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ABREVIATURAS

AMT: 4 -aminomethyl-trioxsalen, 4’aminometil-trioxsalen

BSC: Biosafety cabinet; Cabina de Seguridad Bioldgica

BSL.: Biosafety level; Nivel de bioseguridad

BEI: Binary ethyleneimine; Etilenimina binaria

BVDV: Bovine viral diarrhea virus; Virus de la diarrea viral bovina

CDC: Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades.

CHIKYV: Chikungunya virus; Virus del Chikungufa

CReSA: Centro de Investigacion de Sanidad Animal

EBOV: Ebola virus; Virus del Ebola

CPE: Cytopathic effect; Efecto citopatico

CFU: Colony forming unit; Unidad de formacion de colonia

EEO: Encefalitis Equina Occidental

EEV: Encefalitis Equina Venezolana

ELDso: Median egg lethal doses; Dosis letal media del huevo

E1Dso: Median embryo infectious dose; Dosis infecciosa 50% en embrion de huevo
GR: Grupo de Riesgo

HEV: Hepatitis E virus; Virus de la Hepatitis E

HAV/ VHA: Hepatitis A virus; Virus de la Hepatitis A

HPAI: Highly Pathogenic Avian Infuenza; Virus influenza aviar altamente patogénico
H5N1: Subtipo de la Influenza Aviar

IA: Influenza Aviar

LASV: Virus de Lassa

LACV: La Crosse encephalitis virus; Virus La Crosse

MARV: Virus de Marburgo

MERS-CoV: Coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio

Mrads: Megarads (Una unidad de radiacion equivalente a un millon de Rads)
MDCK: Madin-Darby Canine Kidney cells; Cédulas del rifion canino de Madin-Darby
NiV: Nipah virus; Virus del Nipah

OMS: Organizacién Mundial de la Salud

PBS: Tampon Fosfato Salino

RF: Reduction Factor; Factor de Reduccion

RRV: Ross River Virus; Virus del Rio Ross

RVFV: Rift Valley fever virus; Virus de la Fiebre del Valle del Rift

SARS-CoV: Coronavirus causante del Sindrome Respiratorio Agudo Grave
SARS-CoV2: Segundo Coronavirus causante del Sindrome Respiratorio Agudo Grave, afio 2019
SDS: Sodium Dodecyl Sulfate; Dodecilsulfato Sédico

TBEV: Tick-borne encephalitis virus; Virus de la encefalitis transmitido por garrapatas
TCIDso: 50% Tissue Culture Infectious Dose; Dosis Infecciosa del Cultivo de Tejidos 50%.
PFU/ UFP: Plague forming Units; Unidades Formadoras de Placa;

UV-A: Ultravioleta de longitud de onda larga

UV-B: Ultravioleta de longitud de onda media

UV-C: Ultravioleta de longitud de onda corta

pl: Microlitro

MW: Microvatio

VFHs: Viral Hemorrhagic Fevers; Fiebres hemorréagicas virales

WNV/ VNO: West Nile Virus; Virus de la Fiebre del Nilo Occidental

W: Vatios



RESUMEN

A lo largo de la historia los virus y bacterias han estado relacionadas con un sinnimero de
enfermedades de caracter zoondtico que han desencadenado sucesos epidémicos e incluso de
tipo pandémico como el actual SARS-CoV2. Por este motivo, los laboratorios de
microbiologia y sus investigadores han enfatizado su interés en descubrir las formas més
seguras y practicas de poder manipular estos microrganismos patdgenos. El principal proceso
para alcanzar este objetivo es la inactivacidn, proceso que hace que un microorganismo
patdégeno disminuya o pierda totalmente su capacidad de causar infeccién o dafio, pero que
debe permitir la conservacion de sus caracteristicas fisicas o quimicas segin el método
aplicado. Dentro de los métodos de inactivacion podemos mencionar a los tratamientos
fisicos, quimicos o fisico quimicos. El presente trabajo se enfocado en la recopilacion de
estos métodos utilizados en laboratorios de alta y maxima biocontencion, con la finalidad de
recabar datos, ventajas e inconvenientes de los mismos, su eficiencia y seguridad para
inactivar muestras virales o bacterianas y que puedan ser manipuladas en laboratorios de
menor biocontencion. El resultado de esta basqueda fue que todos los métodos antes descritos
son apropiados para inactivar muestras infecciosas, y que su uso depende de algunos factores
como son; proposito final de las muestras inactivadas, tipo y caracteristica de la muestra
(suero, sangre entera o tejido), tipo y caracteristicas fisico-quimicas de los virus o bacterias a
inactivar, accesibilidad del laboratorio por determinados equipos 0 compuestos quimicos y su
relacion costo-beneficio. Ademas, de los riesgos que pueden representar para la salud, por el
uso continuo de un determinado tratamiento y qué margen de seguridad tiene cada uno de

ellos, de acuerdo con su proceso de validacion.



1. INTRODUCCION

La investigacion y el diagnostico de microorganismos altamente patdégenos, como ciertas
bacterias (Mycobacterium tuberculosis, Brucella, Francisella tularensis) y virus (Ebola y
otros VHFs, virus emergentes como coronavirus y virus influenza HPAI) deben realizarse en
laboratorios de biocontencidn para poder salvaguardar todo material infeccioso del exterior
(Kraus & Mirazimi, 2014). Esta biocontencion esta relacionada con factores fisicos y
constructivos asociados al disefio de un laboratorio, asi como a los equipos que en él se
instalen (cabinas de seguridad, jaulas de animales, airlock, sistemas de filtrado de aire HEPA,
etc.) (Abad, 2010). Todo esto es necesario para prevenir posibles infecciones accidentales de
los investigadores o del personal de diagnostico, asi como también para evitar la liberacion de

los agentes infecciosos al medio ambiente circundante (Kraus & Mirazimi, 2014).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los agentes infecciosos se
clasifican en 4 grupos de riesgo (GR): GR 1 - riesgo minimo, GR2 riesgo moderado, GR3 -
alto riesgo y GR4 - muy alto riesgo. La clasificacién esta basada a partir de parametros
especificos de cada microorganismo patdgeno, considerando la ruta de transmision, gravedad
de la enfermedad, dosis infecciosa, pero también medidas preventivas disponibles y la
transmisibilidad a la comunidad. Estas caracteristicas pueden estar influenciadas por la
densidad e inmunidad de la poblacion, presencia de vectores y normas de higiene ambiental
(Kraus & Mirazimi, 2014).

Por lo tanto, para definir el nivel de bioseguridad de los laboratorios (Biosafety Level, BSL,
en inglés) son de primordial importancia las caracteristicas de biocontencion y los
procedimientos de operacidén con agentes patdégenos de los distintos grupos de riesgo. Se
establecen, pues, 4 niveles de laboratorios de acuerdo con el concepto de bioseguridad y
biocontencion siendo; BSL1; Basico, BSL2; acceso restringido, BSL3; alta biocontencion y
BSL4, maxima biocontencion (OMS, 2005).

Especificamente, las instalaciones BSL3 o de alta biocontencion son adecuadas para
manipular agentes autoctonos o exoticos de alto potencial de transmision en aerosol y que
puedan causar infecciones graves y/o letales. Asi mismo, los centros BSL4 o laboratorios de
méaxima biocontencién son aptos para agentes exoticos que representan un alto riesgo

individual de enfermedades mortales por aerosoles infecciosos y para los que no se dispone



de tratamiento pre-exposicion (vacuna) ni post-exposicion (antiviricos) (Chosewood &
Wilson, 2009).

Cada vez son mas el nimero de patdgenos zoondticos viricos con cadena de ARN que son
objetivos importantes de investigacion debido a su potencial patogénico y a la posibilidad de
propagarse en nuevos huéspedes (zoonosis emergentes) o regiones (Alfson & Griffiths,
2018). Numerosas investigaciones en los ultimos afios en el campo de las enfermedades
infecciosas se han enfocado cada vez mas en infecciones virales emergentes debido a los
altimos acontecimientos sanitarios (virus de la gripe aviar de alta patogenicidad, los
coronavirus del SARS, el coronavirus del MERS, emergencia del virus de la peste porcina
africana en multitud de paises). Y todo esto ha originado un incremento en el nimero de
laboratorios de alta biocontencion, o de bioseguridad nivel 3 (BSL3), para manipular de
forma segura estos virus (Abad et al., 2012). De igual forma los laboratorios de méxima
contencién (BSL4) estdn dedicados a manejar exclusivamente patdgenos altamente
peligrosos (Ebola, Nipah, Marburgo, Crimea Congo) para la salud humana (CDC et al.,
2018).

Los virus de alta patogenicidad de origen humano o animal se deben manipular en
laboratorios BSL3 o BSL4. Sus cultivos o las muestras que los contengan deben ser
inactivados antes de ser enviados o utilizados en instalaciones BSL2 para estudios de tipo
molecular o inmunoldgicos (Schneider et al., 2015). Para ello, The Federal Select Agent
Program (www.selectagents.gov) define la inactivacién como un procedimiento que hace que
una muestra de un agente selecto, sus acidos nucleicos o sus extractos dejen de ser viables,
dejen de suponer un peligro, pero conservando al mismo tiempo las caracteristicas de interés
para su uso futuro. Cabe recalcar que también se reconoce que este procedimiento no es
alcanzable con un 100% de seguridad (el riesgo cero no existe) desde el punto de vista
practico. Dentro de los métodos de inactivacion utilizados para hacer no viable las muestras
podemos distinguir: fisicos (calor, radiacion gamma, radiacion UV), quimicos (tampones de
lisis de 4&cidos nucleicos, 10% de formalina amortiguada neutra) o fisicoquimicos
(psoralenos) (CDC et al., 2018).

Por tanto, cualquier suspension de virus infecciosos o potencialmente infecciosos, 0 muestras
que los contengan, que tengan como destino realizar investigaciones posteriores (anatomia
patoldgica, protedmica, biologia molecular, técnicas inmunoldgicas) necesitaran ser

inactivadas por cualquiera de los métodos antes descritos. En lo que respecta a las muestras,



el CDC (2017) las clasifica en tres categorias: agentes (cultivos celulares, muestras de tejido,
etc.), extractos (acidos nucleicos, proteinas, polisacaridos, etc.) o materiales que contienen
agentes selectos que son sometidos a un proceso (por ejemplo, filtracién) para eliminar todas

las células viables, esporas o particulas de virus.

