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Exactamente, … ¿Qué estamos buscando?Exactamente, … ¿Qué estamos buscando?

El Riesgo “0”















“Si un hombre no marcha al mismo paso que sus 
compañeros es porque oye un tambor diferente”

(Henry David Thoreau)



¿Por qué inactivar?¿Por qué inactivar?

Reducir el riesgo viral.

Detener la constante inclusión de Tests diagnósticos ???.

Proteger frente a los desconocido (patógenos emergentes).



Enfermedades Infecciosas Emergentes y Re-
Emergentes: 1995-2005

Enfermedades Infecciosas Emergentes y Re-
Emergentes: 1995-2005

IW 16/04/08Ref: Fauci AS Nature Immunol 2005;8 (6):743-747 



Estrategias - 1Estrategias - 1

Selección adecuada de donantes,

Técnicas de Biología Molecular para: VHC, VHB y VIH,

Cuarentena,

Solvente-Detergente,



Estrategias - 2Estrategias - 2

Disminución de la carga viral con MB,

Sistema de Hemovigilancia,

Inactivación de patógenos en plaquetas, y

Recomendaciones y guías claras de las indicaciones de la TX de los 
diferentes componentes.



Exigencias actuales de la MTx - 1Exigencias actuales de la MTx - 1

Disponibilidad.

Problemas derivados de la falta de sangre:

suspensión de quirófanos programados.

imposibilidad de la aplicación de protocolos de quimioterapia agresivos. 

generación de morbi-mortalidad en situaciones de urgencia.



Exigencias actuales de la MTx - 2Exigencias actuales de la MTx - 2

Seguridad:
Infecciosa.

Transfusional.

Este aumento de la seguridad lleva aparejado:
un aumento de los costos, 

un aumento de las unidades rechazadas, 

causa una disminución de la disponibilidad de la sangre.



Seguridad infecciosa - 1Seguridad infecciosa - 1

Desde la aparición del SIDA, al inicio de la década de los 80, los mayores 
esfuerzos de los CTx y BS se orientan a intentar disminuir, al máximo, las 
posibilidades de transmisión de enfermedades infecciosas a través de los 
CS.

A pesar de que la Tx es una de las actividades sanitarias más seguras:

la percepción y confianza social no siempre coinciden con la situación real. 



Seguridad infecciosa - 2Seguridad infecciosa - 2

Nuestra responsabilidad en conseguir la máxima seguridad 
transfusional descansa en varios pilares:

Una selección adecuada de donantes:

Los métodos de entrevista.

Cuestionarios médicos.

Información general y atención del donante.

Intentar disponer de un colectivo de donantes habitual.



Seguridad infecciosa - 3Seguridad infecciosa - 3

Pruebas de detección infecciosa de la mayor sensibilidad y 
especificidad posibles.

Uso óptimo de los CS y de sus indicaciones.



Seguridad infecciosa - 4Seguridad infecciosa - 4

A pesar de que se ha avanzado enormemente en seguridad 
transfusional, la TX no carece de riesgos entre ellos está el riesgo de 
transmisión de enfermedades infecciosas. 

El riesgo residual. Se puede deber a:

a una fase inicial de la infección,
estado de portador crónico,
mutaciones del genoma del agente infeccioso,
un error de laboratorio.



El enemigoEl enemigo



Agentes infecciosos transmitidos por Tx - 1Agentes infecciosos transmitidos por Tx - 1

Virus encapulados:
HIV 1-2
HBV
HCV
HGV
HTLV I-II
CMV
EBV
HHV-6
HHV-8

Virus NO encapsulados:

HAV

Parvovirus B-19

TTV



Agentes infecciosos transmitidos por Tx - 2Agentes infecciosos transmitidos por Tx - 2

Bacterias Gramm (+):
Staphylococcus:

coagulase-negative

epidermidis

aureus

Streptococcus viridans

Enterococci

Bacillus cereus

Bacterias Gramm (-):
Yersinia enterocolitica
Pseudomonas
Salmonella enteritidis
Citrobacter freundii
Serratia marcescens
Enterobacter cloacae
Coliform bacteria
Flavobacterium



Agentes infecciosos transmitidos por Tx - 3Agentes infecciosos transmitidos por Tx - 3

Protozoos:
Plasmodium vivax
Plasmodium falciparum
Plasmodium malariae
Plasmodium ovale
Trypanosoma cruzi
Babesia microti
Toxoplasma gondii
Leishmania donovani

Otros:
Treponema palidum
Priones (?)



