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INACTIVACION DE VIRUS ADN ENVUELTOS
EN LA PRODUCCION DE HEMODERIVADOS
(ALBUMINA E INMUNOGLOBULINAS)

Ignacio Juan Ruibal Brunet,” Enrique Noa Romero,? Regina Zonia Martin
Garcia,® Nibaldo Luis Gonzalez Sosa*y Ana Teresa Ramirez Mas®

RESUMEN

Se estudid la inactivacion del virus herpes simple humano tipo 1 como modelo de
virus ADN envueltos, durante las etapas de produccién de las inmunoglobulinas
intramuscular e intravenosa y la albimina humana, las etapas del método de
fraccionamiento alcohdlico para la obtencion de estos productos, asi como los
métodos de remocién y/o inactivacion introducidos en el proceso de manufactura,
pasteurizacion y cromatografia de intercambio iénico. El virus se cuantificé por
efecto citopatico. La obtencion de valores de reduccién acumulativos reportados
en este trabajo demuestran que el método de fraccionamiento alcohdlico utilizado
en Cuba como variante del método de Cohn-Oncley, combinando métodos de
inactivacién/remocion, produce un nivel de inactivacion de virus ADN envueltos
que garantiza una alta seguridad biolégica de estos productos para su uso en
humanos.

Descriptores DeCSADN VIRAL; HERPES VIRUS 1 HUMANO; ALBUMINA
SERICA; INMUNOGLOBULINAS; COMPOSICION DE MEDICAMENTOS.

Los hemoderivados son fabricados a viral de los procesos de fabricacion de los
partir de la sangre humana, considerada derivados sanguineos, para lo que se han
como una fuente de materia prima variable utilizado diferentes modelos virales, entre
con respecto a la contaminacién viral, los que se incluyen los herpesvirus como
porque no existe un total control sobre los modelo de virus ADN envueltés.
virus contaminantes, por lo que ha sido La familia Herpesviridae esta formada
necesario conocer el nivel de inactivaciéon por un grupo de virus con amplia
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diseminacion en la naturaleza; se ha
reportado la transmision de ellos a través
de la sangre y 6rganos trasplantatba.

seroprevalencia de estos virus en la
poblacion humana adulta es muy alta, lo
gue hace ilégico el pesquisaje de
anticuerpos a nivel de bancos de sangre.

El virus de la hepatitis B (VHB) es un

virus ADN-envuelto que no se ha podido
cultivar y se han utilizado los herpesvirus
como modelos para los estudios de
inactivacion. A pesar de que el VHB puede

estudio de inactivacion se preparo a partir
de 15 donaciones de sangre de diferentes
bancos de sangre de Cuba. Cada donacion
fue negativa para antigeno de superficie del
virus de la hepatitis B (AgVHB), no
reactivo para anticuerpos al virus de la
inmunodeficiencia humanatipo 1y 2 (VIH-
-1y VIH-2) y al virus de la hepatitis C (VHC),
y negativo a pruebas de neutralizacion de
anticuerpos al VHS-1.

Fraccionamiento del plasmaSe
utilizé el método de fraccionamiento

ser detectado en el donante mediante laalcohdlico de Cohn modificado p@adiz

deteccidn del antigeno de superficie, existe
el riesgo de contaminacion en la fabricacion
de los hemoderivadds.

La obtencion de la albimina humanay
las inmunoglobulinas intramuscular e
intravenosa (IgG im/iv) se fundamenta en
una variante tecnoldgica del método de
Cohn-Oncley basado en el fraccionamiento
de las proteinas del plasma utilizando el
etanol®®

La importancia de estos productos
biolégicos en el campo de la hemoterapia
clinica ha hecho necesario medir la
capacidad de inactivacién o remocion viral

Ay otros! para el proceso de purificacion
de albumina humana e IgG im/iv. Los
estudios se realizaron a pequefia escala
de acuerdo con el esquema tecnoldgico
(fig. 1).

Sistema virus-céluld.a cepa de VHS-1
se propag6 en la linea de celular de rifién de
mono verde africano (Vero), cultivada en
medio MEM (Gibco) suplementado con
suero fetal bovino (Gibco) al 5 %, 2 mM de
L-glutamina (Flow) y 40 pg/mL de
gentamicina (Pharmacia), incubada a 37 °C
en atmosfera himeda, con 5 % de,CO

El virus se inoculé a una multiplicidad

de las diferentes etapas de fabricacion, aside infeccién de 1 (MOI=1), y se cosecho a

como de los métodos de inactivacion
introducidos deliberadamente en la

produccion, teniendo en cuenta ademas las

limitaciones de los estudios de pesquisaje
a nivel de bancb?

