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Öåëü èññëåäîâàíèÿ çàêëþ÷àëàñü â îöåíêå ýôôåêòèâíîñòè óäàëåíèÿ íóêëåèíîâûõ êèñëîò (ÍÊ) âèðóñîâ ãåïàòèòîâ Â
(ÂÃÂ), Ñ (ÂÃÑ) è ïàðâîâèðóñà Â19 (Â19V) èç ôðàêöèé ïëàçìû, ïîëó÷åííûõ ìåòîäîì ñïèðòîâîãî ðàçäåëåíèÿ. Èññëåäî-
âàíèÿ âûïîëíåíû â ìîäåëüíîì ýêñïåðèìåíòå ïóòåì ôðàêöèîíèðîâàíèÿ â ëàáîðàòîðíûõ óñëîâèÿõ íîðìàëüíîãî ïóëà
äîíîðñêîé ïëàçìû, êîíòàìèíèðîâàííîãî âèðóññîäåðæàùèìè îáðàçöàìè. Óñòàíîâëåíî, ÷òî ìíîãîñòàäèéíûé ïðî-
öåññ âûäåëåíèÿ ôðàêöèè II, ïðåäíàçíà÷åííîé äëÿ ïîëó÷åíèÿ èììóíîãëîáóëèíà G, îáåñïå÷èâàë ýëèìèíàöèþ ÍÊ ÂÃÂ
è ÂÃÑ äî íåîïðåäåëÿåìîãî ìåòîäîì ÏÖÐ óðîâíÿ, ïðè ýòîì ñóììàðíûé ôàêòîð ðåäóêöèè ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíîé
ïëàçìîé ñîñòàâèë äëÿ ÄÍÊ ÂÃÂ >5,35 lg, ÐÍÊ ÂÃÑ >4,84 lg. Ôàêòîð ðåäóêöèè ÄÍÊ Â19V áûë íà óðîâíå 4,56 lg (CI
4,49–4,63). Ïðè ïîëó÷åíèè ôðàêöèè V (äëÿ àëüáóìèíà) ôàêòîð ðåäóêöèè èññëåäóåìûõ âèðóñîâ áûë >3,0 lg, ÷òî â ñî-
âîêóïíîñòè ñ äîïîëíèòåëüíûìè ñòàäèÿìè î÷èñòêè îáåñïå÷èâàåò íàäåæíûé óðîâåíü áåçîïàñíîñòè. Ïðè âûäåëåíèè
ôðàêöèè I ýôôåêòèâíîñòü ýëèìèíàöèè ÄÍÊ ÂÃÂ è ÄÍÊ Â19V áûëà ìåíåå 2, ÐÍÊ ÂÃÑ – ìåíåå 3 ïîðÿäêîâ, ÷òî íåäîñòà-
òî÷íî, ÷òîáû ïðèçíàòü ñòàäèþ íàäåæíîé. Ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîäòâåðæäåíî, ÷òî ïðè âûñîêîì ðèñêå êîíòàìèíàöèè
ïðîèçâîäñòâåííûõ ïóëîâ ïàðâîâèðóñîì Â19 äîïîëíèòåëüíûå ìåðû áåçîïàñíîñòè íåîáõîäèìû, âêëþ÷àÿ îáÿçàòåëü-
íîå èññëåäîâàíèå ïëàçìû íà ÄÍÊ Â19V. Â öåëîì, ïðè ðàçðàáîòêå ïîëíîãî öèêëà ïðîèçâîäñòâà ïðåïàðàòîâ èç ïëàç-
ìû êðîâè äîíîðîâ áàçîâûé ïðîöåññ ñïèðòîâîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ íåîáõîäèìî äîïîëíÿòü âàëèäèðîâàííûìè ñòà-
äèÿìè èíàêòèâàöèè è ýëèìèíàöèè âèðóñîâ ñ ó÷åòîì îñòàòî÷íîãî ðèñêà êîíòàìèíàöèè ñûðüÿ ïàòîãåííûìè àãåíòàìè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ïðåïàðàòû èç ïëàçìû êðîâè; ôðàêöèè ïëàçìû; âèðóñíàÿ áåçîïàñíîñòü; ñïèðòîâîå ôðàêöèîíè-
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ðåäóêöèè (RF).
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Ïðåïàðàòû èç ïëàçìû êðîâè ÷åëîâåêà îòíîñÿòñÿ ê êëàññó
âàæíåéøèõ ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ, èñïîëüçóåìûõ ÷àñòî
êàê åäèíñòâåííûé ñïîñîá ïðîôèëàêòèêè è òåðàïèè îïàñ-
íûõ äëÿ æèçíè çàáîëåâàíèé, îáóñëîâëåííûõ òðàâìàìè,
âðîæäåííûìè ïàòîëîãèÿìè, èììóíîëîãè÷åñêèìè íàðóøå-
íèÿìè è èíôåêöèÿìè. Ìíîãîëåòíèé îïûò ïðèìåíåíèÿ ýòèõ
ïðåïàðàòîâ â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå ñâèäåòåëüñòâóåò î âû-
ñîêîì óðîâíå èõ ýôôåêòèâíîñòè è áåçîïàñíîñòè. Îäíàêî
ðèñê ïåðåäà÷è èíôåêöèé, îñîáåííî âèðóñíûõ, ÿâëÿåòñÿ
îáùåé ïðîáëåìîé äëÿ âñåõ áèîëîãè÷åñêèõ ïðîäóêòîâ, èç-
ãîòîâëåííûõ èç ñûðüÿ ÷åëîâå÷åñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ
[1–3].