Selección adecuada de donantes



La selección de donantes es un eslabón crucial, en términos de 

seguridad, en la cadena transfusional. 

Debido a su importancia el C.E. publicó una serie de guías que definen 

las circunstancias médicas de selección de los candidatos a donante 

con arreglo a los principios de la Medicina Transfusional.



Documentos utilizados en el Centro de 
Transfusión de la Comunidad Valenciana



Información generalInformación general



Información aféresisInformación aféresis



Documento de información previa a la donaciónDocumento de información previa a la donación

Fundamentos de la selección.

Recomendación de autoexclusión.

Criterios de autoexclusión.

Reconocimiento de idoneidad.

Ley de protección de datos.

Autorización para cesión de datos a 

asociaciones de donantes.



Documento de información postdonaciónDocumento de información postdonación

Teléfono de contacto 

(comunicación incidentes).

Destino de la donación.

Analíticas de control.

Precauciones.

Efectos adversos y actitud a 

seguir.



Consentimiento informado para aféresisConsentimiento informado para aféresis

Descripción básica del proceso de 
aféresis.

Se advierte al donante sobre la 
administración de citrato.

Efectos adversos: (Hipocalcemia y 
problemas en acceso venoso).



Empleo de Técnicas de Biología Molecular



Legislación EspañolaLegislación Española

El RD 1088/2005, por el que se establecen los requisitos técnicos y 

condiciones mínimas de la hemodonación y de los centros y servicios de 

transfusión, en su Anexo III dice: “todas las donaciones de sangre y 

de componentes sanguíneos deben ser sometidos, a pruebas de 

detección del VHC por técnicas de amplificación genómica”. 



¿Porqué aplicar la B.M. al cribado de los componentes 
sanguíneos?

¿Porqué aplicar la B.M. al cribado de los componentes 
sanguíneos?

Técnicas serológicas de detección de AC: sólo detectan 
respuesta inmunológica.



Biologia Molecular vs SerologíaBiologia Molecular vs Serología

Donantes inmunosilentes.

Variantes antigénicas.

Ventana serológica.



Inconvenientes de las pruebas basadas en la B.M.Inconvenientes de las pruebas basadas en la B.M.

1. Estrategia sólo “reactiva”, no cubre patógenos emergentes.

2. Problemas logísticos y aumento de costos.

3. Acorta periodo ventana pero, siempre, hay un riesgo residual.



Cuarentena



1. Aunque la tecnología NAT acorta el periodo ventana no lo elimina.

2. Para evitar el periodo ventana se puede utilizar el método de 

cuarentena.

3. Se utiliza plasma almacenado, un tiempo XXX (120 días en el CTCV), 

tras el cual se repite la analítica en el donante.



Métodos utilizados para disminuir el riesgo 
de infección.



1. Utilización de bolsas de recolección de 600ml (↓ nº de transfusiones).

2. Eliminación física de agentes infecciosos.

3. Sistemas de inactivación-atenuación.

4. Cuarentena.



Eliminación física de patógenos - 1Eliminación física de patógenos - 1

En general, poco efectivos.

Método de Cohn (fraccionamiento por alcohol). Sólo elimina virus 

de algunas fracciones. No elimina virus hepatitis.

Cromatografía de intercambio iónico, hidrófoba y de afinidad. Sólo 

reduce un logaritmo. Elimina tanto capsulados como no encapsulados.



Eliminación física de patógenos - 2Eliminación física de patógenos - 2

Ultrafiltración. Límite 40nm (< 40 retendría factores de coagulación), 

eliminaría VIH (80nm), difícilmente VHB (42nm), VHC (35-65nm), pero 

no VHA (27), VHB (35) ni PB19 (29).

Adición de anticuerpos neutralizantes.



Sistemas de inactivación-atenuaciónSistemas de inactivación-atenuación

Calentamiento del plasma:
En solución (pasteurización).
En seco.
Previa liofilización +:

• Vapor
• Solventes orgánicos.

Radiaciones:
Gamma.
Ultravioleta.



Sistemas de inactivación-esterilizaciónSistemas de inactivación-esterilización

Uso de solventes unidos a detergentes, actúan disolviendo membrana 
lipídica.

Inactivación fotoquímica: uso de colorantes catiónicos + luz.



Pasteurización



Pasteurización - 1Pasteurización - 1

Procedimiento: Descongelación a 30ºC→ mezcla en lotes de 60L  →

Calor a 60ºC + 10 horas agitación continua → enfriamiento →

filtración → envasado.



