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Introduccién. Los virus modelo no especificos, son
empleados en estudios en los cuales se pretende evaluar
la robustez de un proceso de manufactura para la
remocion y/o inactivacién de virus adventicios. La
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)
podria permitir evaluar la inactivacion de las particulas
virales en los procesos cromatograficos de purificacion
de biofdrmacos, las cuales no pueden ser cuantificadas
mediante un ensayo de infectividad.

Evaluar el proceso cromatografico de remocion y/o
inactivacion de virus adventicios en la manufactura de
productos biofarmacéuticos mediante la técnica de
gPCR.

Metodologia. Cuatro virus modelo no especificos fueron
seleccionados, Parvovirus Porcino (PP), virus de la
Encefalomiocarditis (EMC), Simian Virus 41 (SV41) y
Virus del Herpes Humano simple (HVS-1), debido a sus
caracteristicas tanto fisicas como fisicoquimicas.®2 En
un proceso cromatografico escalado, cada virus es
inoculado intencionalmente en un biofarmacéutico.
Posteriormente se determina el factor de remocion y/o
inactivacion, a través de la cuantificacion del namero de
genomas virales presentes en las fracciones obtenidas
en las corridas mediante un ensayo de gPCR por medio
de una curva de cuantificacion absoluta construida con
estandares de plasmidos recombinantes.

Resultados. Se  obtuvieron cuatro  plasmidos
recombinantes para cada uno de los virus, los cuales
fueron utilizados para la construccion de las curvas
utilizadas para el ensayo de cuantificacion absoluta. Se
realizé el disefio de los oligonucleétidos y sondas y a su
vez la optimizacion de los mismos, determinando la
concentracién de oligonucleétido/sonda para cada
reaccion de qPCR y se establecié una relacion 200/50
nM para SV41, mientras que para HVS-1 fue de 200/250
nM.

Fig. 1. Amplificacién para el virus SV41 y PP respetivamente. Se
determind la concentracion 6ptima de la mezcla oligonucleétido/sonda,
de acuerdo al ciclo de amplificacion y la fluorescencia emitida por la
sonda durante la amplificacion, utilizando el plasmido recombinante
respectivo para cada uno de los virus como secuencia consenso.

Tabla 1. Matriz de concentraciones utilizadas para la optimizacién de la
mezcla oligo/sonda HVS-1y SV41.

Oligl;—ggolnda Cp AR Oligiyggnda Cp AR
200/50 19.54 | 2.158 200/50 17.86 | 20.0
200/100 19.77 | 2.520 200/100 17.52 | 14.091
200/250 19.17 | 7.778 200/200 18.58 | 21.226
300/100 19.70 | 2.681 300/100 17.76 | 15.697
300/200 19.78 | 6.679 300/200 18.35 | 27.504
300/250 20.04 | 7.426 400/100 17.86 | 14.779
300/300 20.05 | 6.282 400/200 18.76 | 27.193

400/250 18.13 | 34.029

Conclusiones. El ensayo de qPCR es un método util en
la estimacion de la inactivacion de virus adventicios en
los procesos de purificacién de proteinas recombinantes
por medio de cromatografia.
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