Dependiendo de la categoria de la muestra a inactivar se podra optar por el método de
inactivacion mas adecuado acorde a sus caracteristicas fisicas o bioquimicas (sélido, liquido,
semiliquido o congelado, tejidos, albimina, derivados de plasma). Un tratamiento fisico-
térmico es la pasteurizacion, de probada eficacia y con registro de seguridad muy
consolidado. Su eficiencia se ve modificada por la temperatura, el tiempo y la presencia de
estabilizadores en la muestra, los cuales pueden actuar como protectores de las proteinas de
interés o de los virus existentes (Abad et al., 2000). También existen otros métodos de
inactivacion referente a bacterias, dentro de los cuales mencionamos el tratamiento quimico
con paraformaldehido (PFA) al 4% para la inactivacion de Burkholderia pseudomallei y
Francisella tularensis, permitiendo la extraccién de muestras de células fijadas desde

contencion del BSL3, para citometria de flujo (Emery et al., 2014).

Para completar el trabajo de inactivacion de una muestra que ha sido inactivada o disminuida
su peligrosidad de manera exitosa se requiere una demostracion o prueba de validacion de
estas y su procedimiento antes de que sean enviadas a un laboratorio de menor biocontencion
(CDC et al., 2018).

Con todos estos antecedentes, los laboratorios microbioldgicos y biomédicos han convertido
en cbdigo de préactica la seguridad bioldgica. Este codigo aborda la manipulacién y la
contencién seguras de los microorganismos infecciosos y los materiales bioldgicos
peligrosos, basandose en dos principios fundamentales: la contencion y la evaluacion de
riesgos, para prevenir las infecciones asociadas al laboratorio (LAI) o la involuntaria

liberacion del patogeno al medio ambiente (Chosewood & Wilson, 2009).

En base a estos principios y practicas, una muestra de un laboratorio BSL3 o BSL4 puede
pasar a uno de menor nivel de bioseguridad, con estandares Optimos de seguridad. En el
laboratorio de destino, estas muestras deben manipularse con la maxima precaucion posible
dentro del nivel de bioseguridad del laboratorio y estar el personal alerta en caso de
reacciones o resultados inesperados. Los incidentes ocurren, a pesar de validaciones y

controles. Es asi que podemos mencionar algunos ejemplos: el incidente ocurrido en la



Subdivision de Patdgenos Especiales Virales que involucré una liberacion involuntaria de
antrax (B. anthracis) en el Campus Roybal, Atlanta-Georgia (CDC, 2014). En el mismo afio,
la inadvertida contaminacion cruzada de una muestra de laboratorio con el virus de la gripe
H5N1 en los laboratorios de la Division de Gripe, asi como también la posible exposicion al
virus Ebola en el mismo campus anteriormente mencionado en el afio 2015 (CDC, 2015).
Todos estos casos ocurrieron en laboratorios de maxima contencion del CDC. EI CDC, en un
acto de transparencia estimable, actu6 de manera &gil ante estos incidentes para evitar
consecuencias devastadoras, marcando con ello un precedente para instaurar protocolos ain
mas estrictos como: instauracién de una revalidacion cuando se aplican nuevos disefios de
investigacion para extraccion de muestras (acido férmico o acido férmico/ acetonitrilo),
registro preciso de cada una de las actividades que se realizan en el interior del laboratorio,
prevenir cualquier transferencia inadvertida, asi como estudios en modelos animales més
seguros mediante un plan de estudio. Dicho plan contempla que los protocolos sean probados
por un supervisor antes de su instauracion y la validacion del procedimiento en si.
Afortunadamente estos errores humanos no produjeron consecuencias graves, pero quedo
comprobado la gran responsabilidad que poseen los laboratorios de maxima contencion al
manipular patdégenos generalmente mortales, que pueden comprometer el bienestar de la
sociedad y su entorno (CDC, 2014). Para reducir al minimo la probabilidad de
acontecimientos de esta naturaleza, resulta muy importante instaurar procesos de capacitacion

constante al capital humano, asi como reevaluar continuamente los procedimientos.

El objetivo de este trabajo es realizar una revision bibliografica acerca de los métodos de
inactivacion de virus, pertenecientes al grupo de riesgo de alta y maxima biocontencion, que
se han utilizado y se han publicado. Esto nos permitira conocer, revisar y analizar los
procedimientos, protocolos y especificaciones establecidos coadyuvando a minimizar
posibles riesgos dentro y fuera del laboratorio, sin comprometer el enfoque One Health (la

salud humana, animal o ambiental).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Realizar una revision bibliografica de los diferentes métodos de inactivacion para la
extraccion segura de muestras de laboratorios de alta y méxima biocontencion hacia

laboratorios de nivel de bioseguridad inferior de acuerdo con su uso final (o su finalidad).



2.2 Objetivos especificos

e Recopilar de manera sistematica la informacién de los diferentes métodos y/o
procedimientos realizados en laboratorios nivel 3 y nivel 4 de bioseguridad segun el
agente patdgeno a inactivar, virus o bacterias, de los grupos de riesgo 3 y 4 de acuerdo
con la clasificacion establecida por la Organizacion Mundial de la Salud.

e Analizar los métodos recopilados para obtener informacion relevante de cada uno de
ellos (titulo inicial y factor de reduccion de la muestra inactivada y parametros
criticos).

e Diferenciar los métodos de inactivacion mas utilizados, o preferentes, de acuerdo con
su finalidad.

e Desinfeccion de las superficies externas de los contenedores de material biolégico

inactivado.

3. MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 una revisién bibliografica de articulos cientificos, boletines, reportes, tesis y libros
online comprendida durante el periodo del mes de marzo hasta mayo del presente afio. Las
principales fuentes de busqueda en primera instancia fueron Google Scholar, documentos y
guias de préacticas microbioldgicas, biocontencién y bioseguridad, publicados por organismos
nacionales (CReSA) e internacionales (OMS y CDC). Posteriormente se indago revisiones en
base de datos de bioseguridad en laboratorios Scopus. El gestor bibliografico utilizado fue
Mendeley. La blsqueda ha sido realizada principalmente en el idioma inglés debido a que es
la lengua vehicular en el campo de laboratorios de microbiologia y biomédica. Las palabras
clave utilizadas para esta blasqueda han sido: Virus inactivation+ laboratory level 3 and
laboratory level 4; virus and inactivation and BSL3/ BSL4 samples inactivation+laboratory
+level 3 extraction+inactivation+samples+laboratory level 3 ultraviolet inactivation, gamma
irradiation, BEI inactivation virus inactivation WNV, EBOV, CHIKV, SARS-CoV2,BPL
viral inactivation, pathogen inactivation, Bromoethylamine, BPL viral inactivation, Beta-

propiolactone methods, emerging viruses, BPL treatment, safety testing.



3.1 Criterios de inclusion y exclusion.

Los criterios de inclusion que se tomaron en cuenta para la recopilacion bibliografica:

e Articulos relacionados con biocontencion y bioseguridad de laboratorios nivel 3y

nivel 4.

e Inactivacion de muestras virales o0 bacterianas que contengan microorganismos
patdgenos del grupo de riesgo 3 y 4 y cuyo resultado de inactivacion sea poder

manipular con seguridad en investigaciones posteriores a dicho proceso.

e Articulos cuyo proceso de inactivacion hayan pasado por un proceso de validacion y

de los cuales se puedan obtener datos numéricos sobre dicho proceso

e Publicaciones realizadas en inglés y espafiol, mayoritariamente posteriores al afio
2000 hasta la actualidad.

e Atrticulos cientificos de acceso libre, y otros de pago mediante la biblioteca virtual de

la Universidad Auténoma de Barcelona.

Se excluyeron articulos en los que el proceso de inactivacion elimina o destruye por completo
al agente patdgeno, sin opcion a realizar estudios posteriores. En definitiva, los procesos que
mayoritariamente son utilizados en la desinfeccion de objetos y superficies de un area

definida (laboratorios, granjas, hospitales).

4. RESULTADOS

En total se encontraron 129 articulos, de los cuales se preseleccionaron y citaron 69, pero
solo 43 cumplieron con los criterios de inclusion 3 para realizar el trabajo. De la lectura de
estos, podemos distinguir diferentes tipos de tratamientos en funcion del método de

inactivacion.

4.1 METODOS FISICOS

Tratamiento por calor o térmico

El tratamiento térmico es la exposicion a altas temperaturas de productos o muestras

bioldgicas con presencia viral o bacteriana. Esta exposicion térmica a la que se someten estos



microorganismos puede causar la desnaturalizacion de las proteinas, el desenrollamiento de

las cadenas ADN o ARN y la desestabilizacion de su estructura superficial (Asenjo, 2018).

A medida que aumenta la temperatura implica dos posibles resultados, una reduccion de la
infectividad o la eliminacién total del agente patdgeno, en ambos casos siendo un proceso
irreversible (Asenjo, 2018). La inactivacion térmica esta representada por la pasteurizacion y
el calor en seco. La pasteurizacion es el método mas comunmente utilizado en la industria
alimentaria para inactivar microorganismos y también tiene su aplicacion en las normas de la
farmacopea. Los grados de temperatura y el tiempo de exposicion al calor dependera del
estado fisico de la muestra (sangre entera, suero, tejido) y su objetivo de uso posterior (Abad,
et al., 2000).

Patégenos habitualmente manejados en nivel 3 de bioseguridad, como los flavivirus,
coronavirus, alfavirus y arbovirus, han sido inactivados con satisfaccion por tratamiento
térmico (Abad et al.,2012; Asenjo 2018; Darnell et al., 2004). También virus del GR4 y que
se manipulan en un nivel de bioseguridad 4 como el Ebola, Lassa, Marburgo han sido
sometidos con éxito a este método de inactivacion para estudios posteriores con fines de

diagndstico serolégico o técnicas inmunoldgicas (Mitchell & McCormick, 1984).

