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Введение. Разработан инновационный технологический процесс получения высокоочищенного препарата БиоГам® “Имму-
ноглобулин человека нормальный, раствор для инфузий,50 мг/мл, 100 мг/мл”, включающий в себя комбинацию методов спирто-
вого фракционирования и хроматографии на ионообменных и гидрофобном носителях и дополнительные стадии инактивации 
вирусов для достижения надежного уровня безопасности. 
Цель. Оценить в модельных экспериментах эффективность снижения титра нуклеиновых кислот (НК) вирусов гепатита В (ВГВ), 
гепатита С (ВГС) и парвовируса В19 (B19V) в процессе хроматографического выделения и очистки иммуноглобулина G из рас-
творов осадков А (фракции II+III по Кону). 
Материал и методы. Исследования выполнены в модельных экспериментах на трех сериях образцов осадка А, искусственно 
контаминированных вируссодержащим материалом с концентрацией НК вирусов ВГВ – (1,77±0,42)*104 МЕ/мл, ВГС –  
(1,42±0,14)*103 МЕ/мл, В19V –  (1,82±0,14)*105 МЕ/мл и подвергнутых хроматографическому разделению в лабораторных 
условиях на уменьшенной копии технологического процесса. Фактор редукции вирусов определен по изменению вирусной 
нагрузки в исследуемых фракциях до и после процесса хроматографии. 
Результаты. Установлено, что процесс хроматографии при выделении иммуноглобулина G из осадка А обеспечивал достоверный и 
воспроизводимый уровень редукции НК вирусов, в том числе до не определяемого методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) уров-
ня, обеспечивая фактор редукции для ВГВ –  (3,61±0,11) lg, для В19V –  (3,77±0,02) lg, для ВГС –  (2,23+0,03) lg.  
Выводы. Стадия хроматографии, включенная в процесс производства препарата БиоГам®, вносит значимый вклад в обеспечение его 
вирусной безопасности, при этом эффективность удаления гемотрансмиссивных агентов подтверждена экспериментально. 
Ключевые слова: иммуноглобулин G, хроматография, обратное масштабирование технологического процесса, вирусная ре-
дукция, препараты крови. 
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Проблема вирусной безопасности и подходы 
к ее решению – один из наиболее актуальных во-
просов, который длительное время обсуждается 
учеными, клиницистами и производителями ле-
чебных препаратов из плазмы крови человека. Пе-
речень гемотрансмиссивных патогенов, ассоции-
рованных с кровью и плазмой крови человека, до-
статочно обширен, но наиболее опасными инфек-
ционными агентами, риск контаминации которы-
ми до сих пор существует, по праву считаются ви-
русы гепатитов В (ВГВ), С (ВГС), вирус иммуно-
дефицита человека (ВИЧ) и парвовирус В19 
(В19V) [1, 2]. 

Для обеспечения безопасности выпускаемых 
препаратов производители традиционно исполь-
зуют комплекс мер, направленных, прежде всего, 
на минимизацию риска патогенной контаминации 
сырья, а также включают в технологические схе-
мы производства дополнительные стадии удале-
ния и/или инактивации вирусов и подтверждают 
их эффективность [3–5].  

Комбинирование методов спиртового фрак-
ционирования и хроматографии при разделении 
белков плазмы в производственной практике поз-
воляет повысить выход препарата, увеличить сте-
пень очистки до 99%, сохранить нативную струк-
туру молекулы иммуноглобулина G (IgG), а также 
значительно сократить технологический цикл [6]. 
При этом необходимо убедиться, что процесс 
хроматографии обеспечивает не только очистку 
IgG, но и сокращение вирусной нагрузки в целе-
вой фракции. При разработке дизайна валидаци-
онных исследований для оценки эффективности 
вирусной редукции ключевыми моментами явля-
ются выбор вирусов для модельных эксперимен-
тов, создание адекватной лабораторной модели и 
статистическая обработка полученных результа-
тов. При выборе метода детекции важно учиты-
вать путь достижения редукции, при этом для тех-
нологических стадий, направленных на удаление 

вирусов, адекватным считается применение мето-
да полимеразной цепной реакции (ПЦР) [1, 7–10]. 

Ц е л ь  р а б о т ы  – оценить эффектив-
ность снижения титра нуклеиновых кислот (НК) 
ВГВ, ВГС и B19V на стадии хроматографического 
выделения и очистки иммуноглобулина G при 
производстве инновационного препарата БиоГам® 
«Иммуноглобулин человека нормальный хромато-
графически очищенный, раствор для инфузий,  
50 мг/мл, 100 мг/мл». 