Âèðóñíîå çàãðÿçíåíèå ìîæåò âîçíèêíóòü èç-çà íàðó-
øåíèé â ïðîèçâîäñòâåííîì ïðîöåññå ïðè èñïîëüçîâàíèè
íåýôôåêòèâíûõ òåõíîëîãèé èëè íåñîáëþäåíèÿ ïðàâèë
íàäëåæàùåé ïðîèçâîäñòâåííîé ïðàêòèêè (GMP). Âåðîÿò-
íîñòü êîíòàìèíàöèè ñûðüÿ ñóùåñòâåííî óâåëè÷èâàåòñÿ
ïðè ôîðìèðîâàíèè áîëüøèõ ïóëîâ ïëàçìû, ÿâëÿþùèõñÿ
íåîáõîäèìûì óñëîâèåì ïðîèçâîäñòâà [3].

Â Ðîññèéñêîé Ôåäåðàöèè, êàê è â áîëüøèíñòâå ñòðàí
ìèðà, ñ öåëüþ ïðåäóïðåæäåíèÿ ïåðåäà÷è èíôåêöèé ïðè
ãåìîòðàíñôóçèÿõ ðàçðàáîòàíû è äåéñòâóþò íîðìàòèâíûå
äîêóìåíòû, ðåãóëèðóþùèå ðàáîòó â îáëàñòè çàãîòîâêè,
êîíòðîëÿ è ïåðåðàáîòêè äîíîðñêîé ïëàçìû. Ïðè ïðîèç-
âîäñòâå ïðåïàðàòîâ êðîâè íåîáõîäèìî ãàðàíòèðîâàòü íå
òîëüêî ñîõðàíåíèå ñòðóêòóðû è ôóíêöèè áåëêîâ êðîâè, íî
òàêæå èñêëþ÷àòü êîíòàìèíàöèþ ÷óæåðîäíûìè àãåíòàìè è

îáåñïå÷èâàòü íàäåæíûé óðîâåíü ðåäóêöèè ïàòîãåííûõ
àãåíòîâ [4].

Ìåòîä ôðàêöèîíèðîâàíèÿ äîíîðñêîé ïëàçìû ýòèëî-
âûì ñïèðòîì ñ÷èòàåòñÿ îñíîâíûì ïðè ïîëó÷åíèè ïðåïàðà-
òîâ èç ïëàçìû êðîâè è â ñî÷åòàíèè ñ ñîâðåìåííûìè òåõíî-
ëîãè÷åñêèìè ïðèåìàìè î÷èñòêè ïðèìåíÿåòñÿ áîëüøèíñò-
âîì ïðîèçâîäèòåëåé [1–3].

Öåëüþ íàñòîÿùåé ðàáîòû áûëî â ìîäåëüíîì ýêñïåðè-
ìåíòå îöåíèòü ýôôåêòèâíîñòü óäàëåíèÿ è ðàñïðåäåëåíèÿ
íóêëåèíîâûõ êèñëîò (ÍÊ) âèðóñîâ ãåïàòèòà Â (ÂÃÂ), ãåïà-
òèòà Ñ (ÂÃÑ) è ïàðâîâèðóñà Â19 (Â19V) â îñíîâíûõ ôðàêöè-
ÿõ ïëàçìû è îïðåäåëèòü âêëàä ïðîöåññà ñïèðòîâîãî ôðàê-
öèîíèðîâàíèÿ â ñóììàðíûé óðîâåíü ðåäóêöèè ïàòîãåíîâ è
áåçîïàñíîñòü ãîòîâûõ ëåêàðñòâåííûõ ôîðì.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Èññëåäîâàíèÿ áûëè âûïîëíåíû íà áàçå îòäåëåíèÿ ÍÂ-äè-
àãíîñòèêè öåõà äèàãíîñòè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ Íèæåãîðîä-
ñêîãî ôèëèàëà ÔÃÓÏ ÍÏÎ «Ìèêðîãåí» (ëèöåíçèÿ
¹ 77.99.03.001.Ë.000271.02.05).

Ìàòåðèàëû. Îáúåêòîì èññëåäîâàíèÿ áûëà ïëàçìà
äëÿ ôðàêöèîíèðîâàíèÿ, ïðåäñòàâëÿþùàÿ ñîáîé ïóë ïëàç-
ìû êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ, ïðîâåðåííûõ íà îòñóòñòâèå
ìàðêåðîâ ÂÃÂ, ÂÃÑ, Â19 V. Äëÿ êîíòàìèíàöèè èñïîëüçîâà-
ëè ñòàíäàðòíûå îáðàçöû (ÑÎ) ÄÍÊ ÂÃÂ, ÄÍÊ ïàðâîâèðóñà
Â19 è îòðàñëåâîé ñòàíäàðòíûé îáðàçåö (ÎÑÎ) ÐÍÊ ÂÃÑ
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42-28-366 (1)-11 Ï, ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé ëèîôèëèçèðî-
âàííóþ âèðóññîäåðæàùóþ ïëàçìó, àòòåñòîâàííóþ ïî ñî-
äåðæàíèþ ÍÊ âèðóñîâ îòíîñèòåëüíî ñòàíäàðòîâ ÂÎÇ (WHO
International Standard, 2nd Hepatitis B Virus (HBV) DNA
International Standard, NIBSC code: 97/750; WHO Interna-
tional Standard, 3rd Hepatitis C Virus (HCV) RNA International
Standard, NIBSC code: 60/100; 1st WHO International Refe-
rence Panel for Parvovirus B19 genotypes for NAT based
assays», NIBSC code: 09/110).