El objetivo de este trabajo es conocer
la capacidad de inactivacién/remocion del
virus herpes simple humano tipo 1 (VHS-1),
modelo de virus ADN envueltos, en los
procesos de produccion de las IgG im/ivy
la albimina humana purificada.

METODOS

Coleccién y caracteristicas del
plasmal.a mezcla de plasma utilizado en el
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las 72 pos-infeccion; posterior a la alicuota
se almacend a 85 °C.

Titulacion del in6culo viral.La
infectividad viral se realiz6 por un método
de microtitulacién en placas de 96 poZos.
Las células se inocularon con diluciones
seriadas del indculo viral resuspendidas en
medio MEM suplementado.

Se efectuaron 6 réplicas de cada
dilucion y un control celular fue establecido.
La prueba se incub6 a 37 °C en atmosfera
himeda durante 5 d, con un cambio de
medio al 8 d. La produccién viral se
cuantificé por efecto citopatico (ECP) de
formacién de sincicios o muerte celular
aislada.

Los célculos de la dosis infectiva media
de cultivo de tejido (DICJ/mL) se realizé
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FIG.1. Proceso de produccién de la alblimina humana y las inmunoglobulinas.

con la utilizacion del ECP, y se definio por realizaron por triplicado y bajo las
el método de Reed y Muench, como la condiciones descritas anteriormente. Cada
cantidad del inoculo viral capaz de matar al etapa se desafi con una alta concentracion
50 % de los cultivo8. de virus.

Estudio de la inactivacion/remocion Se realizaron estudios cinéticos de
viral. Las etapas retadas durante la inactivacion durante el fraccionamiento
purificacién de albumina humana e alcohdlicoy la pasteurizacion; se tomaron
inmunoglobulinas son resaltadas mediante 2 muestras antes y después de la adicion
flechas en la figura 1. Los estudios se del virus. En la etapa de purificacion de las
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inmunoglobulinas por Sephadex A-50 se RESULTADOS

determind la carga viral antes y después

del proceso. . Inactivacion del VHS-1 en el proceso de
Las muestras obtenidas de estas gptencién de albumina

etapas se dializaron toda la noche contra

. . 0 . i ' . B
SOIEQ'O(;‘ salllnan0,9r/o a:]dl’ g ((:a?;ol Fraccionamiento alcohdlicd_a tabla
probandose 1a nho presencia de 1 muestra el efecto del etanol sobre la

mecﬁante ensayos_cy,allta}tlvos;. "'?‘S mugstras infectividad del VHS-1 en el fraccionamiento
se filtraron y se midi6 la infectividad viral

. : del plasma para obtener la albumina
inmediatamente.

Ensayo de infectividad.as muestras humana, asi como los titulos infectivos
dializadas fueron tituladas por el método '09rados alinicio de cada etapa retada. Los
descrito anteriorment& se incluyé por titulos en el material inicial fueron de
cada placa de titulacién ademas de un control 6,81 hf_i,Sta 8,82 log con logaritmos de
celular un control de la cepa empleada para "educcion desde 4,74 hasta 6,90, joijo
el estudio. El ensayo de infectividad Se observé diferencias en la capacidad de
presenta un limite de deteccion dé30  inactivacion del VHS-1 entre las diferentes

DICT,/mL. etapas, que difieren entre si en la
Los factores de reduccion (FR) se concentracion de etanol y tiempo de accion.
calcularon por la formula: En la figura 2 se presentan las curvas

de inactivacion del virus en funcién del

MXT, tiempo y de la concentracion de etanol. La

1= ———— mayor inactivacion se obtiene desde los

X T, primeros minutos después de iniciada la

adicion de etanol; con posterioridad no es

donde: detectable la presencia de particulas virales

infectivas, con excepciéon de la etapa de
fraccionamiento con 10 % de etanol, que al
cabo de las 2 h aun se detecta virus
infeccioso.

PasteurizaciénlLa inactivacion de
VHS-1 por calentamiento durante 10 h en
solucion acuosa, se muestra en la tabla 1,
con una completa inactivacion del virus, y

V.= Wolumen inicial de la etapa.

T, = Concentracion viral al inicio de la etapa.
V,= Volumen al final de la etapa.

T,= Concentracion viral al final de la etapa.