Pasteurización - 2Pasteurización - 2

Ventajas:

− Eficaz.

− Buena recuperación proteica (90-95%).

− Menos infraestructura que con S/D.

Inconvenientes:

− Ausencia de estudios clínicos en humanos.

− ¿Efectividad en virus no encapsulados termo resistentes?.



Solvente-Detergente



Solvente-Detergente - 1Solvente-Detergente - 1

Procedimiento (1985): Descongelación y mezcla en lotes de 500L de 

unidades ABO idénticas (>2500 donantes) → adición de TNBP (1%) y 

tritónX-100 (4 horas a 30º) → extracción aditivos por cromatografía 

hidrofóbica en columnas de sílice → filtración → congelación y 

envasado en alicuotas de 200mL.



Solvente-Detergente - 2Solvente-Detergente - 2

Ventajas:

1. Eliminación eficaz de virus encapsulados.

2. Contenido proteínas coagulantes similar al inicio y sin activación 

(recuperación >90%).

3. Leucodepleción (filtración).

4. Disminución del título individual de Acs anti-HLA.



Solvente-Detergente - 3Solvente-Detergente - 3

Inconvenientes:
1. Pérdida importante de plasma durante el proceso.

2. Proceso complejo y costoso (grupos ABO).

3. Mezcla de muchos donantes (virus no encapsulados).

4. ¿activación de proteínas de la coagulación?.

5. Pérdida de multímeros de elevado PM.

6. Ausencia de efecto sobre virus no capsulados.

7. ¿virus hepatitis A?.



Inactivación fotodinámica



Sensibilizador idealSensibilizador ideal

1. Capaz de unirse a patógenos contaminantes presentes en el CS.

2. No tóxico. No mutagénico. Totalmente inocuo sin el 
desencadenante.

3. Activado tras la irradiación y con capacidad de destruir/dañar al 
patógeno irreversiblemente.

4. El producto activado debe tener vida media corta.

5. En ausencia de patógenos no se debe unir a proteínas 
plasmáticas.



Inactivación fotodinámica - 1Inactivación fotodinámica - 1

Procedimiento avanzado: filtración plasma → disolución y mezcla 

colorante (pastilla) → lámparas de Na de baja presión de alta 

intensidad → luz amarilla (590nm) a ambos lados de la unidad →

20-30’.

Ventajas: reducción de tiempo, < nº de leucocitos.

Una filtración posterior elimina el azul de metileno a niveles 

indetectables.



Inactivación fotodinámica - 2Inactivación fotodinámica - 2

Ventajas:
1. Alta eficacia para virus encapsulados.
2. Procedimiento económico y sencillo.
3. No actúa sobre lote.

Inconvenientes:
1. Hipotética toxicidad del colorante ???.
2. Pérdida proteínas coagulante: s/t FII y FVIII (15-40%).
3. Dificultad en cumplir estándares.



Propiedades del Azul de MetilenoPropiedades del Azul de Metileno

1. Tinte Phenothiazina, MW 320, Propiedades Redox
2. Larga Historia de aplicaciones médicas:

tinción de tejidos (Paul Ehrlich, 1885).
antidoto reversión de Metamoglobinemia (fármaco).
propiedades antisépticas (fármaco).

H. Mohr et al., Springe, Vox. Sang. 60 (1991) 207: Photoinactivation of Virus in 
Plasma with Light using Methylene Blue“



Mecanismo de AcciónMecanismo de Acción

La luz induce la formación de O2 inglete oxida las bases de DNA / 
RNA producción de radicales libres.

Mohr et al: Immunolog. Investig., 1995, 24: 73

DNA

MB



Molécula de Azul 
de Metileno

THERAFLEX – MB Plasma
El Proceso completo

Pastilla MacoPharma de 
Azul de Metileno

(85µg / unidad de plasma)
+

Iluminación del plasma + 
Azul de Metileno

(590 nm, 180J/cm2)

235-315ml de 
plasma (Aferesis o 

Sangre Total)

Filtracion de 
plasma y 

disolucion del AM  

Iluminacion del 
plasma con AM con 

la Macotronic V4

Eliminación del AM  
mediante filtration 

con Blueflex
Congelación

Plasma

20 min



Sistema de Hemovigilancia



Argumentos.1

El tener establecido un SHV es fundamental para, ...

Conocer los efectos adversos de la TX desde el punto de vista de ...

enfermedades transmisibles,

problemas inmunológicos, y

procesos operativos.



Argumentos.2

El análisis de los datos obtenidos incidirá directamente en la mejora del 

control de calidad de la Tx.