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ  
Растворы осадков А (фракции II+III по Кону) 

для моделирования процесса были приготовлены 
путем контаминации растворов осадков А, полу-
ченных из плазмы крови здоровых доноров в со-
ответствии с экспериментально-производствен-
ным регламентом на БиоГам® (иммуноглобулин 
человека нормальный хроматографически очи-
щенный) АО НПО «Микроген», растворами осад-
ков А, полученных в лабораторных условиях из 
искусственно контаминированной плазмы. Для 
контаминации плазмы использовали стандартные 
образцы предприятия с содержанием ДНК ВГВ, 
РНК ВГС и ДНК B19V, представляющие собой 
лиофилизированную вируссодержащую плазму, 
аттестованную по содержанию нуклеиновых кис-
лот вирусов относительно соответствующих стан-
дартов ВОЗ. Выбор вирусов осуществляли исходя 
из факторов риска и особенностей их физико-
химических свойств, а именно наличие и/или от-
сутствие липидной оболочки, структура генома. 

Обратное масштабирование (моделирование 
процесса) хроматографической очистки и выделения 
иммуноглобулина G проводили в лабораторных 
условиях с использованием хроматографической си-
стемы Akta Prime Plus («GE Healthcare», Швеция). 
Основные параметры модельного процесса установ-
лены с учетом уменьшения производственного мас-
штаба приблизительно в 1000 раз (таблица).  

Таблица. Характеристики процесса для моделирования хроматографии в лабораторном масштабе 

Процесс Сорбент Высота,  
см 

Диметр слоя, см 
(площадь, кв. см) 

Объем,  
л 

Линейная скорость 
потока, см/ч 

Поток,  
мл/мин  

Производство CT-150 10 30 (706) 7,1 Сорбция – 13–21 
Промывка – 42  
Элюция IgG – 9–10  

Сорбция – 150–250  
Промывка – 500 
Элюция –110–120  DEAE 21 30 (706) 15 

SP 21 30 (706) 15 
Уменьшение масштаба  
(кратность 1000) 

CT-150 10 1,0 (0,785) 0,008 Сорбция − 12−21  
Промывка – 42  
Элюция IgG – 9−10 

Сорбция –0,17–0,27  
Промывка – 0,5  
Элюция – 0,12–0,13  

DEAE 19 1,0 (0,785) 0,015 
SP 19 1,0 (0,785) 0,015 
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В основе исследования лежало искусственное 
создание вирусной нагрузки в исходном материале 
и последующая оценка остаточной нагрузки в це-
левой фракции, полученной в процессе хромато-
графии [1, 8, 9]. 

Хроматографическую очистку иммуноглобу-
лина G проводили с использованием следующих 
сорбентов: диасфер СТ-150 (стирол-дивинилбен-
зольные группы) (ЗАО «БиоХимМак СТ», Россия), 
СПС-БИО DEAE (диэтиламиноэтильные группы) 
75–150 мкм и СПС-БИО SP (сульфопропильные 
группы) 100–250 мкм на основе акрилового поли-
мера (ООО «Техносорбент», Россия). Сорбенты 
были упакованы в хроматографические колонки 
YMC, Kronlab TAC 10/250 с внутренним диамет-
ром 10 мм и длиной 250 мм (YMC Europe GMBH).  

Концентрацию нуклеиновых кислот ВГВ, ВГС 
и В19V в исследуемых пробах определяли методом 
ПЦР с использованием наборов реагентов производ-
ства ФБУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора «Рибо-преп» 
(для выделения нуклеиновых кислот), «АмплиСенс 
HCV/HBV/HIV-FL» (аналитическая чувствитель-
ность РНК ВГС 100 МЕ/мл, ДНК ВГВ 50 МЕ/мл), 
«АмплиСенс HCV-Монитор-FL» (линейный диапа-
зон измерения 300–1000000 МЕ/мл), «АмплиСенс 
HВV-Монитор-FL» (линейный диапазон измерения 
150–1000000 МЕ/мл), «АмплиСенс Parvovirus B19-
FL» (аналитическая чувствительность – 360 МЕ/мл; 
линейный диапазон измерения – 720–9000000 
МЕ/мл) с помощью прибора «Rotor-Gene 6000» в 
соответствии с инструкциями по применению ис-
пользуемых диагностических наборов. Количе-
ственные исследования выполняли в двух повторах 
для каждой точки.  

Уровень вирусной нагрузки (VLНК) в исход-
ном материале и полученных пробах определяли 
по формуле 

VLНК=V (m) × C,  
где VLНК – уровень вирусной нагрузки, выражен-
ный в МЕ; V (m) – объем (мл) материала, исходно-
го или полученного на стадиях модельного про-
цесса; С – концентрация НК в исследуемом мате-
риале (МЕ/мл) или аналитическая чувствитель-
ность тест-системы в случае получения отрица-
тельного результата тестирования. 