Èçãîòîâëåíî 10 ìîäåëüíûõ ïóëîâ îáúåìîì 250 ìë
êàæäûé ïóòåì îáúåäèíåíèÿ ðàâíûõ îáúåìîâ ïëàçìû êðî-
âè çäîðîâûõ äîíîðîâ (n = 999), êîíòàìèíèðîâàííûõ ðå-
êîíñòðóèðîâàííûìè ÑÎ è ÎÑÎ â îáúåìíîì ñîîîòíîøåíèè
1/5–1/20.

Ìåòîäû. Ìîäåëüíîå ôðàêöèîíèðîâàíèå îñóùåñòâëÿ-
ëè ïî ìîäèôèöèðîâàííîìó ìåòîäó Êîíà–Îíêëåÿ â ëàáîðà-
òîðíûõ óñëîâèÿõ ñ èñïîëüçîâàíèåì öåíòðèôóãè ñ îõëàæ-
äåíèåì Optima L-90K («Beckman Coulter», ÑØÀ). Â êîí-
òðîëüíûõ òî÷êàõ ìîäåëüíîãî ïðîöåññà èçìåðÿëè îáúåì
ïîëó÷åííûõ ôðàêöèé è îïðåäåëÿëè êîíöåíòðàöèþ ÍÊ âè-
ðóñîâ, èñïîëüçóåìûõ äëÿ êîíòàìèíàöèè.

Íà ïåðâîì ýòàïå âûäåëÿëè ôðàêöèþ I (îñàäîê À8),
ïðåäíàçíà÷åííóþ äëÿ ïîëó÷åíèÿ ôèáðèíîãåíà, ïðè êîí-
öåíòðàöèè ýòèëîâîãî ñïèðòà 8% è ðÍ ðàñòâîðà 7,0–7,2. Çà-
òåì ïðè êîíöåíòðàöèè ýòèëîâîãî ñïèðòà 26% è ðÍ 7,0–7,2
âûäåëÿëè ôðàêöèþ II+III (îñàäîê À) è ôðàêöèþ V (öåíòðè-
ôóãàò À). Ôðàêöèÿ V áûëà ïðåäíàçíà÷åíà äëÿ äàëüíåéøå-
ãî ïîëó÷åíèÿ àëüáóìèíà.

Îñàäîê À ïåðåîñàæäàëè â òåõ æå óñëîâèÿõ è ïîëó÷àëè
îñàäîê À1. Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ïðè êîíöåíòðàöèè ýòèëî-
âîãî ñïèðòà 17% è pH 5,3–5,4 ïîëó÷àëè ôðàêöèþ III (îñàäîê
Á), ñîäåðæàùóþ èììóíîãëîáóëèíû êëàññîâ G, À, Ì, �-ãëî-
áóëèíû.

Ïîñëå âûäåëåíèÿ îñàäêà Á öåíòðèôóãàò äîâîäèëè äî
pH 6,8 è îñàæäàëè 26% ýòèëîâûì ñïèðòîì, ïîëó÷àÿ îñà-
äîê Â (ôðàêöèþ II/î÷èùåííûé IgG). Ñõåìàòè÷íî ïðîöåññ
ñïèðòîâîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ïîêàçàí íà ðèñ. 1. Ïàðà-
ìåòðû ïðîöåññà äëÿ ëàáîðàòîðíîãî è ïðîèçâîäñòâåííîãî
ìàñøòàáîâ ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå 1.

Êîíöåíòðàöèþ ÄÍÊ ÂÃÂ, ÐÍÊ ÂÃÑ è ÄÍÊ Â19V â èñ-
ñëåäóåìûõ ïðîáàõ îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ïîëèìåðàçíîé
öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ) ñ äåòåêöèåé ðåçóëüòàòîâ â ðåæèìå

ðåàëüíîãî âðåìåíè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîììåð÷åñêèõ íà-
áîðîâ ïðîèçâîäñòâà ÔÁÓÍ ÖÍÈÈÝ Ðîñïîòðåáíàäçîðà
«ÀìïëèÑåíñ HCV/HBV/HIV-FL» (ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ ÐÍÊ
ÂÃÑ 100 ÌÅ/ìë, ÄÍÊ ÂÃÂ 50 ÌÅ/ìë), «ÀìïëèÑåíñ HCV-Ìî-
íèòîð-FL» (ëèíåéíûé äèàïàçîí èçìåðåíèÿ 300–
1000000 ÌÅ/ìë), «ÀìïëèÑåíñ HÂV-Ìîíèòîð-FL» (ëèíåé-
íûé äèàïàçîí èçìåðåíèÿ 150–1000000 ÌÅ/ìë), «Àìïëè-
Ñåíñ Parvovirus B19-FL» (ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ 360 ÌÅ/ìë;
ëèíåéíûé äèàïàçîí èçìåðåíèÿ 720–9000000 ÌÅ/ìë).
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Òàáëèöà 1. Êðèòè÷åñêèå ïàðàìåòðû ïðîöåññà ñïèðòîâîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ äëÿ öåëåâûõ ôðàêöèé ïëàçìû

¹ ï/ï Íàèìåíîâàíèå ôðàêöèè
Ïàðàìåòð ïðîöåññà

pH òåìïåðàòóðà, °Ñ óñëîâèÿ ðàçäåëåíèÿ îáúåì (ìàññà) Ì + m

1 Îñàäîê À8 Ï 6,5–8,0 ìèíóñ (2,0–3,0) Öåíòðèôóãèðîâàíèå (30–70 ë/÷) 15000 îá/ìèí 3,03 êã