El tratamiento térmico ha sido reconocido desde hace décadas como un método eficaz para
inactivar los virus (Mitchell & McCormick, 1984); por ejemplo, los virus de la gripe (Asenjo,
2018). Su inactivacion se encuentra en el rango de los 50 a 60°C, determinada por la
desnaturalizacion de las proteinas més termolabiles, esenciales para causar infeccion
(Mitchell & McCormick, 1984). El efecto de la temperatura en la supervivencia de algunos
virus (influenza aviar) puede verse influenciada por condiciones ambientales, como la

presencia de materia organica, pH o salinidad del medio (De Benedictis et al., 2007).

Para determinar el efecto de la inactivacion térmica en los componentes del suero humano
enriquecido con 10% de suero fetal bovino (SFB), y con presencia de patdgenos viricos del
GR 4 (Lassa, Marburgo y Ebola), se sumergieron muestras que los contenian en bafio de agua
a 60°C. Se obtuvo una reduccion de 5 logio UFP/ml a los 37 minutos para los virus Lassa y
Marburgo y a los 22 minutos para el virus Ebola (por tanto, mas sensible). La tasa de
inactivacion (log10 virus PFU por log de tiempo) para cada uno de los virus fue: Virus de
Lassa, -3.19; virus del Ebola, -3.73; y virus de Marburgo, -3.19. Y todo ello, sin alterar los



niveles séricos de glucosa, nitrdgeno ureico en sangre y electrolitos de las muestras inactivas
(Mitchell & McCormick, 1984).

El tratamiento térmico también se ha utilizado para la inactivacion de diferentes cepas del
virus de la Influenza tipo A de diferentes especies animales (aves y cerdos). La cepa aviar
HIN1 y la cepa porcina HIN1 se inactivaron a 70°C en 15 minutos, con reducciones de 3.3
logio y de 2.5 logio respectivamente. A 56°C el tratamiento térmico solo fue efectivo en la
cepa porcina HIN1, mas no en la cepa aviar (Asenjo, 2018). Cepas de virus de influenza
aviar de alto titulo (10* a 10° ELDso/ml) retuvieron su infectividad a 56°C por 30 minutos,
pero fueron completamente inactivadas después de 60 minutos de exposicion a la misma
temperatura (56°C) o después de 10 minutos a 60°C (De Benedictis et al., 2007). Datos
semejantes han sido reportados para la cepa HPAI H7N9, con titulos infecciosos iniciales de
10" EIDso/50pul; ausencia de infectividad residual con tratamientos de 56°C durante 30
minutos, 65°C durante 10 minutos, y tiempos de 1 minuto para temperaturas superiores
(70°C, 75°C y 100°C) (Zou et al., 2013). De forma similar, la cepa HPAI H7N1y el VNO se
inactivaron totalmente a 70°C en 5 o 15 minutos, con reducciones de 4.6 logio TCIDsyo,
mismo valor que se alcanza a 100°C durante 8 minutos, a partir de un titulo inicial de 6.5
logio TCIDso/ml (Abad et al., 2012).

Un estudio de la infectividad del CHIKV, a temperatura de 56°C y utilizando suspensiones
viricas de alto titulo (7.66 logi10TCIDso/ml) y bajo titulo (4.52 log1oTCIDso/ml) y en diferentes
periodos de tiempo (40, 80 y 120 minutos) dio como resultado que para cargas altas, los
titulos residuales fueron 3.81 log1oTCIDso/ml (40 min), 1.11 logioTCIDso/ml (80 min) y 1
10g10TCIDso/ml (120 min) y ausencia de infectividad residual a los 160 min; se alcanzan,
pues, casi 4 logio RF ya a los 40 minutos. Por el contrario para cargas inferiores no se
detectaron viriones infecciosos después de 40, 80, 120 minutos, lo que implica mas de 3.5
logio (Huang et al., 2015). También han sido evaluados otros alfavirus como Virus de Rio
Ross (RRV), virus del bosque Barmah (BFY) y virus o'nyong-nyong (ONNV) denominados
virus del Viejo Mundo. Recibieron un tratamiento térmico en un bafio de agua a 56°C y
diferentes tiempos de contacto (20, 40 y 60 minutos) y titulos iniciales que estuvieron en un
rango de 4 a 7 logioTCIDso/ml, en funcion del virus. El virus RRV tuvo un factor de
reduccion de 3-4 log a los 20 minutos de exposicion a 56°C, mientras que a los 40 minutos
alcanzo 4-5 log. El BFY, a titulo alto tuvo factores de reduccién de 6.97 log a los 20 minutos
y pasé a indetectable a los 40 minutos; a titulo bajo ya no se detect6 a los 20 minutos. El
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virus ONNV a los 20 minutos tuvo RF de 3.37 y 5.34 logio para titulos de partida bajos y

altos, respectivamente (Park et al., 2016).

El virus de la EEV con titulo infeccioso superior a 108 UFP/ml se inactivé a 80°C en 60
minutos, resultando muestras finales sin efecto citopatico. Por el contrario, el mismo virus
expuesto a una temperatura menor (58°C) mostrd6 CPE en todas las muestras tratadas
(Patterson et al., 2018).

Otros virus tipicamente manipulados en alta contencion son virus de la familia Coronaviridae
como el virus del SARS-CoV, MERS-CoV Yy el actual SARS-CoV2, que causa la enfermedad
denominada CoVID19. Cuando se someti6 SARS-CoV, a diferentes tratamientos térmicos
(56°C, 65°C y 75°C) durante periodos de tiempo creciente, se comprob6 que una exposicion a
75°C por 45 minutos era efectiva, mientras que a temperaturas inferiores (56 y 65°C) se
necesitaban 90 minutos para alcanzar el mismo efecto (Darnell et al., 2004). El virus MERS-
CoV parece algo mas sensible; temperaturas de 56°C para 25 minutos de exposicién lograron
reducciones de 4 logi. Cuando el virus MERS-CoV fue expuesto a temperaturas de 65°C la

perdida de infectividad se alcanz6 en tiempos muy cortos (1 minuto) (Leclercq et al., 2014).

Para el nuevo SARS-CoV2, se han realizado diferentes evaluaciones para confirmar su total
inactivacion y permitir el uso de las muestras inactivadas con fines clinicos e investigativos.
Chin y colaboradores, en 2020, han demostrado caidas de 3 logio TCIDso a temperaturas de
37°C y tiempos de contacto de 1 dia; cuando el tratamiento térmico se lleva a 56°C se
consigue la misma reduccion en 10 minutos; si el tratamiento es efectuado a 70°C no se
detecta infectividad residual a los 5 minutos (implicando RF superior a 3 logio) (Chin et al.,
2020). Otros autores han realizado tratamientos térmicos mas agresivos, exposiciéon de 92°C
por 15 minutos, que han permitido alcanzar RF de 6 logio, partiendo de titulos viricos
iniciales de 3.3x10° logioTCIDso/ml (Pastorino, et al., 2020). Temperaturas un poco
inferiores, de 80°C, por 60 minutos, también resultaron en la reduccion total de infectividad

del mismo virus a concentraciones iniciales de 10" UFP/ml (Patterson et al., 2020).

Ademas de la manipulacién de virus de alta y maxima biocontencion, también estan presentes
bacterias de alta peligrosidad. Dentro de este grupo de riesgo 3 las bacterias no formadoras de
esporas (Francisella tularensis) fueron avaluadas en su resistencia al tratamiento térmico a
65°C por 180 min. Desde concentraciones de 108 CFU se llegé a la total inactivacion a las 3
horas; el RF fue de 8 logio (Hartman et al., 2012).
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Otras evaluaciones en bacterias del género Mycobacterium (M. xenopi, M. thermoresistible,
M. fortuitum, M. chelonae, M. bovis, M. intracellulare, M. avium, M. kansasi, M. tuberculosis
y M. gordonae) han demostrado que el tratamiento térmico de las micobacterias en bloques
de calor seco, bafio de agua hirviendo, o un horno de aire seco forzado pueden no inactivar
sisteméaticamente a las micobacterias a temperaturas inferiores de 100°C (< 95°C) y tiempos
de 15-30 minutos. Pero a 100°C durante al menos 5 min, siempre que estén los tubos
sumergidos por completo en un bafio de agua hirviendo, la inactivacion es total (Zwadyk et
al., 1994). Igualmente, cuando se colocaron muestras equivalentes en un horno de aire
forzado a 100°C, y ninguna de las muestras fue positivas para tratamientos térmicos de 5
minutos o superiores. Zwadyk et al. (1994) demuestran que la variable volumen de
suspension bacteriana a inactivar y concentracioén de la misma deben tenerse en cuenta en
cualquier tratamiento de inactivacion térmica de micobacterias. Sin embargo, otro estudio
realizado solo con M. tuberculosis, sefiala que la inmersion completa de un microtubo que
contenia una suspension de la carga de un asa de siembra en 1,5 ml, en un bafio de agua a

80°C durante 20 minutos inactivaba la bacteria (Doig et al., 2002).

Radiacion gamma con Co60

La irradiacion gamma se ha utilizado por muchos afios para inactivar microorganismos para
una variedad de propositos, que incluyen productos médicos y biol6gicos (Thomas et al.,
1982). Debido a las condiciones habituales de trabajo complicadas y lentas en un laboratorio
de maxima contencion, se han investigado varios métodos para inactivar patdgenos de alta
peligrosidad (Ebola, Marburgo, Lassa) sin alterar su actividad inmunoldgica (Elliott et al.,
1982). Este método también ha demostrado ser un método eficaz para la inactivacion de
Filovirus y Arenavirus, en muchas aplicaciones de investigacion de inmunidad celular y
humoral, siendo el tratamiento de eleccion para estos estudios ya que afecta minimamente
citoquinas y quimioquinas. En todos estos estudios de inactivacion se requirio de mantener
las muestras en hielo seco para mantenerlas frias durante la irradiacion (Mahanty et al.,
1999).

Las condiciones de trabajo en un laboratorio de maxima biocontencidon resultan técnicamente
complicadas y costosas con respecto al tiempo empleado. Es por ello que siempre se ha
valorado y estudiado la opcion de inactivar muestras que contengan patdgenos de alta
peligrosidad (Ebola, Marburgo, Lassa) siempre que no se alteren la actividad inmunoldgica o

las caracteristicas estructurales de las muestras, porque ello permite manipularlas en niveles
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de bioseguridad inferiores donde el trabajo es mucho mas rapido y sensiblemente econémico
(Elliott et al., 1982).

