
Rev Cubana Farm 1999;33(2):89-97

Laboratorio de Investigaciones de SIDA

INACTIVACION DE VIRUS ADN ENVUELTOS
EN LA PRODUCCIÓN DE HEMODERIVADOS
(ALBÚMINA E INMUNOGLOBULINAS)

Ignacio Juan Ruibal Brunet,1 Enrique Noa Romero,2 Regina Zonia Martín
García,3 Nibaldo Luis González Sosa4 y Ana Teresa Ramírez Mas5

RESUMEN

Se estudió la inactivación del virus herpes simple humano tipo 1 como modelo de
virus ADN envueltos, durante las etapas de producción de las inmunoglobulinas
intramuscular e intravenosa y la albúmina humana, las etapas del método de
fraccionamiento alcohólico para la obtención de estos productos, así como los
métodos de remoción y/o inactivación introducidos en el proceso de manufactura,
pasteurización y cromatografía de intercambio iónico. El virus se cuantificó por
efecto citopático. La obtención de valores de reducción acumulativos reportados
en este trabajo demuestran que el método de fraccionamiento alcohólico utilizado
en Cuba como variante del método de Cohn-Oncley, combinando métodos de
inactivación/remoción, produce un nivel de inactivación de virus ADN envueltos
que garantiza una alta seguridad biológica de estos productos para su uso en
humanos.

Descriptores DeCS: ADN VIRAL; HERPES VIRUS 1 HUMANO; ALBUMINA
SERICA; INMUNOGLOBULINAS; COMPOSICION DE MEDICAMENTOS.
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Los hemoderivados son fabricados 
partir de la sangre humana, considera
como una fuente de materia prima variab
con respecto a la contaminación vira
porque no existe un total control sobre lo
virus contaminantes, por lo que ha sid
necesario conocer el nivel de inactivació
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viral de los procesos de fabricación de lo
derivados sanguíneos, para lo que se ha
utilizado diferentes modelos virales, entre
los que se incluyen los herpesvirus com
modelo de virus ADN envueltos.1,2

La familia Herpesviridae está formada
por un grupo de virus con amplia
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diseminación en la naturaleza; se h
reportado la transmisión de ellos a trav
de la sangre y órganos trasplantados.3 La
seroprevalencia de estos virus en 
población humana adulta es muy alta, 
que hace ilógico el pesquisaje d
anticuerpos a nivel de bancos de sangre

El virus de la hepatitis B (VHB) es un
virus ADN-envuelto que no se ha podid
cultivar y se han utilizado los herpesviru
como modelos para los estudios d
inactivación. A pesar de que el VHB pued
ser detectado en el donante mediante
detección del antígeno de superficie, exis
el riesgo de contaminación en la fabricació
de los hemoderivados.4

La obtención de la albúmina humana
las inmunoglobulinas intramuscular 
intravenosa (IgG im/iv) se fundamenta e
una variante tecnológica del método d
Cohn-Oncley basado en el fraccionamien
de las proteínas del plasma utilizando 
etanol.5,6

La importancia de estos producto
biológicos en el campo de la hemoterap
clínica ha hecho necesario medir l
capacidad de inactivación o remoción vira
de las diferentes etapas de fabricación, 
como de los métodos de inactivació
introducidos deliberadamente en l
producción, teniendo en cuenta además 
limitaciones de los estudios de pesquisa
a nivel de banco.1,2

El objetivo de este trabajo es conoce
la capacidad de inactivación/remoción d
virus herpes simple humano tipo 1 (VHS-1
modelo de virus ADN envueltos, en lo
procesos de producción de las IgG im/iv
la albúmina humana purificada.

MÉTODOS

Colección y características de
plasma. La mezcla de plasma utilizado en e
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estudio de inactivación se preparó a par
de 15 donaciones de sangre de diferent
bancos de sangre de Cuba. Cada donac
fue negativa para antígeno de superficie d
virus de la hepatitis B (Ag

s
 VHB), no

reactivo para anticuerpos al virus de l
inmunodeficiencia humana tipo 1 y 2 (VIH-
-1 y VIH-2) y al virus de la hepatitis C (VHC),
y negativo a pruebas de neutralización d
anticuerpos al VHS-1.

Fraccionamiento del plasma. Se
utilizó el método de fraccionamiento
alcohólico de Cohn modificado por Cádiz
A y otros,7 para el proceso de purificación
de albúmina humana e IgG im/iv. Los
estudios se realizaron a pequeña esca
de acuerdo con el esquema tecnológic
(fig. 1).