Ì 6,8–7,2 ìèíóñ (3,0–5,0) Öåíòðèôóãèðîâàíèå 6000 îá/ìèí 30 ìèí 2,26 ã

2 Îñàäîê À /
Öåíòðèôóãàò À

Ï 7,0–7,2 ìèíóñ (2,0–10,0) Âûäåðæèâàíèå 1–5 ÷
Öåíòðèôóãèðîâàíèå (30–70 ë/÷) 15000 îá/ìèí

13,5 êã / 465 ë

Ì 7,0–7,2 ìèíóñ 10,0 Âûäåðæèâàíèå 1 ÷
Öåíòðèôóãèðîâàíèå 6000 îá/ìèí 30 ìèí

11,85 ã / 471,5 ìë

3 Îñàäîê À1 Ï 7,0–7,2 ìèíóñ (9,5–10,5) Âûäåðæèâàíèå 1–2 ÷
Öåíòðèôóãèðîâàíèå (30–70 ë/÷) 15000 îá/ìèí

12,0 êã

Ì 7,0–7,2 ìèíóñ 10,0 Âûäåðæèâàíèå 0,5–1,0 ÷
Öåíòðèôóãèðîâàíèå 6000 îá/ìèí 30 ìèí

11,03 ã

4 Îñàäîê Â (IgG) Ï 6,6–6,8 ìèíóñ (9,5–10,5) Öåíòðèôóãèðîâàíèå (18–25 ë/÷) ïðè
15000–25000 îá/ìèí

3,7 êã

Ì 6,6–6,7 ìèíóñ 10,0 Öåíòðèôóãèðîâàíèå 6000 îá/ìèí 30 ìèí 3,94 ã

Ïðèìå÷àíèå. Ï — ïðîèçâîäñòâåííûé ïðîöåññ; Ì — ìîäåëüíûé ïðîöåññ.

Ðèñ. 1. Ñõåìà ñïèðòîâîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ äîíîðñêîé ïëàçìû.
Çâåçäî÷êîé (*) îòìå÷åíû òî÷êè îòáîðà ïðîá.



Âèðóñíóþ íàãðóçêó (VLÍÊ) îïðåäåëÿëè êàê ïðîèçâåäå-
íèå êîíöåíòðàöèè ÍÊ (C) íà îáúåì (ìàññó) èññëåäóåìîé
ôðàêöèè:

VLÍÊ = V (m) · C,

ãäå VLÍÊ — óðîâåíü âèðóñíîé íàãðóçêè, âûðàæåííûé â ÌÅ;
V(m) — îáúåì (ìë) èëè ìàññà (ã) ìàòåðèàëà, èñõîäíîãî
èëè ïîëó÷åííîãî íà ñòàäèÿõ ìîäåëüíîãî ôðàêöèîíèðîâà-
íèÿ; C — êîíöåíòðàöèÿ ÍÊ â èññëåäóåìîì ìàòåðèàëå
(ÌÅ/ìë (ã)) èëè àíàëèòè÷åñêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü òåñò-ñèñ-
òåìû, â ñëó÷àå ïîëó÷åíèÿ îòðèöàòåëüíîãî ðåçóëüòàòà òåñ-
òèðîâàíèÿ.

Óðîâåíü (ôàêòîð) ðåäóêöèè (RF ) îöåíèâàëè ïî äèíà-
ìèêå èçìåíåíèÿ âèðóñíîé íàãðóçêè (VLÍÊ) â öåëåâûõ ôðàê-
öèÿõ ïî îòíîøåíèþ ê èñõîäíîìó ïóëó. Äëÿ óäîáñòâà ñòàòè-
ñòè÷åñêîé îáðàáîòêè ðåçóëüòàòû âûðàæàëè â ëîãàðèôìè-
÷åñêîì ìàñøòàáå è ðàññ÷èòûâàëè ïî ôîðìóëå [2]:

RF = lgVLÍÊ(1) – lg VLÍÊ(n),

ãäå RF — ôàêòîð ðåäóêöèè; VLÍÊ(1) — óðîâåíü âèðóñíîé
íàãðóçêè ÍÊ â èñõîäíîì ìàòåðèàëå; VLÍÊ(n) — óðîâåíü âè-
ðóñíîé íàãðóçêè ÍÊ â ìàòåðèàëå, ïîëó÷åííîì íà èññëå-
äóåìîé ñòàäèè.

Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó äàííûõ ïðîâîäèëè ñ ïðè-
ìåíåíèåì ïðîãðàììíîãî îáåñïå÷åíèÿ Microsoft Excel.
Àíàëèç äàííûõ ïî âûáîðêå ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ñðåäíå-
ãî çíà÷åíèÿ ïðè äîâåðèòåëüíîì èíòåðâàëå (confidence
interval, CI) 95%.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â îñíîâå ìåòîäîëîãèè íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ëåæèò
äîáàâëåíèå â ïóë ïëàçìû çäîðîâûõ äîíîðîâ âèðóññîäåð-
æàùåãî ìàòåðèàëà è îöåíêà óðîâíÿ ðåäóêöèè íà êàæäîé
ñòàäèè ïðè âîñïðîèçâåäåíèè òåõíîëîãèè â ëàáîðàòîðíîì
ìàñøòàáå.