El FR total de un proceso de produccién
es considerado como la suma de los factores

de ridurtl:.c[on df c(:ja}d? e?pa |nd|V|duag. se alcanzan rapidamente valores menores
nalisis estadisticorara comprobar oo ¢ |imite de deteccion del sistema

la confiabilidad y precisién de las (10-*'DICT,/mL).
titulaciones y del calculo del factor de En la fisgura 3 esta representada la

reduccion, se determiné el intervalo de - 4tica de inactivacion del VHS-1 a 60 °C

confianza al 95 % para la media de los 3 en- 4 rante 10 h: a los 30 min después de estar
sayos e intraensayos, tomandose en cuentd, albamina humana a 60 °C en los 3 retos

la varianza estimada. no se detecta virus infeccioso.
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TABLA 1. Efectividad del etanol y de la pasteurizacion en la inactivacion del VHS-1 en
el proceso de fabricacion de albiimina humana

Efecto citopatico (log, )

Fraccion de Método de FR
plasma retada inactivacion Carga viral etapas
Plasma Etanol 20 % 6,81 4,91
Sobrenadante | + 1 + Il Etanol 40 % 7,62 5,72
Sobrenadante IV Etanol 40 % pH 4,7 8,82 6,90
Pasta V (restituida) Etanol 10 % 7,67 4,74
Sobrenadante 10 % Etanol 40 % 7,45 5,57
Pasteurizacién 60°C10h 7,12 5,22
Factor de reduccién
Total 33,06
o ECT 50/mML

N

1 " Limite de deteccion

I I I I I [ [ I I
CVvI 0 15 30 60 120 240 360 480
Tiempo (min)

FIG.2. Inactivacién del VHS-1en CVI: carga viral inicial

las etapas de fraccionamiento

alcohdlico del proceso de
producéién de ,,; albumina ¢ ETOH 20 % (6 h) ® ETOH 40 % (8 h) & ETOH 40 % pH 4,7

humana. + ETOH 10 % (2 h) ¢ ETOH 40 % (2 h)
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0 I I I I I I [ I

cv 0 30 60 120 240 360 480 600 FIG.3. Cinética de inactivacion
del VHS-1 en la etapa de

Tiempo (min) o
o pasteurizacion (60°C, 10 h) del
CVI: carga viral inicial proceso productivo de la
¢ Reto1l B Reto2 aReto 3 albumina humana 20 %.
Inactivacion del VHS-1 en el proceso de Remocién del VHS-1 por DEAE
obtencion de IgG im/iv Sephadex A-50 en la purificacién de las

inmunoglobulinas.Se determiné la

Fraccionamiento alcohdlicd_a tabla capacidad de remocion viral del paso
2 muestra los resultados del efecto del cromatografico antes y después de la
etanol sobre la infectividad del VHS-1 adsorcion con DEAE, Sephadex A-50,
durante el proceso de purificacién de las lograndose 2,12 logaritmos de reduccion de
IgG, los titulos infectivos obtenidos al inicio  la carga viral (tabla 2), pero esta etapa no es
de cada etapa, asi como los factores decapaz de remover todo el virus infeccioso.
reduccién totales.

Se obtuvieron titulos infectivos en el
material inicial de 6,76 hasta 8,17 Jogon Factores de reduccion totales
factores de reduccién desde 4,86 hasta
6,27 log,, Los 27,84 logaritmos de reduccion son

La cinética de inactivacion del VHS-1 obtenidos por el fraccionamiento
en funcién del tiempo y de la concentracion alcohdlico del proceso de produccion de
de etanol son representadas en la figura 4;albumina, lo que sumado con el factor de
obsérvese una marcada disminucion de la reduccién aportado por la pasteurizacion,
infectividad viral, la cual no es dependiente se alcanza un FR total de 33,06 |og
de la concentracién de etanol empleada en En el proceso de obtencion de las
estas etapas, ni del tiempo de accion de ésteinmunoglobulinas se alcanzé un FR total
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TABLA 2. Efectividad del etanol y de la cromoatografia de interambio iénico (ClI)
en la inactivacién y remociién del VHS-1 en el proceso de fabricacion de las

inmunoglobulinas (im/iv)

Fraccién de Método de Efecto citopatico (log, )
plasma retada inactivacion Carga viral FR etapas
Plasma Etanol 20 % 7,0 491
Pasta l+I1+lll Etanol 15 % 6,76 4,86
(restituida)
Sobranadante I+11l Etanol 25 % 8,17 6,27
cl Remocién por
Sephadex A-50 6,11 2,12
Factor de reduccion
Total 18,16
DICT 55/mL

9—

8 —4

7 —

6 —]

5—

4 J—

3—

2 __|

. B - .
1] Limite de deteccion
0
I I I I I I I
CVI 0 15 30 60 120 240 360
FIG.4. Inactivacion del VHS-1 en Tiempo (min)

las etapas de fraccionamiento
alcohdlico del proceso de
produccion de las IgG iml/iv.

de 18,16 log, al sumar los 16,04 logque
aporta el fraccionamiento alcoholico y los
2,12 log, de la cromatografia de intercambio
iénico.