Sistema virus-célula. La cepa de VHS-1
se propagó en la línea de celular de riñón 
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 µg/mL de
gentamicina (Pharmacia), incubada a 37 °
en atmósfera húmeda, con 5 % de CO

2
.

El virus se inoculó a una multiplicidad
de infección de 1 (MOI=1), y se cosechó 
las 72 pos-infección; posterior a la alícuot
se almacenó a 85 °C.

Titulación del inóculo viral. La
infectividad viral se realizó por un método
de microtitulación en placas de 96 pozos8

Las células se inocularon con dilucione
seriadas del inóculo viral resuspendidas  e
medio MEM suplementado.

Se efectuaron 6 réplicas de cad
dilución y un control celular fue establecido
La prueba se incubó a 37 °C en atmósfe
húmeda durante 5 d, con un cambio d
medio al 3er d. La producción viral se
cuantificó por efecto citopático (ECP) de
formación de sincicios o muerte celula
aislada.

Los cálculos de la dosis infectiva medi
de cultivo de tejido (DICT50/mL) se realizó
0



FIG.1. Proceso de producción de la albúmina humana y las inmunoglobulinas.

Plasma
                 Etanol 20 %

          6 h

Sobrenadante I+II+III
                      Etanol 40 %

           8 h

Sobrenadante IV
                        Etanol 40 %
                      pH bajo (4,7)

             4 h

Pasta V
                        Etanol 10 %

                  2 h

Sobrenadante 10 %
                     Etanol 40 %

               2 h

Albúmina
                       Pasteurización
                      60 C, 10 h

Albúmina humana

o

Pasta I+II+III
                            Etanol 15 %

           1 h

Sobrenadante I+III
                          Etanol 25 %

             2 h

Inmunoglobulina
             CII

Inmunoglobulinas
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Sephadex A-50
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r
la
 a

l
e
t

s

a
n

n
s

con la utilización del  ECP, y se definió po
el método de Reed y Muench, como 
cantidad del inóculo viral capaz de matar
50 % de los cultivos.9

Estudio de la inactivación/remoción
viral. Las etapas retadas durante 
purificación de albúmina humana 
inmunoglobulinas son resaltadas median
flechas en la figura 1. Los estudios 
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realizaron por triplicado y bajo las
condiciones descritas anteriormente. Cad
etapa se desafió con una alta concentració
de virus.

Se realizaron estudios cinéticos de
inactivación durante el fraccionamiento
alcohólico y la pasteurización; se tomaron
2 muestras antes y después de la adició
del virus. En la etapa de purificación de la
1
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inmunoglobulinas por Sephadex A-50 s
determinó la carga viral antes y despu
del proceso.

Las muestras obtenidas de esta
etapas se dializaron toda la noche con
solución salina 0,9 % a 4 °C, com
probándose la no presencia de etan
mediante ensayos cualitativos; las muestr
se filtraron y se midió la infectividad viral
inmediatamente.

Ensayo de infectividad. Las muestras
dializadas fueron tituladas por el métod
descrito anteriormente;8,9 se incluyó por
cada placa de titulación además de un cont
celular un control de la cepa empleada pa
el estudio. El ensayo de infectividad
presenta un límite de detección de 101.301

DICT50/mL.
Los factores de reducción (FR) s

calcularon por la fórmula:2

                                   V1 x T1

                   10FR =
                                   V2 x  T2

donde:

V
1
 = Volumen inicial de la etapa.

T
1
 = Concentración viral al inicio de la etapa

V2 = Volumen al final de la etapa.
T

2
 = Concentración viral al final de la etapa

El FR total de un proceso de producció
es considerado como la suma de los facto
de reducción de cada etapa individual.