Îïòèìàëüíî äëÿ êîíòàìèíàöèè èñïîëüçîâàòü ìîäåëü-
íûå âèðóñû, ðåêîìåíäîâàííûå ÂÎÇ, è ìåòîäû äåòåêöèè,
ïîçâîëÿþùèå îöåíèâàòü èíôåêöèîííîñòü â îïûòàõ in vitro
íà êóëüòóðå êëåòîê èëè in vivo íà ëàáîðàòîðíûõ æèâîòíûõ
[2, 5, 6]. Îäíàêî âèðóñîëîãè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ÿâëÿþò-
ñÿ òðóäîåìêèìè è äîðîãîñòîÿùèìè. Ó÷èòûâàÿ ìåõàíèçì
äåéñòâèÿ ñïèðòîâîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ, íàì ïðåäñòàâëÿ-
ëîñü öåëåñîîáðàçíûì ïðèìåíèòü äëÿ ýòîé öåëè äîñòóï-
íûé ìåòîä ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè, ïîçâîëÿþùèé
êîíòðîëèðîâàòü ýôôåêòèâíîñòü ýëèìèíàöèè íóêëåèíîâûõ
êèñëîò âèðóñîâ [5, 7].

Âûáîð âèðóñîâ äëÿ âûïîëíåíèÿ èññëåäîâàíèé áûë
ñäåëàí, èñõîäÿ èç ðèñêà îñòàòî÷íîãî çàãðÿçíåíèÿ ïðîèç-
âîäñòâåííûõ ïóëîâ, êîòîðûé äëÿ ÂÃÂ è ÂÃÑ îöåíèâàþòñÿ
êàê îòíîñèòåëüíî âûñîêèé, à äëÿ Â19V êàê î÷åíü âûñîêèé.
Ââåäåíèå îáÿçàòåëüíîãî òåñòèðîâàíèÿ äîíîðñêîé ïëàçìû
íà ìàðêåðû âèðóñîâ ãåïàòèòîâ Â è Ñ ìåòîäîì ÏÖÐ ïîçâî-
ëèëî ñóùåñòâåííî ñíèçèòü âåðîÿòíîñòü êîíòàìèíàöèè ñû-
ðüÿ äàííûìè ïàòîãåíàìè, ïðè ýòîì âîçìîæíûé óðîâåíü

âèðóñíîé íàãðóçêè â ïðîèçâîäñòâåííûõ ïóëàõ íå ìîæåò
ïðåâûøàòü 101–102 ÌÅ/ìë [3]. Â òî æå âðåìÿ îòñóòñòâèå
ñêðèíèíãà äîíàöèé íà ÄÍÊ Â19V ïðèâîäèò ê òîìó, ÷òî âå-
ðîÿòíîñòü çàãðÿçíåíèÿ ïðîèçâîäñòâåííûõ ïóëîâ ïàðâîâè-
ðóñîì Â19 äîñòèãàåò 60%, à êîíöåíòðàöèÿ ÍÊ â îòäåëüíûõ
ïóëàõ ìîæåò äîñòèãàòü 106–108 ÌÅ/ìë [8].

Õàðàêòåðèñòèêà è ñâîéñòâà âèðóñîâ, èñïîëüçóåìûõ
äëÿ ìîäåëüíûõ ýêñïåðèìåíòîâ, óêàçàíû â òàáëèöå 2.

Ðåçóëüòàòû ðàñïðåäåëåíèÿ íóêëåèíîâûõ êèñëîò âî
ôðàêöèÿõ ïëàçìû, ïîëó÷åííûõ íà ðàçíûõ ýòàïàõ ñïèðòî-
âîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ, ïðåäñòàâëåíû â òàáëèöå 3. Â îò-
äåëüíûõ ôðàêöèÿõ âûÿâëåíî ïîâûøåíèå êîíöåíòðàöèè
âèðóñíîãî ãåíîìà â àáñîëþòíîì çíà÷åíèè. Îäíàêî ýòè
äàííûå íå ïîçâîëÿþò îáúåêòèâíî ñóäèòü î ïðîöåññå, òàê
êàê ïðè ôðàêöèîíèðîâàíèè ïëàçìû êðîâè ïðîèñõîäèò èç-
ìåíåíèå îáúåìà ôðàêöèé çà ñ÷åò ðàçáàâëåíèÿ èëè êîí-
öåíòðèðîâàíèÿ èñõîäíîãî ìàòåðèàëà. Ïîýòîìó ðåçóëüòàòû
îöåíèâàëè ïî óðîâíþ ðåäóêöèè (RF) ñ ó÷åòîì ñóììàðíîé
âèðóñíîé íàãðóçêè â èññëåäóåìûõ ôðàêöèÿõ (VLÍÊ) (ðèñ. 2).

Êàê âèäíî èç ðèñóíêà, ïðè ïîëó÷åíèè ôðàêöèè I (îñàä-
êà À8) óðîâåíü ðåäóêöèè, âûðàæåííûé â äåñÿòè÷íûõ ëîãà-
ðèôìàõ (lg), äëÿ âèðóñîâ ñ ëèïèäíîé îáîëî÷êîé (ÂÃÂ è
ÂÃÑ) ñîñòàâèë 1,88 (CI 1,66–2,10) è 2,79 (ÑI 2,72–2,86) ñîîò-
âåòñòâåííî, à äëÿ ïàðâîâèðóñà Â19 (ïðåäñòàâèòåëÿ âèðó-
ñîâ áåç ëèïèäíîé îáîëî÷êè) — 1,31 (ÑI 1,26–1,36).

Íà ñòàäèè ïîëó÷åíèÿ öåíòðèôóãàòà À, ïðåäíàçíà÷åí-
íîãî äëÿ ïðîèçâîäñòâà àëüáóìèíà, ðåäóöèðóþùèé ôàêòîð
ñîñòàâèë 3,07 lg äëÿ ÂÃÂ (ÑI 3,00–3,07), 3,09 lg äëÿ ÂÃÑ (ÑI
3,04–3,14), 3,22 lg (ÑI 3,14–3,30) äëÿ Â19V.