Puede ser el sistema de alerta ante la aparición de nuevos virus 

emergentes en nuestro entorno.

Su puesta en marcha no requiere la asignación de importantes recursos 

materiales y humanos.

En España, a partir de 11/2005 su instauración es obligatoria en base al 

RD 1088/2005.



Otras perspectivas en inactivación de 
patógenos



Sistema Intertcept® - Cerus/Grifols



Los AN se deben separar durante la replicación del patógeno

Separación de las
cadenasDNA / RNA

Replicación de los 
AANN del patógeno

Plaquetas, plasma y hematíes, no requieren AN para establecer su función fisiológica



DNA o RNA
del 

patógeno

Mecanismo de Acción del Amotosalen

Amotosalen

Acoplamiento Formación de puentes
cruzados permanentes

(Crosslinking)

Iluminación UVA



Amotosalen cierra las cadenas de AANN
y previene la replicación

No Separación de las
cadenas

DNA / RNA No Replicación de
AANN del Patógeno

Este mecanismo de acción permite mantener las propiedades de las plaquetas



Tras conectar en estéril  las plaquetas con el equipo de inactivación, 
se mezclan  con el Amotosalen.

El equipo de inactivación está compuesto por cuatro recipientes en 
sistema cerrado.



Las plaquetas se introducen en el Iluminador.

La trazabilidad se garantiza por el uso de código de barras y 
software de gestión.



El proceso de iluminación con UVA dura ± 6 minutos.

La iluminación del concentrado de plaquetas,  inactiva
permanentemente los patógenos.



Las plaquetas pasan al recipiente que contiene el CAD (Dispositivo
de Adsorción del Componente), que reduce el Amotosalen residual y 
sus fotoproductos.

El resultado final es un producto efectivo y más seguro para el 
paciente.



Las Plaquetas se almacenan finalmente en agitación.



Sistema Mirasol® - Gambro BCT



Iluminación + 
Almacenamiento

El proceso MirasolEl proceso Mirasol

3. Listo para transfundir

2. Iluminar 10 minutos (luz de 
amplio espectro (6,2 J/ml)

1. Riboflavina 50 µM + Solución buffer

Plaquetas



Recipiente y bolsa de transferencia de Riboflavina



Bolsa de RiboflavinaBolsa de Riboflavina



IluminadorIluminador



Bolsa con plaquetas listas para usarBolsa con plaquetas listas para usar



Sistema Theraflex® UV Plaquetas -
Macopharma



Todos los Procedimientos actuales estan mediados por sustancias
fotoactivas

1. Reacciones Fotoquímicas

2. Reacciones Fotodinámicas:

Transferencia de  electrones,

Oxidación,

Formación de enlaces,

Conexiones inter-, intra-moleculares.



Fuentes de Iluminación y Cromóforos

¡¡¡ Sin sustancias fotoactivas !!!



Parámetros del Proceso

Ninguna!Sustancia Fotoactiva

3-4x1011Cantidad de Plaquetas

7 días

Virus, Bacterias, Esporas, Parásitos, Leucocitos

Irradiación UV : 60seg
25-35%

300-400 ml
70 % SSP+ (PAS IIIM)

Buffy Coat/ Aféresis (LR)

Theraflex UV Plaquetas

Iluminación

Almacenamiento de Plaquetas

Objetivo

Cantidad de Plasma
Volumen
Solución Aditiva

Origen de Plaquetas

Parámetro



Transferencia a la bolsa de 
almacenamiento (hasta 7 días)

Agitación
Simultánea

Transferencia de un CP 
(3-4.1011 PLT/unid) a la bolsa de  

irradacion

1 min. UV 
irradiacion

Irradiacion UV con  
agitacion durante

1 min.

<10 min.



Equipo de iluminación: MACOGENIC UV

Lámparas UVC (254nm),

Ciclo de 1 min. para un CP de 300-

400mL, 

Procedimiento de acuerdo a GMP,

Pantalla táctil,

Incluye Tecnología RFID (*),

Marcado CE aprox. fin 2007.

(*) Chip inteligente: identificación por radiofrecuencia



Agitación de la bolsa 

1)   Bolsa mantenida entre 2 vidrios de cuarzo

Ancho constante

2) Bolsa no mantenida: ondas se propagan en la bolsa 
UV

Ancho variable



Recomendaciones y guías claras del uso de 
los diferentes Componentes Sanguíneos



Conclusiones



Conclusiones – 1

1. Selección adecuada de donantes. El donante es la puerta de 

entrada al sistema transfusional, por lo tanto su idoneidad o no resulta 

crucial a la hora de valorar riesgos posteriores. En este sentido habría 

que fomentar la autoexclusión en cualquier momento del proceso.