DISCUSION

La transmision de herpesvirus
humanos por productos derivados de la
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¢ ETOH 20 % (6 h)

CVI: carga viral inicial

= ETOH15% (1h) 4 ETOH 25 % (2h)

sangre no ha sido reportada; el proceso de
fabricacion basado en el fraccionamiento
alcohdlico ofrece una alta seguridad en la
inactivacion de herpesvirus, y es conocida
la susceptibilidad de esta familia viral a los
solventes lipidicos, pH extremos y al calor,
de ahi que nuestros resultados coincidan
con el de otros estudios en cuanto a los
altos valores de reduccién obtenidds.



Los métodos cromatogréaficos
contribuyen a la remocién viral; en

pudiera estar presente en una persona
infectada alcanza valores de entreyl0C

dependencia de la técnica utilizada, se han particulas virales por mililitros de plasma,

reportado valores de reduccion entre 2,2 y
5,11 log, para VHS-12*2

Nuestros estudios muestran una
marcada disminucion de la infectividad viral
en la purificacion de la albumina humana,
con factores de reduccion de 27 |ggla
pasteurizacién aporta 5 logaritmos de
reduccién adicionales al proceso, lo que
garantiza la no presencia de virus infectivos
en el producto final; resultados similares
han sido reportados por otros investiga-
dorest0oi14

En el caso de las inmunoglobulinas se
ha hecho un mayor énfasis en estos
estudios por su uso en personas
inmunodeprimidadiechtelmuller y otrd$
reportaron de 23 a 27 logaritmos de
reduccion para virus herpes, incluyendo
pasos de inactivacion introducidos al final
del proceso. En nuestro estudio obtuvimos
valores de reduccién de 18 logaritmos
incluyendo la cromatografia de intercambio
iénico.

La transmision del virus de la hepatitis
B por el uso de hemoderivados contami-
nados constituy6 un problema de salud en
el pasado, lo que ha ido mejorando con la
utilizacion de métodos de pesquisaje a nivel
de banco con una mayor sensibilidad, y la
introduccion de métodos de inactivacion
en los procesos de fabricaci6rgin
embargo, la concentracion de virus que

lo que pudiera en un momento determinado
contaminar el lote de plasma, y se han
recomendado niveles de inactivacion
superiores a 8 log para lograr una
adecuada seguridad al producto fitfal.

En el FR total del proceso de
produccion de las inmunoglobulinas se toma
en cuenta el FR aportado por la etapa de
cromatografia de intercambio i6nico, pues
aunque ésta no es capaz de remover todo el
virus infeccioso, si obtiene més de 1 log de
reduccion de la carga viral, y segun la OMS
y las normas de la CEE, se pueden tener en
cuenta en el nivel de seguridad del proceso
de produccién; pero no se considera una
etapa segura, éstas sélo se consideran asi
si aportan mas de 3 log de reduccién de la
carga viraf*'

Los valores de reduccion acumulativos
totales (albdmina 33,06 lgge inmunoglo-
bulinas 18,16 log) en sus procesos de
fabricacion, son mayores en varias
magnitudes que la carga viral que pudiera
estar presente en un lote de plasma, y muy
superiores aun al valor de reduccién tedrico
de 12 logaritmos reportado como eficaz para
la inactivacién de virus en un proceso, lo
cual aporta un gran rango de seguridad a
los pacientes que por el uso de la alblmina
humana y las inmunoglobulinas
intravenosa e intramuscular no tienen riesgo
de infectarse con virus ADN envueltos.

SUMMARY

Inactivation of human herpes simplex virus | asa model of enveloped DNA virus
was studied in the stages of production of intramuscular/ intravenous

inmunoglobulins and human albumin,

in the phases of alcohol fractionation for

obtaining these products, and in the methods of removal and/or inactivation
implemented in manufacture, pasteurization and ion - exchange chromatography.
The virus was quantified by cytophatic effects. The cumulative reduction values
reported in this paper proved that the use of alcohol fractionation in Cuba, as a
variant of Cohn - Oncley method, combined with removal/inactivation procedures
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resulted in enveloped DNA virus inactivation assuring high biological safety for
albumin and immunoglobulins for their use in human beings.

Subject headingsDNA, VIRAL; HERPES VIRUS 1, HUMAN; SERUM ALBU-
MIN, IMMUNOGLOBULINS; DRUG COMPOUNDINGS.
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