Íàèáîëåå ýôôåêòèâíîå óäàëåíèå âèðóñîâ íàáëþäà-
ëîñü ïðè âûäåëåíèè îñàäêà Â, ïîëó÷åííîãî ïóòåì ìíîãî-
ñòàäèéíîãî ïåðåîñàæäåíèÿ îñàäêà À. Ðåäóöèðóþùèé ôàê-
òîð äëÿ ÄÍÊ ÂÃÂ ñîñòàâèë â ýòîì ñëó÷àå áîëåå 5,35 lg, äëÿ
ÐÍÊ ÂÃÑ áîëåå 4,84 lg, äëÿ ÄÍÊ Â19 V 4,56 lg (ÑI 4,49–4,63).
Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî âèðóñû óäàëÿëèñü ãëàâíûì îáðàçîì
íà ñòàäèè ïîëó÷åíèÿ îñàäêà Â èç îñàäêà À1, â òî âðåìÿ êàê

Ýêñïåðèìåíòàëüíîå èçó÷åíèå ýôôåêòèâíîñòè óäàëåíèÿ âèðóñîâ ãåïàòèòîâ Â, Ñ è ïàðâîâèðóñà Â19
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Òàáëèöà 2. Õàðàêòåðèñòèêà âèðóñîâ äëÿ ìîäåëüíûõ îïûòîâ [5, 9, 10]

Âèðóñ Ñåìåéñòâî Ãåíîì Îáîëî÷êà Ðàçìåð, íì
Ðàñïðîñòðàíåííîñòü

ó äîíîðîâ, %

Âèðóñ ãåïàòèòà Â Hepadnaviridae dsÄÍÊ Åñòü 40–45 0,15–1,16

Âèðóñ ãåïàòèòà Ñ Flaviviridae ssÐÍÊ Åñòü 40–50 0,33–2,45

Ïàðâîâèðóñ Â19 Parvoviridae ssÄÍÊ Íåò 18–26 0,88–1,3

Òàáëèöà 3. Ñðåäíèå çíà÷åíèÿ êîíöåíòðàöèè íóêëåèíîâûõ êèñëîò
ÂÃÂ, ÂÃÑ, Â19V â ìîäåëüíûõ ïóëàõ è ôðàêöèÿõ ïëàçìû, ïîëó÷åí-
íûõ ïðè ôðàêöèîíèðîâàíèè ýòèëîâûì ñïèðòîì

Íàèìåíîâàíèå
ôðàêöèè

Ñðåäíåå çíà÷åíèå êîíöåíòðàöèè (Ñ ) ÍÊ âèðóñîâ,
ÌÅ/ìë (ã)

ÂÃÂ ÂÃÑ Â19V

Ïóë ïëàçìû (1,81±0,33) ·105 (1,09±0,11)·105 (6,45±0,70)·106

Îñàäîê À8 (2,76±0,92)·105 (1,97±0,16)·104 (3,50±0,27)·107

Öåíòðèôóãàò À8 (6,72±1,69)·104 (4,01±0,84)·103 (2,17±0,35)·106

Öåíòðèôóãàò À (8,22±1,48)·101 (4,73±0,18)·101 (2,07±0,18)·103

Îñàäîê À (4,68±1,17)·105 (4,49±1,36)·105 (1,93±0,29)·107

Îñàäîê À1 (2,88±1,22)·105 (4,00±1,03)·105 (8,59±0,60)·106

Öåíòðèôóãàò Á 5,00·101 1,00·102 (4,71±0,34)·102

Îñàäîê Â/IgG 5,00·101 1,00·102 (1,13±0,09)·104



ïðè ïîëó÷åíèè îñàäêîâ À è À1 íå áûëî âûÿâëåíî çíà÷èìî-
ãî èçìåíåíèÿ âèðóñíîé íàãðóçêè.

Òàêèì îáðàçîì, âûïîëíåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëè-
ëè óñòàíîâèòü óðîâíè ðåäóêöèè îñíîâíûõ ãåìîòðàíñìèñ-
ñèâíûõ âèðóñîâ äëÿ öåëåâûõ ôðàêöèé ïëàçìû è îïðåäå-
ëèòü âêëàä ñîîòâåòñòâóþùèõ ñòàäèé â ñóììàðíûé óðîâåíü
áåçîïàñíîñòè ïðåïàðàòîâ, ïîëó÷åííûõ èç íèõ.

