volumen total de 100 pl. Se usaron concentraciones constantes
de SDS y enzimas [SDS al 1% p/v y 300 pg/ml de ALCALASE® + 1,2 mg/ml de NEUTRASE®)]. En todas las mezclas
de reaccion y todas las mezclas de reaccion se incubaron durante 10 minutos a 50°C.

La reaccion A contenia 16,2 mg/ml de PERASAFE® Sterilant estandar.
La reaccion B contenia 13,0 mg/ml de PERASAFE® Sterilant estandar.
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La reaccion C contenia 13,0 mg/ml de PERASAFE® Sterilant.

La reaccion H contenia una dilucion 1:70 de solucién de hipoclorito (es decir, blanqueador), (pH 8,0).
La reaccion N contenia 3,34 mg/ml de NaDCC.

La reaccion P contenia 30 mg/ml de PROXITANE® (pH 6,5).

La reaccion V contenia 20 mg/ml de VIRKON® S (pH 6,0).

Se retiraron partes alicuotas de 20 ul después de una incubacién de 10 minutos y se inactivaron afiadiendo tampon
de carga 2x SDS y congelando en nitrégeno liquido. Todas las mezclas de reaccion se descongelaron y se llevaron
a ebullicién antes de ser sometidas a deteccion mediante transferencia Western para PrP®° residual usando ICSM35
biotinilado como el anticuerpo primario. Los resultados se muestran en la figura 14. Las columnas en el gel
corresponden a las reacciones anteriormente citadas.

Como se muestra en la figura 14, otros agentes oxidantes son eficaces cuando se usan como el agente oxidante en
una composicion de descontaminacion que comprende tensioactivo y las dos proteasas de degradacion de priones
diferentes. Los niveles de inmunorreactividad en la figura 14 se cuantificaron mediante densitometria y se
expresaron como un porcentaje del valor de la concentracion, % de inmunorreactividad, en la figura 15.
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REIVINDICACIONES
1. Un método secuencial para la descontaminacion o desinfeccién de priones, que comprende:

(a) poner en contacto en primer lugar una entidad contaminada con priones que va a ser descontaminada con al
menos un tensioactivo, y seguidamente

(b) poner en contacto la entidad con un agente oxidante, en que dicho agente oxidante comprende una fuente de
peroxigeno y un activador, y seguidamente

(c) poner en contacto la entidad con al menos una proteasa.

2. El método de la reivindicacion 1, en que el agente oxidante comprende:
(a) perborato o percarbonato; y

(b) tetraacetil-etilenodiamina (TAED) o N-acetil-caprolactama.

3. El método segun la reivindicacion 1 o 2, en que la al menos una proteasa comprende Neutrasa aislada a partir de
Bacillus amyloliquefaciens o Alcalasa aislada a partir de Bacillus licheniformis.

4. El método segun la reivindicacion 1 o 2, en que el al menos un tensioactivo es dodecil-sulfato de sodio.
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