La inactivacion de muestras virales mediante radiacion gamma con Co60 de algunos virus
patdgenos emergentes o reemergentes como SARS-CoV, LASV, RVFV, HEV, NiV y H5N1
y TBEV, se evalu6 con una dosis objetivo de 1x 10° logioTCIDso/ml. Los virus de LASV,
RVFV, HEV, NiV y H5N1 necesitaron 4 Mrads (4x10° rad) y para el TBEV fueron
necesarios 5 Mrads (5 x10° rad) de irradiacion gamma Co60 para reducir ampliamente su
infectividad. Sin embargo como medida de seguridad y precaucion se sugiere que los valores
anteriormente descritos sean duplicados para una manipulacion segura: 2 Mrads (2x108 rad,
Coronavirus); 4 Mrads (4x10° rad, Filovirus); 8 Mrads (8x10° rad, Arena virus, Bunyavirus,

Ortomixovirus y Paramixovirus) y 10 Mrads (1x107 rad, Flavivirus) (Feldmann et al., 2019).

La infectividad de los virus Lassa, Ebola y Marburgo (Filovirus) se redujo a una tasa de 5.3;
6.8y 8.4 x 10° log TCIDso por rad, respectivamente a 4°C por 3 horas. La irradiacion gamma
fue 1.96 x 10%rads/hora (Elliott et al., 1982). Los mismos virus también fueron evaluados a
una dosis de 1.27x 10° rads de radiacion gamma Co60, demostrando que esta dosis también
es efectiva para la inactivacion de los filovirus (Mitchell & McCormick, 1984). El virus del
MERS-CoV expuesto a 1 Mrads (1x10° rad) de radiacion gamma Co60 experimentd una
reduccion de titulo de 4-5 log:o (Kumar et al., 2015). El efecto de la irradiacion gamma sobre
el SARS-CoV de 15 x 10%® Rad (15.000 rad) no produjo ninguna disminucion de la
infecciosidad siendo la dosis mas alta evaluada para el SARS-CoV. Sin embargo no llegé a
inactivar el virus, corroborando con las evaluaciones del CDC que se requiere una dosis
mucho mayor (2x10° rad) para inactivar muestras de suero infectado por el SARS-CoV para
posteriores estudios en un BSL2 (Darnell et al., 2004). En un estudio similar con un titulo
inicial de 1x10° log TCIDso/ml de SARS-CoV, este quedd completamente inactivado a una
dosis de 1 Mrads (1 X10° rad) de irradiacion gamma (Feldmann et al., 2019).

Radiacion ultravioleta

La luz ultravioleta es una luz con longitudes de onda mas cortas que las que puede observar
el ojo humano, es decir invisibles. Se divide en tres subgrupos distintos: UVA, gque consiste
en luz con una longitud de onda entre 400 y 320 nm; UVB, con una longitud de onda entre
320 y 290 nm; y UVC, con una longitud de onda entre 290 y 200 nm (Cutler & Zimmerman,
2011). Es generalmente utilizada en laboratorios de investigacion como germicida/viricida
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para la mayoria de los organismos vegetativos y virus. Siendo su mayor utilizacion como
desinfectante en cabinas de bioseguridad (BSC) especialmente la UVC (Meechan & Wilson,
2006). Un tratamiento de rayos UVC para virus del nivel de bioseguridad 4 (Lassa, Ebola,
Marburgo) no tuvo el éxito requerido ya que una exposicion de 20 minutos de 1.200 a 2.000
W / cm2 de luz UVC solo inactivo al virus Lassa, pero no los virus de Marburgo y Ebola, en
los que se detectd infectividad residual; los autores no cuantificaron esta infectividad (Elliott
etal., 1982).

Similares resultados se obtuvieron con los virus de la gripe tipo A de humanos (H1IN1) y
animales (HIN1 aviar, H4NG6 aviar, HLN1 porcina); exposiciones a longitudes de onda de
250 nm, una potencia de 8 W, y a una altura de 10 cm de la capa liquida en un lapso de 10
minutos, no inactivé el virus totalmente debido a que solo tuvo un factor de reduccion de 2.6
logio (HIN1, H4ANG aviar) y 3.2 logio (HIN1 porcina), ambos con infectividad residual
(Clemente, 2018) .

Para dos virus de IA altamente patdgena (subtipo H7N1 y H5N1) expuestos a un flujo
continuo de luz UVB, aproximadamente 90 uW / cm2, (9.0 x10° W/cm?2) y para 14 horas de
exposicidn, los titulos viricos iniciales de H7N1 (5.5 logio TCIDso/ml) cayeron a indetectable,
mientras que para H5N1 con titulo inicial 6.2 TCIDso/ml bajoé a 1 TCIDso/ml. Por tanto, para
reducir 1 Logio de dosis infecciosa para cada subtipo se necesitaron 158 min (H7N1) y 167
min (H5N1) (Sutton et al., 2013). El subtipo H7N9 a titulos viricos iniciales de 10" EIDso en
una placa Petri tratada con rayos UVC (250-270 nm) y a una distancia de 75 cm para tiempos
de contacto de 10, 20, 30 0 mas minutos, se vio totalmente inactivado a 30 minutos y tiempos

de contacto superiores (Zou et al., 2013).

El virus del SARS-CoV expuesto a una fuente de luz UVC (254 nm) de 4016 pW/cm2 a 3
cm de distancia de la fuente emisora y por tiempos de contacto de 15 minutos, tuvo un RF de
5 logzo a partir de un titulo inicial de <10° logoTCIDso/ml. Por el contrario la exposicion a
otra UVA (365 nm) a 2133 pW/cm2, bajo los mismos parametros, no tuvo ningun efecto

sobre la viabilidad, independientemente de la duracion de la exposicion (Darnell et al., 2004).
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4.2 METODOS QUIMICOS

Algunos autores han propuesto una clasificacion de la resistencia de los virus hacia los
agentes quimicos basada en el contenido lipidico y el tamafio de los virus, que se
considerarian indicadores utiles en la susceptibilidad de los virus hacia determinados
desinfectantes (aldehidos, detergentes, acidos). De acuerdo a estas propiedades los virus se
clasificarian en tres categorias; A (virus que poseen envolturas lipoproteicas y son altamente
susceptibles a muchos desinfectantes); B (pequefios virus no envueltos que son resistentes a
los desinfectantes lipofilicos) y C (virus no envueltos que son intermedios en su patrén de
susceptibilidad a los desinfectantes) (Ison & Beattie, 2002). Los virus de la gripe aviar, por
sus caracteristicas (De Benedictis et al., 2007) pertenecerian a la categoria A, que incluye

todos los virus envueltos de tamafio intermedio a grande.

Existe una variedad de posibles métodos de inactivacion, algunos de los cuales son quimicos
como Formaldehido, TRIzol, Tripure, TriReagente (reactivos para inactivacion y extraccion
de NA) (Hartman et al., 2012), pero también solventes/detergentes como Tween 20, NP-40
(Cutts et al., 2016; Patterson et al., 2020), Tween 80 (Dichtelmuller et al., 2009), Triton
X100, (Hartman et al., 2012; Colavita et al., 2017), o compuestos organicos como la
Bromoetilenimida (BEI) (Aarthi et al., 2004), Beta-propilactona (BPL) (Fellowes, 1965;
Wiktor et al., 1972; Nawa et al., 2003; Chowdhury et al.,2015; Herrera-Rodriguez et al.,
2019; Jureka et al., 2020). También existen, ya citados anteriormente, reactivos de extraccion
de acidos nucleicos que se asume, demasiado a menudo, que son totalmente capaces de hacer
que una muestra deje de ser infecciosa. Los productos utilizados mas comdnmente son
TRIzol® LS, Reagent TRIzol (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) y AVL Buffer (Qiagen,
Valencia, CA) (Blow et al., 2004) pero también otros como ATL, VXL (Pastorino, Touret,
Gilles, Lamballerie, Remi, et al., 2020), RLT, Mag-MAX , easy Max (Ngo et al., 2017).

Tratamiento con Trizol®

El TRIzol® o TRIzol® LS es un reactivo tipico para el aislamiento y la purificacion del ARN
0 el ADN de las células infectadas por virus o de los sobrenadantes de los cultivos celulares.
La combinacion de isotiocianato de guanidina y fenol ha demostrado ser eficaz para inactivar
los virus envueltos y se ha utilizado durante muchos afios para el aislamiento de ADN o ARN
virales tanto para el analisis bioquimico (sustancias quimicas, sangre) como para el

diagnostico viroldgico (deteccion antigenos) (Kumar et al., 2015). Debido a la naturaleza
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caustica del reactivo de extraccidbn muchos suponen que este tratamiento es capaz de hacer
gue una muestra no sea infecciosa o pierda su peligrosidad. Sin embargo esta inactivacion

puede ser incompleta durante la extraccion del acido nucleico (Blow et al., 2004).

En este sentido se han realizado varios estudios para corroborar estos supuestos, que ha
implicado evaluar el TRIzol frente a diferentes familias de virus. Se han hecho valoraciones
con VNO (flavivirus) y virus de IA (cepa H7N1), con titulos viricos iniciales de 7 logio
TCIDso/ml en una relacion de mezcla de reactivo TRIzol® y suspension viral de 9 a 1 (v:v)
durante 10 minutos, obteniéndose factores de reduccion del orden de 2.5 logi, Sin
infectividad residual (Abad et al., 2012). Virus de la influenza aviar altamente patdgena
(HPAIV) con titulos iniciales de 4.7 x 10" UFP/ml, tratado con TRIzol (ratio 1:10) fue
completamente inactivado; no se observaron placas virales en las muestras finales, lo que
implicaba un RF superior a 4 logio (Hartman et al., 2012). Un suspension virica de MERS-
CoV de titulo 3.25 x 10° UFP/ml, mezclada con TRIzol® LS en una proporcion de 1:3,
siguiendo los procedimientos recomendados por el fabricante, para tiempo de contacto 10

minutos, fue inactivada completamente (Kumar et al., 2015).