Фактор вирусной редукции (RF) устанавлива-
ли для каждой стадии модельного процесса отно-
сительно исходного материала по формуле [8] 

RF= lg(VLНК(1)/VLНК(2)), 
где RF – фактор редукции, VLНК(1) – уровень 
нагрузки вирусной НК в исходном материале; 

VLНК(2) – уровень нагрузки вирусной НК в мате-
риале, полученном на исследуемой стадии. 

Статистическую обработку данных выполня-
ли с применением программного обеспечения 
Microsoft Excel. Анализ данных по выборке про-
водили с помощью среднего значения при довери-
тельном интервале (confidence interval, CI) 95%.  

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Проведен модельный процесс хроматографи-

ческого выделения и очистки иммуноглобулина G, 
который включал в себя растворение белковой 
фракции плазмы крови (осадок А) в натрий-
ацетатном буферном растворе. Полученную смесь 
перед сорбцией на колонку контаминировали ви-
руссодержащим образцом осадка А. 

С целью создания адекватной лабораторной 
модели в исследованиях по определению уровня 
редукции вирусов с использованием хроматогра-
фической очистки имитировали условия произ-
водства, за исключением меньшего масштаба. 
Ключевыми параметрами хроматографии явля-
лись: тип сорбентов для хроматографии, высота 
слоя сорбента в колонке, скорость потока, состав 
буфера (включая pH и электропроводимость), объ-
ем буфера, температура, нагрузка белка на сорбент 
и параметры элюции целевого иммуноглобулина.  

Полученную реакционную смесь, содержащую 
IgG, подвергали хроматографической очистке, осу-
ществляемой путем пропускания через систему из 
трех последовательно соединенных колонн, запол-
ненных соответственно гидрофобным, анионооб-
менным и катионообменным сорбентами. 

Пробу подавали через колонны со скоростью 
около 0,2–0,3 мл/мин. При этом на первой колонне 
(гидрофобный сорбент) происходило удаление 
пирогенов, агрегатов, белковых примесей, липи-
дов, а на второй колонне (анионит) происходило 
удаление пирогенов, ДНК-, РНК-примесей, белко-
вых агрегатов, в то время как IgG, не взаимодей-
ствуя с сорбентами, проходил транзитом хромато-
графические колонки. На третьей колонне (катио-
нит) осуществлялась сорбция иммуноглобулина G. 

После нанесения пробы, на колонны с той же 
скоростью подавали натрий-ацетатный буферный 
раствор для полного прохождения пробы через все 
три колонны. Растворы на выходе из колонн, не 
содержащие ценных компонентов, подвергали 
обеззараживанию и утилизации. 

Далее отсоединяли гидрофобную и ДЕАЕ ко-
лонны, и проводили элюирование иммуноглобу-
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лина G с катионита буферным раствором, исполь-
зуемым для уравновешивания системы, но имею-
щим значения pH и концентрации, необходимые 
для эффективного выделения целевого белка. 
Сбор фракций иммуноглобулина G осуществляли 
на основании показаний детектора оптической 
плотности при длине волны 280 нм, отраженных 
на хроматограмме в окне программы «PrimeView 
5.31». Затем проводили регенерацию хроматогра-
фических колонн в соответствии с эксперимен-
тально-производственным регламентом на произ-
водство препарата БиоГам®. 

Достоверность уменьшенной модели была 
продемонстрирована на основе анализа получен-
ных хроматограмм, выхода иммуноглобулина G и 
показателей качества. Контроль качества проводи-
ли по следующим показателям: содержание белка, 
молекулярные параметры с точки зрения процент-
ного содержания мономеров и агрегатов, измерен-
ного с помощью высокоэффективной эксклюзион-
ной хроматографии. 

Описанная схема получения хроматографиче-
ски очищенного иммуноглобулина G графически 
представлена на рис. 1. 

 
Рис. 1. Схема моделирования хроматографической очистки и выделения иммуноглобулина G (УЭП – удельная электронная проводи-
мость; 1 и 2 – точки отбора проб для расчета редукции вирусов) 

 
Рис. 2. Изменение вирусной нагрузки ВГВ, ВГС и В19V при выделении и очистке иммуноглобулина G хроматографическим методом 
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Исходная концентрация НК вирусов в пробе, 
наносимой на хроматографическую систему, в 
среднем для трех серий составила: (1,77±0,42)*104 
МЕ/мл для ВГВ, (1,42±0,14)*103 МЕ/мл для ВГС, 
(1,82±0,14)*105 МЕ/мл для В19V. Так как в ре-
зультате хроматографического процесса происхо-
дило изменение объема материала, содержащего 
целевую фракцию белка, полученные данные не 
позволяли объективно оценить уровень вирусной 
редукции. В связи с этим определяли уровень ви-
русной нагрузки (VLНК) с учетом исходного или 
полученного в ходе процесса объема.  