Análisis estadístico. Para comprobar
la confiabilidad y precisión de las
titulaciones y del cálculo del factor de
reducción, se determinó el intervalo d
confianza al 95 % para la media de los 3 e
sayos e intraensayos, tomándose en cue
la varianza estimada.
9
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RESULTADOS

Inactivación del VHS-1 en el proceso de
obtención de albúmina

Fraccionamiento alcohólico. La tabla
1 muestra el efecto del etanol sobre la
infectividad del VHS-1 en el fraccionamiento
del plasma para obtener la albúmina
humana, así como los títulos infectivos
logrados al inicio de cada etapa retada. Lo
títulos en el material inicial fueron de
6,81 hasta 8,82 log

10
, con logaritmos de

reducción desde 4,74 hasta 6,90 log
10

. No
se observó diferencias en la capacidad d
inactivación del VHS-1 entre las diferentes
etapas, que difieren entre sí en la
concentración de etanol y tiempo de acción

En la figura 2 se presentan las curvas
de inactivación del virus en función del
tiempo y de la concentración de etanol. La
mayor inactivación se obtiene desde los
primeros minutos después de iniciada la
adición de etanol; con posterioridad no es
detectable la presencia de partículas virale
infectivas, con excepción de la etapa  de
fraccionamiento con 10 % de etanol, que a
cabo de las 2 h aún se detecta virus
infeccioso.

Pasteurización. La inactivación de
VHS-1 por calentamiento durante 10 h en
solución acuosa, se muestra en la tabla 1
con una completa inactivación del virus, y
se alcanzan rápidamente valores menore
que el límite de detección del sistema
(101.301 DICT50/mL).

En la figura 3 está representada la
cinética de inactivación del VHS-1 a 60 °C
durante 10 h; a los 30 min después de esta
la albúmina humana a 60 °C en los 3 retos
no se detecta virus infeccioso.
2



TABLA 1. Efectividad del etanol y de la pasteurización en la inactivación del VHS-1 en

el proceso de fabricación de albúmina humana

                                                                                                        Efecto citopático (log
10

)

Fracción de                              Método de                                                                   FR

plasma retada                         inactivación                  Carga viral                     etapas

Plasma Etanol 20 % 6,81 4,91

Sobrenadante I + II + III 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

Pasteurización 60 °C 10 h 7,12 5,22

Factor de reducción

Total 33,06

FIG.2. Inactivación del VHS-1 en
las etapas de fraccionamiento
alcohólico del proceso de
producción de la albúmina
humana.
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FIG.3. Cinética de inactivación
del VHS-1 en la etapa de
pasteurización (60 °C, 10 h) del
proceso productivo de la
albúmina humana 20 %.

CVI        0          30         60        120       240       360      480      600
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Inactivación del VHS-1 en el proceso d
obtención de IgG im/iv

Fraccionamiento alcohólico. La tabla
2 muestra los resultados del efecto d
etanol sobre la infectividad del VHS-
durante el proceso de purificación de l
IgG, los títulos infectivos obtenidos al inici
de cada etapa, así como los factores
reducción totales.

Se obtuvieron títulos infectivos en e
material inicial de 6,76 hasta 8,17 log

10
, con

factores de reducción desde 4,86 ha
6,27 log

10
.

La cinética de inactivación del VHS-
en función del tiempo y de la concentració
de etanol son representadas en la figura
obsérvese una marcada disminución de
infectividad viral, la cual no es dependien
de la concentración de etanol empleada
estas etapas, ni del tiempo de acción de é
94
e

;

e.

Remoción del VHS-1 por DEAE
Sephadex A-50 en la purificación de las
inmunoglobulinas. Se determinó la
capacidad de remoción viral del paso
cromatográfico antes y después de l
adsorción con DEAE, Sephadex A-50,
lográndose 2,12 logaritmos de reducción d
la carga viral (tabla 2), pero esta etapa no e
capaz de remover todo el virus infeccioso

Factores de reducción totales

Los 27,84 logaritmos de reducción son
obtenidos por el fraccionamiento
alcohólico del proceso de producción de
albúmina, lo que sumado con el factor de
reducción aportado por la pasteurización
se alcanza un FR total de 33,06 log

10
.

En el proceso de obtención de las
inmunoglobulinas se alcanzó un FR tota



TABLA 2. Efectividad del etanol y de la cromoatografía de interambio iónico (CII)
en la inactivación y remociión del VHS-1 en el proceso de fabricación de las
inmunoglobulinas (im/iv)

Fracción de                          Método de                          Efecto citopático (log
10

)
plasma retada                      inactivación                 Carga viral                   FR etapas

Plasma Etanol  20 % 7,0 4,91
Pasta I+II+III Etanol 15 % 6,76 4,86
(restituida)
Sobranadante I+III Etanol  25 % 8,17 6,27
CII Remoción por

Sephadex A-50 6,11 2,12

Factor de reducción
Total 18,16

FIG.4. Inactivación del VHS-1 en
las etapas de fraccionamiento
alcohólico del proceso de
producción de las IgG im/iv.
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de 18,16 log
10
, al sumar los 16,04 log

10
 que

aporta el fraccionamiento alcohólico y lo
2,12 log

10
 de la cromatografía de intercamb

iónico.