Estudios mas recientes de este tratamiento con TRIzol, con representantes de varias familias
de virus de GR 3 como Alphavirus (CHIKV), Flavivirus (VNO), Bunyavirus (LACV),
derivados de aislamientos clinicos, y con titulos virales de 5.4 a 8.5 logio PFU/mI,
permitieron, para tiempos de contacto de 10 minutos a temperatura ambiente, obtener RF de
>4 logyo para CHIKV, >4.8 logio para VNO y >1.7 logio para LACV. El RF, expresado en
logio, se calculd basandose en el supuesto de que 1 particula infecciosa era suficiente para

establecer citopatologia (Ngo et al., 2017).

El efecto del Trizol LS sobre la infectividad de un amplio grupo de virus de diferentes
familias virales como Alfavirus (CHIKV, EEV), Arenavirus (Guanarito, LASV, LCMV,
Lujo, Machupo, Sabia), Bunyavirus (RVF), Coronavirus (MERS-CoV), Filovirus (Ebola
Makona, Ebola Reston, Ebola Sudéan, Marburg Ci67), Flavivirus (DENV 2) y Paramixovirus
(NiV) fueron evaluados a partir de titulos viricos iniciales de 10%! a 108 TCIDso. Para
mezcla del reactivo y suspension viral en ratios de 4:1 y tiempos de contacto de 10 minutos,
se observo ausencia de infectividad residual en todos los casos, con unos RF que oscilaron
entre los 4.5 y los 6.5 logio TCIDso (Kochel et al., 2017).
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La inactivacion de Ebola Zaire en suero, y en cultivo celular clarificado, con TRIzol LS en
ratio 3:1, agitacion manual, y tiempos de contacto de 5 minutos ha permitido constatar
reducciones superiores a los 7 logio UFP; cuando se evalud la accion del TRIzol sobre
fragmentos de tejidos (hepéticos), sometidos a sonicacion 30Hz por 2 veces en periodos de 3
minutos, o células infectadas, el RF fue también superior a los 7 logio (Alfson & Griffiths,
2018).

Tratamientos con tampon de lisis AVL, RLT, Mag-MAX

Los tratamientos de tampdn de lisis se utilizan para la extraccion eficiente de los &cidos
nucleicos virales (AVL, RTL, Mag-MAX) pero a la vez tienen el efecto colateral de
favorecer o promover la inactivacion virica, disminuyendo la concentracion de virus a dosis
no infecciosas. EI AVL buffer al igual que el TRIzol es una sal caotrdpica que contiene GITC
(isotiocianato de guanidina) (Blow et al., 2004). Ademas, puede contener en su composicion
otros desnaturalizantes de proteinas (etanol, fenol) capaces de inactivar al virus. Sin embargo,
esta propiedad puede verse afectada por la carga viral de la muestra (alta o baja) que es objeto

de la extraccion, la presencia de material interferente, etc. (Ngo et al., 2017).

Uno de los primeros estudios de evaluacion del tampon AVL fue el ejecutado por Blow y
colaboradores, en 2004. La eficacia del tampon se evalud frente a un rango importante de
virus de diferentes familias (alfavirus, flavivirus, bunyavirus, filovirus); la ratio de mezcla fue
560 pl de AVL y 150 microlitros de la muestra o suspension virica, con un tiempo de
contacto de 10 minutos a temperatura ambiente. Todos los titulos viricos de partida fueron
superiores a 6 logio UFP/ml con la excepcion del dengue del subtipo 4 (DENV4), que fue de
4.9 logio UFP/mI. No se detecto infectividad residual en las muestras tratadas lo que garantiza
en todos los casos RF superiores a 4 logio UFP con la excepcion ya comentada de DENV4
(Blow et al., 2004).

En otros ensayos realizados con VNO y virus HPAI H7N1 con una mezcla de tampon AVL y
cepa viral (relacion 9:1, v/v), durante 10 minutos, se obtuvo un RF superior a 3 logio
TCIDso/ml para VNO, con titulos iniciales de 6.82 logio TCIDso/ml, mientras que para HPAI
H7N1 con titulo viral inicial de 7.04 logio TCIDso/ml se alcanzaron RF superiores a 3.5 logio
TCIDso/ml (Abad et al., 2012); sin infectividad residual en ambos casos. Cuando se trataron
con AVL (en una proporcion de 560 ul AVL y 140 pl de muestra), virus como VNO
(flavivirus), CHIKV (alfavirus) y LACV (bunyavirus) se reportd que para los dos primeros
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habia infectividad residual en la muestra final, si bien se conseguian RF superiores a5y 4
Logio respectivamente; por el contrario LACV se inactivd completamente, si bien partiendo
de titulos viricos iniciales mas bajos (5,4 logio UFP /ml), con RF superior a 2 logio (Ngo et
al., 2017).

La cepa vacunal VEEV TC-83 con un titulo infeccioso de 1.47x10° UFP/ml, no fue
inactivada completamente (en todas las réplicas analizadas) por el tampon de lisis AVL,
mientras que si lo fue con Trizol (Patterson et al., 2018). La adicion de etanol al procesado
con AVL si permitia alcanzar la inactivacion total (Patterson et al., 2018). Suspensiones
viricas de MERS-CoV, con titulos iniciales de 3.25x10° UFP/ml fueron tratadas con AVL en
proporcién 4:1 (400 ul AVL:100 ul sobrenadante) e incubadas a temperatura ambiente, pero
con adicion de etanol (>95%). No se detect6 infectividad residual en las muestras finales, lo

que determina RF muy superiores a 4 logio (Kumar et al., 2015).

Haddock et al., (2016), evaluaron la efectividad del tampén AVL frente a virus Ebola Zaire
(EBOV), como modelo representativo de virus envueltos ARN de cadena Unica y polaridad
negativa, y habitualmente manipulados en contencién (arenavirus, bunyavirus, filovirus,
ortomixovirus y paramixovirus). El tampon AVL se mezcld con el virus en diferentes
proporciones (560 pl de tampdn AVL y 160 pl de muestra o bien 600 pl de AVL y 100 pl de
muestra 0 suspension virica) para tiempos de contacto 10 minutos. Este tratamiento no
inactivé completamente el virus del EBOV, pero la adicién del etanol absoluto (560 i) en las
mezclas indicadas y 20 minutos adicionales a temperatura ambiente hizo que todas las
muestras alcanzaran la inactivacion total (Haddock et al., 2016). Estos resultados no difieren
de otros reportados por Smither y colaboradores, en 2015. El tratamiento de muestras clinicas
de suero (con un titulo de Ebola de 1x108 TCIDso/ml) y sangre (donde el titulo infeccioso fue
de 1x10” TCIDso/ml) siguiendo una ratio 4:1 v/v, demostro la ineficacia del tampon AVL
para inactivar EBOV (no lo hizo en el 67% de las muestras). Sin embargo, si a este
tratamiento se acoplaba un tratamiento posterior con etanol (4:1, v/v, etanol: muestra) o calor
(60°C por 15 minutos) si se alcanzaba la inactivacion en el 100% de las muestras ensayadas
(Smither et al., 2015).

El SARS-CoV2 también ha sido sometido a inactivacion por el tampon AVL (GITC 50-70%)
solo 0 en combinacion con etanol al 100%, o Tritdn X-100, a una proporcion de 1:1 v/v; a

diferencia de los tampones de lisis ATL y VXL, que si inactivaron completamente el virus, el
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tampon AVL solo permitié alcanzar inactivaciones parciales, si bien se partia de cargas

virales iniciales altas (10° TCIDso/ml (Pastorino et al., 2020).

El tratamiento con AVL (pero también con AL y MagMAX CORE) de sobrenadantes de
cultivo celular, suspension de tejido epitelial y leche en presencia del virus de la fiebre aftosa
(FMDV), que pertenece a la familia Picornaviridae, en un ratio de 4:1, y titulos viricos
iniciales de 7.4 logio TCIDso/ml, permitio demostrar la ausencia de infectividad residual en

las muestras finales alcanzandose RF de entre 3.1 y >5.1 logio (Wood et al., 2020).

Tratamiento con solvente/detergente (S/D)

El tratamiento solvente/detergente es un tratamiento cuyo modo de accion es la alteracién de
las estructuras lipidicas del virus mediante disolventes como el tri-n-butil-fosfato (TNBP) y
detergentes no i6nicos como el Tritdn X-100 o Tween 20 u 80. Ademas, es un método eficaz
para los virus envueltos (flavivirus, filovirus, arenavirus) mas no asi para los virus no
envueltos (VHA, parvovirus) teniendo limitada inactivacion (Abad et al., 2000). Es un
método eficaz, robusto y sencillo para inactivar los virus envueltos en diversos productos
bioldgicos (como derivados del plasma) (Dichtelmdiller et al., 2009). Dentro de los virus con
envoltura lipidica en los que se ha utilizado este procedimiento esta el VNO: suspensiones
viricas con titulo inicial de 2.75 x10* UFP/ml en solucion de PBS y 0.05 % de Tween 20 (un
tampon de lavado tipico de ensayos ELISA), a temperaturas de 37°C no mostraron
infectividad residual (no ECP) a los 30 y 60 minutos de exposicion, lo que implicaba un RF
del orden de 4 logio (Mayo & Beckwith, 2002).

El Triton X-100 es un detergente no idnico suave utilizado en aplicaciones bioguimicas para
solubilizar proteinas y otras macromoléculas; debido a esto es utilizado para inactivar virus
envueltos (EBOV, VNO). EBOV con titulos viricos iniciales de 108° TCIDso/ml expuesto a
diferentes concentraciones de Triton X-100 (0.1 a 0.05%) permiti6 alcanzar, a 60 minutos de
exposicion, RF de 4 logio, para concentraciones de 0.1%, aunque existe infectividad residual,
con titulos finales inferiores a 10%° TCIDso/ml. Y para el VNO, con titulo inicial de 10882
TCIDso/ml se alcanzaron RF de 6.2 logio a concentraciones de Triton X-100 entre 0.5 y

0.05%, y 60 minutos de exposicion (Colavita et al., 2017).