Íàèáîëåå ýôôåêòèâíûì ïðîöåññ ñïèðòîâîãî ôðàê-
öèîíèðîâàíèÿ îêàçàëñÿ äëÿ ôðàêöèè II (îñàäêà B), ïðåä-
íàçíà÷åííîé äëÿ ïîëó÷åíèÿ èììóíîãëîáóëèíà G. Äîñòèã-
íóòî ñíèæåíèå êîíöåíòðàöèè ÍÊ áîëåå ÷åì 104–105 ðàç
êàê â îòíîøåíèè âèðóñîâ ñ ëèïèäíîé îáîëî÷êîé, òàê è áåç
íåå, ÷òî â ñîîòâåòñòâèè ñ êðèòåðèÿìè ÂÎÇ ïîçâîëèëî ñ÷è-
òàòü ñòàäèþ ýôôåêòèâíîé [5]. Áîëåå òîãî, ÍÊ ÂÃÂ è ÂÃÑ
áûëè óäàëåíû äî íåîïðåäåëÿåìîãî ìåòîäîì ÏÖÐ óðîâíÿ,
÷òî ïîçâîëèëî íàì ñäåëàòü çàêëþ÷åíèå, ÷òî íà ñòàäèè
ñïèðòîâîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ îáåñïå÷èâàåòñÿ íàäåæíîå
óäàëåíèå ÄÍÊ ÂÃÂ è ÐÍÊ ÂÃÑ (ñ ó÷åòîì èìåþùåãîñÿ ðèñ-
êà). Îäíàêî ñèòóàöèÿ ñ ïàðâîâèðóñîì Â19 ïðåäñòàâëÿåòñÿ
íåêîíòðîëèðóåìîé, ïîýòîìó óðîâåíü ðåäóêöèè Â19V ìî-
æåò áûòü íåäîñòàòî÷íûì. Ïî ýòîé ïðè÷èíå â Åâðîïåéñêîé
ôàðìàêîïåå äëÿ ïðîèçâîäñòâåííûõ ïóëîâ ïëàçìû äëÿ
ôðàêöèîíèðîâàíèÿ óñòàíîâëåí äîïóñòèìûé ëèìèò ñî-
äåðæàíèÿ ÄÍÊ Â19V, êîòîðûé íå äîëæåí ïðåâûøàòü
104 ÌÅ/ìë [11].

Äëÿ ôðàêöèè V óñòàíîâëåííûé óðîâåíü ðåäóêöèè áûë
íåìíîãî íèæå, ðåêîìåíäîâàííîãî ÂÎÇ (4 lg), îäíàêî ðîëü
ñïèðòîâîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ â áåçîïàñíîñòè àëüáóìè-
íà, â öåëîì, ïðèçíàíà çíà÷èòåëüíîé. Ñ ó÷åòîì äîïîëíè-
òåëüíîé î÷èñòêè è ïàñòåðèçàöèè ðàñòâîðà ñ êàïðèëàòîì
íàòðèÿ áåçîïàñíîñòü àëüáóìèíà ÿâëÿåòñÿ äîêàçàííîé, â

òîì ÷èñëå îïûòîì ìíîãîëåòíåãî êëèíè÷åñêîãî ïðèìåíå-
íèÿ.

Â îòíîøåíèè ôðàêöèè I (îñàäêà À8) ïðîöåññ ñïèðòîâî-
ãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ïðèçíàí áûë íåäîñòàòî÷íî ýôôåê-
òèâíûì. Óðîâåíü ðåäóêöèè èññëåäóåìûõ âèðóñîâ íà ýòîé
ñòàäèè ñîñòàâèë ìåíåå òðåõ ïîðÿäêîâ, ïîýòîìó äëÿ èñ-
ïîëüçîâàíèÿ ýòîé ôðàêöèè â ïðîèçâîäñòâå íåîáõîäèìû
äîïîëíèòåëüíûå ìåðû áåçîïàñíîñòè.

Â öåëîì ïðè ðàçðàáîòêå ïîëíîãî öèêëà ïðîèçâîäñòâà
ïðåïàðàòîâ èç ïëàçìû êðîâè ïðîáëåìà áåçîïàñíîñòè
äîëæíà ðàññìàòðèâàòüñÿ êàê ïåðâîî÷åðåäíàÿ çàäà÷à.
Íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü âñå ôàêòîðû ðèñêà, äîïîëíÿÿ ïðî-
öåññ âàëèäèðîâàííûìè ñòàäèÿìè èíàêòèâàöèè è ýëèìèíà-
öèè âèðóñîâ, à ïðè íåîáõîäèìîñòè äîïîëíèòåëüíûìè ìå-
òîäàìè êîíòðîëÿ ñûðüÿ, èñêëþ÷àÿ âîçìîæíîñòü ôîðìèðî-
âàíèÿ ïðîèçâîäñòâåííûõ ïóëîâ ñ âûñîêîé âèðóñíîé
íàãðóçêîé. Â ñâÿçè ñ ýòèì, äëÿ ãàðàíòèè áåçîïàñíîñòè
êîìïàíèÿ «Ìèêðîãåí» ïðè ïðîèçâîäñòâå ïðåïàðàòîâ êðî-
âè, êðîìå ñïèðòîâîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ, ïðèìåíÿåò òàê-
æå äîïîëíèòåëüíûå òåõíîëîãè÷åñêèå ïðèåìû î÷èñòêè è
ñïåöèàëüíûå ìåòîäû èíàêòèâàöèè âèðóñîâ, âêëþ÷àÿ èíêó-
áàöèþ ïðè íèçêîì çíà÷åíèè ðÍ, ñîëüâåíò-äåòåðãåíòíóþ
(ÑÄ) îáðàáîòêó è ïðîòèâîâèðóñíóþ ôèëüòðàöèþ, ïîä-
òâåðæäàÿ êàæäóþ òåõíîëîãè÷åñêóþ ñòàäèþ â ìîäåëüíûõ
îïûòàõ.

Âûâîäû

1. Â ìîäåëüíîì ýêñïåðèìåíòå èçó÷åíî ðàñïðåäåëåíèå
íóêëåèíîâûõ êèñëîò ÂÃÂ, ÂÃÑ è Â19V â îñíîâíûõ ôðàêöè-
ÿõ ïëàçìû, ïîëó÷åííûõ ïðè ñïèðòîâîì ôðàêöèîíèðîâà-
íèè. Äëÿ ôðàêöèé V è II, èñïîëüçóåìûõ â äàëüíåéøåì äëÿ
ïðîèçâîäñòâà àëüáóìèíà è èììóíîãëîáóëèíà G, óðîâåíü

46 ÁÈÎïðåïàðàòû. Ïðîôèëàêòèêà, äèàãíîñòèêà, ëå÷åíèå. 2016. Ò. 16. ¹ 1

Í. Â. Çóáêîâà, Ì. Ì. Êóçíåöîâà, Ñ. Â. Çóáîâ, Å. Â. Ôèëàòîâà, Ì. Þ. Îïàëåâà

Ðèñ. 2. Ðàñïðåäåëåíèå ÍÊ âèðóñîâ ãåïàòèòîâ Â, Ñ, ïàðâîâèðóñà Â19 â îñíîâíûõ ôðàêöèÿõ ïëàçìû ïðè ñïèðòîâîì ôðàêöèîíèðîâàíèè.