Было установлено, что в образцах целевой 
фракции иммуноглобулина нуклеиновые кислоты 
ВГВ, ВГС и В19V отсутствовали, поэтому для 
расчета фактора редукции использовали числен-
ные значения аналитической чувствительности 
тест-систем. Результаты исследований для трех 
серий представлены на рис. 2. 

Из полученных данных следует, что процесс 
хроматографической очистки и выделения имму-
ноглобулина G из раствора осадка А обеспечивает 
снижение вирусной нагрузки для вирусов гепатита 
В и парвовируса В19. Фактор вирусной редукции 
для ВГВ составил (3,61±0,11) lg, для В19V 
(3,77±0,02) lg. Для ВГС фактор вирусной редукции 
составил менее 3,0 lg, однако в ходе хроматогра-
фического процесса вирус гепатита С был удален 
из иммуноглобулина G до не определяемого мето-
дом ПЦР уровня.  

Таким образом, полученные данные свиде-
тельствуют о задержании основной массы вирус-
ных частиц сорбентами, используемыми в процес-
се хроматографического выделения и очистки им-
муноглобулина G, и снижении вирусной нагрузки 
в целевой фракции белка.  

ВЫВОДЫ  
1. На примере моделирования технологического 

процесса получения и очистки иммуногло-
булина G хроматографическим методом было 
продемонстрировано, что данный процесс 
позволяет обеспечить достоверное снижение 
вирусной нагрузки основных гемотрансмис-
сивных вирусов. 

2. Воспроизводимость результатов в опытах с 
тремя сериями образцов позволяет признать 
метод хроматографической очистки и выде-
ления иммуноглобулина G эффективным в 
удалении оболочечных и безоболочечных ви-
русов и способным обеспечить дополнитель-

ную вирусную редукцию при производстве 
препаратов иммуноглобулинов.  

3. Наличие в производственном процессе до-
полнительных стадий инактивации вирусов, 
таких как сольвент-детергентная обработка, 
инкубация при низких значениях pH, обеспе-
чивает дополнительный уровень вирусной 
редукции и гарантирует вирусную безопас-
ность инновационного препарата БиоГам® 
«Иммуноглобулин человека нормальный 
хроматографически очищенный, раствор для 
инфузий, 50 мг/мл, 100 мг/мл». 
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Introduction. An innovative manufacturing process was developed to produce the highly purified preparation BioGam® “Human 
Immunoglobulin Normal, solution for infusion, 50 mg / ml, 100 mg / ml” using a combination of ethanol fractionation and chromatography 
on ion exchange and hydrophobic resin and an additional virus inactivation steps to achieve a reliable level of preparation safety. 

Aim. This study aimed to investigate the nucleic acids (NA) clearance efficacy of the hepatitis B (HBV), hepatitis C viruses (HCV) 
and parvovirus B19 (B19 V) during chromatography process for the isolation and purification of immunoglobulin G from precipitate A 
(Cohn fraction II + III).  

Materials and methods. Investigations were performed in model experiments with 3 series of precipitate A (II+III) samples 
knowingly contaminated with a virus containing material in which NA concentration of HBV virus was (1.77 ± 0.42) · 104 IU / ml, HCV 
virus was (1.42 ± 0.14) · 103 IU / ml, B19V virus (1.82 ± 0.14) · 105 IU / ml and which were exposed to chromatographic separation 
on the scale-down model of the manufacturing process. The virus reduction factor was determined by the change in viral load in prod-
uct fractions before and after the chromatography process. 
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Results. It has been established that the chromatography process demonstrated a reliable and reproducible level of virus nucle-
ic acids reduction including to an undetectable by PCA level providing a reduction factor for HBV (3.61 ± 0.11) lg, for HCV  
(2.23 + 0.03) lg and for B19V (3.77 ± 0.02) lg. 

Conclusion. А chromatographic stage in the manufacturing process of preparation BioGam® makes a significant contribution to 
ensuring its viral safety wherein the removal efficiency of blood-transmissible agents has been confirmed experimentally. 

Key words: immunoglobulin G, chromatography, scale-down model of manufacturing process, viral reduction, blood preparations. 
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