Por otra parte, el SDS, también conocido como laurilsulfato de sodio, es un tensioactivo
anionico con potencia desnaturalizante de proteinas, es un potente inhibidor de la infectividad

de varios virus envueltos y no envueltos (Piret et al., 2002). La inactivacion del virus Ebola
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(EBOV) por 0.1% SDS en suero y sangre entera de primates no humanos infectados fue
evaluada por Van Kampen y colaboradores, 2017. La adicion de 0.1% de SDS en sangre
entera o plasma de los primates infectados tuvo poco impacto en la infectividad de EBOV a
temperatura ambiente. Después de 60 minutos el titulo virico inicial en sangre y plasma,
3.2x10% y 2.4x10* TCIDso/ml, se redujo aproximadamente un logaritmo, a valores de 3.2x10°
y 2.8x10° TCIDso/ml, respectivamente. El limite de deteccion de la técnica estaba en 5.6x10*

TCIDso/ml, por tanto la infectividad residual fue elevada (Van Kampen et al., 2017).

La persistencia del nuevo virus SARS-CoV2 frente a tratamientos con solventes/detergentes
como SDS, Triton X-100, Tween 20 y NP-40 (detergente no ionico) ha sido también
evaluada. A partir de titulos de 10 UFP, tratamientos de dichos detergentes a una
concentracion de 0.5%, y tiempos de incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente,
demostraron que el SDS, Tritdn X-100 y NP-40 anularon toda infectividad residual en las
muestras finales. Por contra, los ensayos con Tween 20 en las mismas condiciones no

permitieron alcanzar la total inactivacion (Patterson et al., 2020).

Tratamiento con Beta-propiolactona (BPL)

La Beta-Propiolactona (BPL) es un agente quimico que ha sido muy utilizado en la
esterilizacion de materiales biol6gicos como plasma humano, tejidos para trasplante y en la
preparacion de vacunas de virus inactivados. La BPL parece ser superior a otros agentes
quimicos en la preparacion de vacunas viricas debido a que inactiva los virus de manera
completa e irreversible. Tiene un amplio margen de seguridad por la inactivacién completa

del virus y mantener un alto grado de antigenicidad (LoGripo, 1957).

La inactivacion de una muestra viral por tratamiento con BPL se realiza habitualmente con
concentraciones entre el 0.025 y 1% (4-160 mM) (Uittenbogaard et al., 2011) y es un método
con el gue se han inactivado producciones viricas con finalidades inmunogénicas o vacunales

desde hace mas de 60 afios (LoGrippo, 1957).

Tratamientos del virus de la fiebre aftosa (tipo A cepa 119) con BPL (concentracion final de
0.05% a temperaturas de 23°C y pH entre 7.5 y 8.0, en agitacion continua) determinaron
reducciones del titulo infeccioso mayores de 6 logio LDsg a las 6 horas de exposicion, con
una curva claramente tailing off para exposiciones mas largas; ocasionalmente para tiempos

posteriores se seguia detectando una minima infectividad residual (Fellowes, 1965)
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Estudios clasicos ya han demostrado la eficacia de BPL en la inactivacion viral. Asi, BPL a
concentraciones finales de 0.025% y temperaturas de 4°C inactivaron completamente el virus
de la rabia (de alto titulo, 10° PFU/mI) para tiempos de tratamiento de 6 0 mas horas, con RF
superiores a los 6 logio, sin afectar a otras caracteristicas inmunoldgicas como la actividad de

fijacion del complemento (Wiktor et al., 1972).

Sobrenadantes clarificados de VNO fueron sometidos a tratamiento con BPL a concentracion
final de 0.1% y mantenidos 48 horas en temperaturas de 4°C; no se detectd infectividad
residual en las muestras finales, aunque se pasaron varias veces por células BHK-21 y se
inocularon ratones intracranealmente (ensayo “in vivo”). Sin embargo, los autores

(Chowdhury et al., 2015) no ofrecen ningun RF concreto.

Se evaluo la eficacia de la inactivacion de BPL sobre producciones de cepas de influenza
HIN1, H3N2, H5N1 y H7N9, purificadas en gradientes de sacarosa a partir de los fluidos
alantoideos. Concentraciones de 0.1% de BPL, a 4°C, en continua agitacion y temperatura de
4°C overnight (entre 12-18 horas) inactivd fuertemente diferentes cepas de influenza, con
reducciones de infectividad superiores a los 5 logiw. Para H1, H3 y H7 no se detect6
infectividad residual; para H5 y otra cepa H1 si se detectaron aun niveles muy bajos de
infectividad (20-50 TCIDso/ml) (Herrera-Rodriguez et al., 2019).

Para el virus del SARS-CoV2, a titulos iniciales de 10° PFU y a diferentes concentraciones
(0.5, 0.1 y 0.05%) de BPL, y tratamientos por 16 horas a 4°C, mé&s 2 horas adicionales a 37°C
para hidrolizar la BPL residual, se alcanzé inactivacion total para las tres concentraciones de
BPL ensayadas (Jureka et al., 2020).

Tratamientos con 0.2% BPL a 37°C por tiempos de contacto de 10, 30 y 60 minutos sobre
cepas representativas de los 4 tipos de dengue (tipo 1, Hawai; tipo 2, Nueva Guinea C; tipo 3,
H87 vy tipo 4, H241) demuestran ausencia total de infectividad ya para el primer tiempo
ensayado, 10 min, a partir de titulos iniciales de 10*-10° FFU dependiendo del tipo viral; los

autores obtienen RF superiores a 2 y 4 Logio respectivamente (Nawa et al., 2003).

Tratamiento con Etilenimina binaria (BEI)

La etilenimina binaria (BEI) es un compuesto de aziridina, producido a partir del bromuro de
bromoetilamina (BEA) que se utiliza cominmente para la inactivacion de virus durante la

fabricacién de vacunas.
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El uso de BEI es clasico (Bahnemann, 1976). Este autor reporto inactivaciones lineales con
reducciones superiores a 1 logio infectividad por hora de tratamiento con 1 mM de BEI a
37°C para el virus de la fiebre aftosa (FMDV), el virus de la estomatitis vesicular (VSV) y el
virus de rinotraqueitis infecciosa bovina (IBRV). De este mismo autor, hay una interesante
revision en el afio de 1990, donde se enumera una larga lista de virus que habian sido
inactivados con este reactivo: el virus de PPA, FMDV, VSV, virus de la enfermedad de
Aujeszky, BVDV, virus de la enfermedad de Newcastle, etc (Bahnemann, 1990). La BEI a
concentracion final de 0.01M, aplicada sobre suspensiones de 10° PFU/mI de virus de la rabia
propagado en células BHK fue capaz de inactivar completamente al virus en periodos de 2 o
3 horas a temperaturas de 37°C (Larghi & Nebel, 1980). Kotb et al., (2015) también
detectaron efectividad total de tratamientos con BEI para el mismo virus, en periodo de horas.
RF superiores a 6 logio TCIDso/ml en sélo 6 horas para concentraciones de 30 mM; para 10

mM de BEI, el mismo efecto se alcanzaba a las 18 horas (Kotb et al., 2015).

Un ejemplo claro de virus de méaxima contencion es el virus de la fiebre aftosa (FMDV). BEI
inactiva FMDV de forma réapida y siguiendo una cinética lineal de primer orden (Aarthi et al.,
2004). El tratamiento de suspensiones viricas de diferentes cepas de FMDV con 1mM de BEI
a 37°C por periodos de 24 horas determinaron inactivaciéon total ya a las 7-8 horas de
tratamiento en funcién de la cepa, partiendo de 6.55 y 7.55 logio TCIDso/ml, lo que implica
RF entre 4 y 5 logio (Larghi & Nebel, 1980). Resultados similares fueron obtenidos por
Aarthi y colaboradores, en 2004; concentraciones de 0.4 mM eran insuficientes para alcanzar
inactivacion total a las 10 horas; por el contrario, a 0.8 mM ya habia ausencia de infectividad
sobre las 8 horas de tratamiento y para 1.2 mM de BEI la inactivacion se alcanzaba a las 5
horas. En cualquier caso, para la concentracion méas elevada ensayada, 2 mM, inactivacion
total a las 3-4 horas y RF por encima de los 4 logio UFP (Aarthi et al., 2004).

Sarachai et al., (2010), encuentran que BEI es también altamente efectivo contra influenza
aviar H5N1. Tratamientos de 1mM permiten alcanzar inactivacion total del virus en liquido
alantoideo en 24 horas, mientras que para concentraciones de 10 mM esta inactivacion total
se alcanza a las 6 horas, sin efectos adversos en las caracteristicas antigénicas (Sarachai et al.,
2010).

Suspensiones de virus Nipah (con titulo 2x10° TCIDso/ml) fueron tratadas con BEI a
concentraciones finales de 3 mM en la suspension viral; la mezcla resultante fue incubada a

temperatura ambiente durante 24 horas. La inactivacion virica fue total; ni ejecutando tres
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pasajes en cultivo celular a partir de la muestra inactivada final se recuper6 virus infeccioso
(Berhane et al., 2006).

Tratamiento con fijadores; Formaldehido, Glutaraldehido, Paraformaldehido (PFA),
Formalina Tamponada Neutra (NBF), Metanol: Acetona (M/A)

Otros productos quimicos que también han sido utilizados en la inactivacién virica son los
aldehidos. Estos compuestos organicos ha sido generalmente empleados para la fijacion de
células, pero ayudan en la inactivacion de los virus presentes en tejidos infectados, para
posteriores estudios de citometria de flujo (Emery et al., 2014) o para en ensayos de placa, y

estudios histolégicos (Kumar et al., 2015).

Se evalud la inactivacion del virus del SARS-CoV por dos agentes fijadores, formaldehido y
glutaraldehido en diluciones (1:1000 y 1:4000) a diferentes temperaturas (4, 25 o 37°C) y
para tiempos de contacto 1, 2 y 3 dias. A 4°C y dilucion 1/4000, ambos fijadores fueron
incapaces de inactivar completamente el virus. A 25 y 37°C, el formaldehido inactivo
intensamente pero aun se detectd infectividad residual a dia 3. Por el contrario, el
glutaraldehido inactivd completamente SARS-CoV a 25°C en 48 horas, mientras que a 37°C

solo necesit6 1 dia (Darnell et al., 2004).