(ôàêòîð) ðåäóêöèè íóêëåèíîâûõ êèñëîò èññëåäóåìûõ âè-
ðóñîâ ñîñòàâèë 3–5 lg, ÷òî ñ ó÷åòîì ðèñêà è â ñî÷åòàíèè ñ
äîïîëíèòåëüíûìè ñòàäèÿìè î÷èñòêè è èíàêòèâàöèè îáåñ-
ïå÷èâàåò íàäåæíûé óðîâåíü áåçîïàñíîñòè ïðåïàðàòîâ.
2. Ïîëó÷åííûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå ïîçâîëèëè
êîñâåííî îöåíèòü âêëàä ïðîöåññà ñïèðòîâîãî ôðàêöèîíè-
ðîâàíèÿ â áåçîïàñíîñòü ãîòîâûõ ïðåïàðàòîâ èç ïëàçìû
êðîâè â îòíîøåíèè âèðóñîâ ñ ðàçëè÷íûìè ñâîéñòâàìè,
âêëþ÷àÿ âèðóñû ñ ÐÍÊ- è ÄÍÊ-ãåíîìîì, à òàêæå ñ ëèïèä-
íîé îáîëî÷êîé è áåç íåå.
3. Äëÿ ñíèæåíèÿ îñòàòî÷íîãî ðèñêà âèðóñíîé òðàíñìèñ-
ñèè áàçîâûé ïðîöåññ ñïèðòîâîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ ïðè
ïðîèçâîäñòâå ïðåïàðàòîâ èç ïëàçìû êðîâè íåîáõîäèìî
äîïîëíÿòü ñïåöèàëüíûìè ìåòîäàìè èíàêòèâàöèè è ýëè-
ìèíàöèè âèðóñîâ, íàïðèìåð, ÑÄ-îáðàáîòêîé, èíêóáàöèåé
ïðè íèçêîì çíà÷åíèè ðÍ, òåïëîâîé îáðàáîòêîé, ïðîòèâî-
âèðóñíîé ôèëüòðàöèåé, îáðàáîòêîé íóêëåîôèëüíûìè
àãåíòàìè. Âûáîð ìåòîäîâ èíàêòèâàöèè â òåõíîëîãè÷åñêîì
ïðîöåññå äîëæåí îñóùåñòâëÿòüñÿ íà îñíîâå àíàëèçà ðèñ-
êîâ è ñâîéñòâ ïðîäóêòà.
4. Â îòíîøåíèè ïàðâîâèðóñà Â19 ðåêîìåíäóåòñÿ ââåäå-
íèå îáÿçàòåëüíîãî òåñòèðîâàíèÿ äîíîðñêîé ïëàçìû, ñ öå-
ëüþ èñêëþ÷åíèÿ èç ïðîöåññà äîíàöèé ñ âûñîêîé êîíöåí-
òðàöèåé ÄÍÊ Â19V.
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Experimental study of the effectiveness of the removal
of virus hepatitis B, C and parvovirus B19 by the fractionation
of blood plasma with ethanol

N. V. Zubkova, M. M. Kuznetsova, S. V. Zubov, E. V. Filatova, M. Yu. Opaleva

Federal State Unitary Company «Microgen Scientific Industrial Company for Immunobiological Medicines» of Ministry of Health of the Russian
Federation, Moscow, Russia

The purpose of the study was to assess the effectiveness of the removal of nucleic acids (NA), Hepatitis B (HBV) and C
(HCV) viruses and parvovirus B19 (B19V) from blood plasma fractions obtained by alcohol separation. The studies were
performed in a model experiment by fractionation normal pool plasma donation contaminated with virus-containing sam-
ples in the laboratory. It was found that the multi-step process to extract a fraction II, designed to provide the immunoglob-
ulin G, provided the elimination of NA HBV and HCV to undetectable levels by PCR, and the total reduction factor compared
to the original composition of the plasma HBV DNA >5,35 log, HCV RNA >4,84 log. Factor DNA V19V reduction was at the
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level of 4,56 log (ÑI 4,49–4,63). Upon receipt of the fraction V (for albumin) reduction factor of the test virus was >3,0 log
wich in combination with additional purification step provides a reliable level of safety. The selection fraction I resulted in
effectiveness of the elimination of HBV DNA and V19V DNA less than 2 orders, HCV RNA — less than 3 orders of magni-
tude, it is not enough to recognize the stage reliable. Experiments confirmed that the high risk of contamination of produc-
tion pools parvovirus B19 additional safety measures are necessary, including mandatory investigation of plasma DNA
V19V. In general the development of a full cycle of drug from blood plasma from donors, basic process alcohol fractionation
steps necessary to supplement validation virus elimination and inactivation considering residual risk of contamination
with pathogenic agents feedstock.

Key words: drugs from blood plasma; plasma fractions; viral safety; alcohol fractionation; viral inactivation; nucleic acids;

virus concentration (Ñ); viral load (VL); the reduction factor (RF).
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