DISCUSIÓN

La transmisión de herpesviru
humanos por productos derivados de
95
sangre no ha sido reportada; el proceso 
fabricación basado en el fraccionamient
alcohólico ofrece una alta seguridad en 
inactivación de herpesvirus, y es conocid
la susceptibilidad de esta familia viral a lo
solventes lipídicos, pH extremos y al calo
de ahí que nuestros resultados coincida
con el de otros estudios en cuanto a lo
altos valores de reducción obtenidos.10,11
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Los métodos cromatográficos
contribuyen a la remoción viral; en
dependencia de la técnica utilizada, se h
reportado valores de reducción entre 2,2
5,11 log

10
 para VHS-1.12,13

Nuestros estudios muestran un
marcada disminución de la infectividad vira
en la purificación de la albúmina humana
con factores de reducción de 27 log

10
 y la

pasteurización aporta 5 logaritmos d
reducción adicionales al proceso, lo qu
garantiza la no presencia de virus infectivo
en el producto final; resultados similare
han sido reportados por otros investiga
dores.10,11,14

En el caso de las inmunoglobulinas s
ha hecho un mayor énfasis en esto
estudios por su uso en persona
inmunodeprimidas. Diechtelmuller y otros11

reportaron de 23 a 27 logaritmos d
reducción para virus herpes, incluyend
pasos de inactivación introducidos al fina
del proceso. En nuestro estudio obtuvim
valores de reducción de 18 logaritmo
incluyendo la cromatografía de intercambi
iónico.

La transmisión del virus de la hepatiti
B por el uso de hemoderivados contam
nados constituyó un problema de salud 
el pasado, lo que ha ido mejorando con 
utilización de métodos de pesquisaje a niv
de banco con una mayor sensibilidad, y 
introducción de métodos de inactivació
en los procesos de fabricación.4 Sin
embargo, la concentración de virus qu
96
n

l

pudiera estar presente en una person
infectada alcanza valores de entre 106 y 108

partículas virales por mililitros de plasma,
lo que pudiera en un momento determinad
contaminar el lote de plasma, y se han
recomendado niveles de inactivación
superiores a 8 log

10
 para lograr una

adecuada seguridad al producto final.1,4

En el FR total del proceso de
producción de las inmunoglobulinas se tom
en cuenta el FR aportado por la etapa d
cromatografía de intercambio iónico, pues
aunque ésta no es capaz de remover todo
virus infeccioso, si obtiene más de 1 log de
reducción de la carga viral, y según la OMS
y las normas de la CEE, se pueden tener e
cuenta en el nivel de seguridad del proces
de producción; pero no se considera un
etapa segura, éstas sólo se consideran 
si aportan más de 3 log de reducción de l
carga viral.12,15

Los valores de reducción acumulativos
totales (albúmina 33,06 log

10
 e inmunoglo-

bulinas 18,16 log
10

) en sus procesos de
fabricación, son mayores en varias
magnitudes que la carga viral que pudier
estar presente en un lote de plasma, y mu
superiores aún al valor de reducción teóric
de 12 logaritmos reportado como eficaz par
la inactivación de virus en un proceso, lo
cual aporta un gran rango de seguridad 
los pacientes que por el uso de la albúmin
humana y las inmunoglobulinas
intravenosa e intramuscular no tienen riesg
de infectarse con virus ADN envueltos.
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SUMMARY

Inactivation of human herpes simplex virus I asa model of enveloped DNA viru
was studied in the stages of production of intramuscular/ intravenou
inmunoglobulins and human albumin, in the phases of alcohol fractionation f
obtaining these products, and in the methods of removal and/or inactivati
implemented in manufacture, pasteurization and ion - exchange chromatograp
The virus was quantified by cytophatic effects. The cumulative reduction valu
reported in this paper proved that the use of alcohol fractionation in Cuba, a
variant of Cohn - Oncley method, combined with removal/inactivation procedur
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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 headings: DNA, VIRAL; HERPES VIRUS 1, HUMAN; SERUM ALBU-
MIN, IMMUNOGLOBULINS; DRUG COMPOUNDINGS.
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