El PFA se ha empleado en la inactivacion de dos bacterias pertenecientes GR3 (Burkholderia
pseudomallei y Francisella tularensis tularensis), a una concentracion de 4% de PFA (250 pl
Cytotix fixation buffer, no diluido) incubados a 37°C por 5 minutos de exposicion. Dié como
resultado un factor de reduccion de 6 logio de un titulo de 5 x10° CFU/ml (Emery et al.,
2014). Para bacterias del género Brucella (B. bovis, B. abortus, B. melitensis) se ha utilizado
la formalina neutra tamponada (NBF) (concentracion al 10%) para la fijacion e inactivacion
de muestras de tejido infeccioso a una proporcion de 1:10 (v/v) tejido: formalina, en
diferentes periodos de tiempo (2, 4 y 24 horas). En cambio, para la inactivacién de muestras
liquidas se ha utilizado el metanol o metanol/acetona (M/A) al 30, 40, 50, 60 y 70%,
incubadas a 37°C durante 7 dias, dando como resultado que la NBF al 10 % inactiva las
muestras en 4 horas de exposicion con un RF de 6.5 logi1oCFU/g a partir de una carga de 7.73
log10CFU/g; con el M/A se inactivan en 3 dias con un RF de >6 logio a partir de un titulo
inicial > 8 x10'° CFU/ml (Olsen et al., 2017).

El tratamiento de cultivos celulares infectados con MERS-CoV con 4% de PFA, 10% NBF o
1:1 M/A, a temperatura ambiente y para diferentes tiempos de contacto (10, 20, 30, 60
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minutos), han permitido confirmar que exposiciones de 30 minutos con 4% PFA o 10% de
NBF inactivaron por completo los virus presentes en monocapas celulares, mientras que para
alcanzar la misma reduccién con la mezcla M/A se necesitaron 60 minutos (Kumar et al.,
2015).

Para un virus muy relacionado, como es SARS-CoV2, monocapas infectadas incubadas a
temperatura ambiente con concentraciones entre 0.5% y 2% de formaldehido por 60 minutos
perdieron toda infectividad virica, implicando un RF de >7 logio (Jureka et al., 2020). La
NBF (con una concentracion de formaldehido del 4%) cumpliria con creces como agente

inactivador para tiempos de exposicion equivalentes (Jureka et al., 2020).

4.3 METODOS FISICOQUIMICOS

Hay métodos que combinan una molécula (quimico) y una radiacién (fisico) para generar una
accion inactivadora que no tendria cada método por separado. Schneider y colaboradores
(2015) han estimado el efecto del Psoraleno mas UV-A en la inactivacion de familias virales
altamente patégenos (Flavivirus, Bunyavirus, Arenavirus, Coronavirus y Filovirus) a
diferentes dosis de radiacion, cargas virales y tiempos de exposicion. Titulos de 10°
TCIDso/ml de DENV quedaron inactivados completamente a una exposicion de 8000
pHW/cm? de UV-A (y 10 pg/ml ATM) en 40 minutos. La combinacion funciona para muchos
otros virus como CCHFV, LASV, MERS-CoV, con titulos viricos iniciales entre 10° y 10’
TCIDso/ml con exposiciones variables, 4000, 30000 y 6000 uW/cm?. Con un nivel de energia
de radiacion UV-A de 1000 uwW/cm? y 20 ug/ml de ATM se ha alcanzado la inactivacion
total, a partir de titulos iniciales de 10" a 108 TCIDso/ml, de EEV, RVFV y EBOV, para

tiempos de exposicién de 20, 90 y 120 minutos respectivamente (Schneider et al., 2015).

También se ha experimentado la inactivacién viral con tratamiento térmico (56°C) y
detergentes (Tween 20 con PBS) sobre sobrenadantes y sueros que contenian cepas de alta y
moderada patogenicidad del virus de la peste porcina clasica (PPC). Sobrenadantes (1.78x
108 y 3.16 x10° TCIDso/50ul) tuvo un factor de reduccion de 6 logio cuando se sometieron a
0.05 % de Tween+ < 0.25 % de PBS, a 56°C por 30 minutos. Mientras que el suero (10 a 10*
TCIDso/50 pl) concentracion final de 3% (Tween 20 + Tween+ < 0.25 % de PBS) a la misma
temperatura y tiempo tuvo una reduccion aproximada de 2-5 logio. En ambos casos los titulos
de ambas cepas redujeron su infecciosidad en su totalidad (Meyer et al., 2019). Asi mismo, el
virus del EBOV (variante Makona) en muestras de suero humano con una carga viral de 7.19
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log10TCIDso/ml, se sometio a un tratamiento de inactivacion con 0.5% de Tween a 56°C en
un tiempo de 60 minutos que dio como resultado un factor de reduccion de 7 logio, es decir
inactivé completamente la muestra viral (Cutts et al., 2016). En resumen, los experimentos de
inactivacion con muestras virales que son manipuladas en un laboratorio de alta y méxima

biocontencidn, se pueden observar en la Figuraly 2.

5. TRATAMIENTOS PARA LA DESINFECCION DE LOS CONTENEDORES DE
LAS MUESTRAS INACTIVADAS.

Una muestra biologica puede llegar al exterior de una zona del BSL3 o BSL4 principalmente
de dos formas: sin inactivacion, cuando esta vaya a ser transferida a otra instalacion
equivalente a una de BSL-3 o0 BSL-4; o inactivada es decir que la muestra biol6gica no sea
infecciosa y pueda ser utilizada en una instalacion de menor biocontencion (Abad, 2012).

Para muestras que han sido inactivadas por tratamiento térmico o por tratamiento quimico
(TRIzol LS, TriReagente), el contenido liquido ya se considera inactivado y queda
descontaminar el exterior del recipiente; rociado con desinfectante (hipoclorito de sodio al
5.25%, solucion de etanol al 70%) y luego la muestra puede ser retirada de la instalacion
BSL3. Las suspensiones de células fijadas con formaldehido al 4%, después de la fijacion,
también necesitan desinfeccidén o descontaminacién superficial del tubo, la placa o multiplaca
en las que estan contenidas, antes de ser retiradas de las instalaciones (Hartman et al., 2012).
Las placas de cultivo celular inactivadas durante al menos 24 h en formalina al 10% pueden
ser retiradas después de ser empaquetadas en bolsas selladas con formalina fresca para bafar

las placas, que deben ser claramente etiquetadas (Shurtleff et al., 2012).

Para contenedores secundarios

Los sistemas SAS (Sterilized Air System, por ejemplo, de MATACHANA) son sistemas de
paso disefiados especialmente para procesar mediante desinfectante quimico, (H202 u otros) o
radiacion U.V. los contenedores o recipientes del material que se desea transferir de una zona
de alta contencion a otra no contenida o viceversa. Tiene sistemas de aeronebulizacion y
micropulverizacion de desinfectante quimico, resultante de la unién de dos fluidos, uno
liquido (el desinfectante) y otro gaseoso (aire), con el objetivo de obtener particulas con

tamafios de gotas de micras que permite que estas permanezcan en suspensiéon y de una
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manera uniforme por todo el volumen de la cdmara. Estas gotas al final decaen, pero cuando
lo hacen entran en contacto con todas las superficies (contenedores) presentes en el interior
de la cdmara, desinfectandolos y asegurando el tratamiento integral de todas las superficies

expuestas al producto aeronebulizado (www.matachana.com.).

6. CONSIDERACIONES FINALES

En la inactivacion de muestras infecciosas que se han obtenido dentro de los laboratorios de
alta y maxima biocontencion los tratamientos que se utilizan son métodos fisicos, quimicos y
fisicoguimicos que, de acuerdo con el propdsito final de las muestras inactivadas, podran ser
destinadas para ensayos en biologia molecular, inmunologia, ensayos de neutralizacion o

bioguimica.

Dentro de los métodos fisicos, el tratamiento térmico ha sido de los mas utilizados, debido a
que es un método accesible, barato y facil de usar. Sin embargo, se deben tener muy en
cuenta varios factores como tamafio de los patdgenos, termoestabilidad, carga viral o
bacteriana, tipo de muestras (tejido, suero o sangre entera), y las mas importantes: dosis de
temperatura y tiempos de exposicién, que repercutiran en la inactivacion. La mayoria de los
virus y bacterias han sido susceptibles a este tratamiento disminuyendo su infectividad al
someterse a temperaturas altas (56°C hasta 92°C) e inclusive la ebullicion (100°C), con las
cuales quedan totalmente inactivadas. Por el contrario, temperaturas y tiempos de exposicion
inferiores (<15 min/56°C) pueden no tener los mismos resultados. Algunos virus, inclusive de
la misma familia y caracteristicas estructurales similares pueden tener temperaturas, tiempos
de exposicion y factores de reduccion totalmente diferentes (Asenjo, 2018; Zwadyk et
al.,1994; Park et al., 2016). Para ciertas bacterias que no son esporuladas y que estan dentro
el GR3, el método de inactivacion térmico también ha sido utilizado con éxito para

posteriores estudios.

Otro metodo fisico que ha podido garantizar las propiedades antigénicas de los virus
inactivados es la radiacion gamma con Co60, (Elliott et al., 1982; Mahanty et al., 1999)
tratamiento que algunos autores han evaluado en virus altamente patdgenos emergentes y
otros remergentes para los cuales se requiere una inactivacion segura y fiable para su

manipulacion posterior. Este método ademas de tener un margen de seguridad alto es apto
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para ensayos inmunoenzimaticos que involucran a las citoquinas y quimioquinas esenciales
para poder determinar la actividad inmunoldgica humoral y celular. Ademas, puede adaptase
a cualquier tipo de muestra (liquido o tejido) y titulo viral independientemente del virus. El
inconveniente con este método es el alto costo que representa mantener un equipo de esta
magnitud, haciéndolo muchas veces inaccesible para la mayoria de los laboratorios. De
hecho, esta recopilacion me ha permitido observar que s6lo unos pocos han tenido acceso y
han podido realizar experimentos de este tipo con resultados positivos. Algunos autores
recomiendan que el uso de este tratamiento deberia hacerse al doble de la dosis recomendada
por motivos de seguridad, sobre todo en patdgenos de alta peligrosidad, y asi garantizar su

total inactivacion.

Con respecto a la inactivacion con rayos UV (A-B-C) las muestras de patdgenos virales a los
que se ha expuesto han presentado una elevada pérdida de infecciosidad e incluso completa
inactivacion, pero en otros casos no. Sin embargo, es un método eficaz si la muestra a
inactivar cumple ciertas caracteristicas como ser liquida, limpia (sin turbidez), fuente de luz
directa (relacion placa-angulo de la lampara de luz) y que el area donde se proceda a la
inactivacion debe estar libre de otros microrganismos para que no se den fenémenos de
contaminacion cruzada. Su principal ventaja es que las muestras inactivadas con luz UV
pueden ser utilizadas en estudios inmunoldgicos, siento Gtil para posteriores experimentos
que involucran la preparacion de vacunas. Actualmente hay varios equipos que proporcionan
este medio de luz, con costos accesibles. Pero un uso continuo y por largos periodos de
tiempo podria comprometer la salud del personal investigador debido a que el efecto de la luz
UV puede llegar a ser cancerigeno e incluso el reflejo de esta luz podria inducir una
queratoconjuntivitis. Otro aspecto también a tomar en cuenta es que si la muestra no es bien
inactivada por los UV pueden dejar residuos infecciosos y provocar algun incidente (LAI) si
se traslada la muestra a una instalacion de menor biocontencion, sobre todo cuando se
involucran virus potencialmente peligrosos. A pesar de su pro y contra podria ser un buen
aliado en la inactivacion de los virus, ya que no dafa a las caracteristicas estructurales estos.
Por ejemplo, seria muy util en laboratorios BSL3 que no tengan la capacidad de optar por un
equipo de radiacion gamma (por ser muy costoso) y que pueden asi realizar inactivaciones de

patdgenos peligrosos.

Dentro de los métodos quimicos de inactivacion hay una gran gama de tratamientos por los

cuales se puede inactivar los virus altamente patdgenos, siendo alguno de ellos clasico, como
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BPL, BEI y fijadores diversos (formaldehido, Paraformaldehido, glutaraldehido), otros que
han surgido por necesidad médica y de salud publica (solventes/detergentes), y otros mas

actuales, involucrados en la extraccion de &cidos nucleicos (TRIzol, AVL, RVL buffers).

El tratamiento con TRIzol, ha sido el que ha tenido mayor eficacia en la inactivacion viral, ya
que a pesar de que es un metodo para extraccion de &cidos nucleicos, debido a su
composicién en isotiocianato de guanidina mas fenol lo hace también efectivo para
inactivacion viral. Todos los estudios realizados con este quimico para diferentes tipos de
virus han sido efectivos y por ende es de uso rutinario en muchos laboratorios. Algunos
TRIzol varian en concentracion como TRIzol LS (férmula ligeramente mas concentrada, una
ligera diferencia en el indice de refraccion) siendo utilizado para muestras liquidas y
preparaciones de virus a grandes volumenes), y TRIzol Regent (utilizado para suspensiones
celulares o tejidos) que de acuerdo con la muestra que se desee inactivar se elijard el
adecuado. También hay otros tratamientos similares al TRIzol, cuya principal funcion es la
extraccion de &cidos nucleicos virales como AVL, RTL, Mag MAX, easy Max, VXL.
Algunos de estos quimicos han demostrado que pueden disminuir la infecciosidad en las
muestras virales, pero otros no porque se ha podido detectar infectividad residual en las
muestras ensayadas, haciendo que estas sigan siendo peligrosas para su manipulacién. Es eso
que algunos autores recomiendan utilizar un método complementario térmico o quimico
(Tween 20 + PBS) en la utilizacion de estos compuestos para asi tener un mayor margen de
seguridad. Inclusive existen Kits con estos compuestos quimicos que requieren dentro de sus
protocolos un paso térmico (70°C durante 5 minutos en el kit de virus ARN de Nucleospin®
0 10-15 minutos en el kit de sangre de Nucleospin®, ambos de Macherey- Nagel). El
inconveniente por asi llamarlo seria cuando se realiza ensayos de cultivo celular debido a que
requiere una fase de lavado para retirar el exceso de los residuos quimicos ya que puede

causar toxicidad en la célula que se desea analizar.

Los solventes/detergentes son otro tipo de tratamiento quimico compuesto por un solvente
(TNBP) y detergentes no ionicos (Triton X-100, Tween 80, SDS) que han demostrado su
eficacia de inactivacion en la industria de los hemoderivados. Ademas de ser un método
robusto en la inactivaciéon de muestras virales, otra de sus ventajas es poder realizar
diagndstico diferencial y hematoldgico debido a que mantiene la estructura intacta del virus y
de otros patdgenos que pueden estar presentes simultaneamente en las muestras virales, por

ejemplo, la combinacion Ebola-Paludismo. Sin embargo, su eficacia podria verse
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comprometida cuando se aplica dosis muy por debajo de lo recomendado al analizar muestras

de sangre infecciosa ya que podria no inactivarla por completo.

Otros tratamientos quimicos utilizados desde hace afios en la inactivacion viral son la beta-
propilactona (BPL) y la etilenimina binaria (BEI) que se han perfilado como la mejor opcion
en la preparacion de vacunas a partir de muestras inactivadas debido a sus altos margenes de
seguridad, inactivando incluso mediante ensayos experimentales al actual SARS-CoV2, virus
que provoca la enfermedad de la CoVID-19 (Jureka et al., 2020). Sin embargo, su uso es
también cuestionado desde hace tiempo por tener efectos cancerigenos. Similar caracteristica
es compartida por ciertos aldehidos como la formalina que, aunque décadas atras también era
utilizada para el mismo fin (vacunas) se ha dejado de usar por ser muy corrosiva y provocar
efectos negativos en la salud. Su uso actualmente es mas de conservacion de muestras con
contenido viral para fines anatomopatoldgicos, dentro de lo cual también esta el
paraformaldehido, glutaraldehido y metanol:acetona. Estos quimicos han demostrado ser muy
efectivos y aptos para una completa inactivacion de muestras virales o bacterianas
independientemente de su titulo o tipo de muestra. Algunos como el glutaraldehido también
se utilizan como desinfectante de instrumentos médicos. Lo importante aqui es tratar las
muestras con dosis, tiempo y temperatura adecuadas. La efectividad del método de
inactivacion con los reactivos antes mencionados puede ser aumentada incrementando el
tiempo de contacto si el porcentaje de concentracion y la temperatura fueran inferiores a los

datos experimentales o la relacion fijador-muestra.

Por ultimo, el mas relevante en esta categoria de métodos fisicoquimicos, es la combinacion
de psoraleno y rayos UV-A que han demostrado ser un método de inactivacion practico y
seguro para virus de varias familias altamente patogénicas. Lo interesante de ese método es
que tiene maultiples beneficios como manipulacion segura del antigeno viral, extraccion del
acido nucleico, posibilidad de secuenciacién de ARN vy su utilizacién en el desarrollo de
vacunas. El inconveniente de este método radica en que cada virus se inactiva a diferentes
dosis de UV y AMT (4 *aminometil-trioxsalen), dependiendo del tipo de virus, concentracion

del virus en la muestra a inactivar e intensidad de los rayos UVA.

En general podemos concluir que todos los tratamientos de inactivacion recopilados en este
documento son efectivos en la reduccién de infecciosidad de virus o bacterias, y que su uso

va a depender de ciertos parametros que cada laboratorio de biocontencion requiera:
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e Tipoy caracteristica de la muestra (suero, sangre entera o tejido)

e Uso final de las muestras inactivadas

e Caracteristicas fisicas y quimicas de los virus o bacterias que se van a inactivar

e Margen de seguridad del tratamiento, de acuerdo con la validacion del procedimiento

e Accesibilidad, relacion costo-beneficio

e Que riesgos representa para la salud usar un determinado tratamiento

Tabla 1. Principales caracteristicas de los tratamientos de inactivacion fisicos y quimicos

Tratamientos de Inactivacién

Atributos . Tampon FA, NBF, PFA
Térmico |Gamma| UV | PO lgip |BPL-BEI [ T T
de lisis M/A
Costo ++ ++++ ++ + + ++++ +
Fécil
) ., ++++ ++ +++ ++++ |+ +++ +++
Manipulacion
Duracién/Tiempo ++ ++ ++ +++ ++ ++ +++
Robustez ++++ ++++ +++ +++ | 4+ ++++ ++++
Riesgo para la
+ ++++ +++ ++ ++ +++ +++
salud
Adaptabilidad ++ ++++ +++ ++++ ++ ++ ++++

UV: Ultravioleta; S/D: solvente/detergente; BPL: Beta-propiolactona; BEI: Etilenimina binaria; FA:
Formaldehido; NBF: Formalina Neutra Tamponada; PFA: Paraformaldehido; M/A: Metanol/Acetona
Valoracion: ++++ (muy alto) +++ (alto) ++ (medio) + (bajo)
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Tabla 2. Propdsito del tratamiento de inactivacion fisico, quimico o fisicoquimico

Uso potencial de
las muestras
tratadas

Tratamientos de Inactivacion

Fisico

Quimico

Fisicoguimic

o

Térmico

Gamma

uv

T.
Lisis

S/D

BPL-
BEI

FA,
NBF,
PFA

Psoralen+UV

PCR

v

Analisis de
Proteinas

Ensayos
inmunoenzimaticos

Uso en el
desarrollo de
vacunas

Extraccion de
acido nucleico

Fijacion de las
suspensiones
celulares

Citometria de flujo

v

Técnicas
histologicas

v

UV: Ultravioleta; S/D: solvente/detergente; BPL: Beta-propiolactona; BEI: Etilenimina binaria; FA:
Formaldehido; NBF: Formalina Neutra Tamponada; PFA: Paraformaldehido; M/A: Metanol/Acetona

Teniendo siempre en cuenta que cualquier método que se escoja, 0 se necesite realizar en el

laboratorio, tendra que ser validado internamente por el equipo investigador de acuerdo con

las muestras de partida, el patdgeno involucrado y los objetivos finales. Permitiendo, asi, al

laboratorio de alta 0 maxima contencion poder trasladar muestras aptas y seguras para su

posterior manipulacion a uno de menor nivel de bioseguridad.
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ANEXOS

Tratamientos de Inactivacion
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Figura 1. Tratamientos de inactivacion utilizados de acuerdo a los virus que se
manipulan en un laboratorio de biocontencién 3.
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Figura 2. Tratamientos de inactivacion utilizados de acuerdo con los virus que se
manipulan en un laboratorio de biocontencion 4.
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