Conclusiones – 2Conclusiones – 2

2. Las Técnicas de Biología Molecular, son un apoyo indudable a 

efectos de seguridad, aunque económicamente suponen un 

importante incremento en los presupuestos asignados a los centros y 

servicios de TX. En este sentido la pregunta sería:

¿Cuál va a ser la próxima determinación analítica que los BS y STx nos 
vamos a ver obligados a realizar?



Conclusiones – 3

3. Métodos de disminución o inactivación de patógenos:

La cuarentena cubre aspectos más filosóficos que reales, al 
margen del problema logístico que es capaz de generar. No cubre 
a los emergentes.

Los psoralenos producen problemas logísticos (retraso en la 
liberación del producto) así como pérdida de rendimiento.

La inactivación con MB es un procedimiento seguro, selectivo, 
inocuo, sencillo y muy económico.



Conclusiones – 4Conclusiones – 4

4. Cualquier actuación realizada para disminuir el riesgo infeccioso debe 

preservar al máximo la calidad de los CS originales. Por lo tanto, 

no es aceptable una merma sustancial de la capacidad terapéutica del 

producto manipulado.

5. La aplicación rutinaria de un Sistema de Hemovigilancia ayudaría, 

de forma decisiva, a disminuir los riesgos inherentes a la cadena 

transfusional.



Conclusiones – 5Conclusiones – 5

6. Es crucial la implementación de buenas prácticas transfusionales

para que cada paciente reciba, exactamente, aquel componente que

necesita sin olvidar que en Medicina lo que no está indicado, está

contraindicado.



¿Adónde vamos y qué nos impide llegar?: Reducción 
de patógenos. Un nuevo paradigma (Harvey Alter del NIH)



La reducción de patógenos es el paso más importante para erradicar 
CASI todos los agentes infecciosos  antes del riesgo o incluso antes de 
que el agente haya sido reconocido. 

Sigue siendo fundamental una estrategia reactiva.

Necesitamos adoptar estrategia de total reducción de patógenos que 
será el nuevo paradigma de la seguridad en Medicina Transfusional.



Nuevos riesgosNuevos riesgos

Agentes vectores con fases virémicas asintomáticas.

Dengue, malaria, HHV-8, babesia, enfermedad de Lyme, Chickenguya, 
HAV y vCJD



Beneficios y limitacionesBeneficios y limitaciones

Beneficios:
Inactivación efectiva de la mayor 
parte de virus, bacterias, 
espiroquetas, rickettsias y protozoos.

Evita la EICH asociada a Tx.

“Probable efectividad de protección 
contra patógenos emergentes y 

reemergentes”.

Limitaciones:
Descenso en los rendimientos si 
bien, parece ser que, se mantiene el 
efecto clínico buscado.

En algunos casos se muestra 
incapaz contra el VHA y parvovirus
B19.

No se dispone de un proceso UNICO 
para todos los productos y, todavía, 
no hay un sistema demostrado útil 
para los hematíes.

El precio sigue siendo un problema



Obstáculos e impedimentos a este nuevo paradigma.Obstáculos e impedimentos a este nuevo paradigma.

Técnicos,

Reglamentarios, y

Tóxicos



TécnicosTécnicos

Hay que dañar y/o destruir los patógenos  sin producir merma en el 
producto final.

La I + D es compleja y cara.

La mayor seguridad y calidad del producto nos obligará a mejorar 
(adaptar y/o cambiar) la legislación.



ReglamentariosReglamentarios

Enfocados desde una triple visión:
Protección de la salud pública mediante la aplicación de sistemas 
eficaces en los productos derivados de la sangre.
Estimulo de la investigación a fin de conseguir efectividad y 
seguridad, eso sí, a un costo razonable.
Desarrollo de análisis costo-beneficio para, en este caso, las 
tecnologías de reducción de patógenos.

Todo lo anterior significa, …
Evaluación de los riesgos mediante ¿merma en el producto final? y 
¿toxicidad en el receptor?.
Gasto en RRHH, tecnología y medio-ambientales.



TóxicosTóxicos

Los niveles residuales de ingredientes activos están por debajo del 
límite de detección incluyendo la genotoxicidad.

No hay ensayos en los que se pueda distinguir entre el producto 
tratado y no tratado.

En conclusión: se necesita un consenso sobre la necesidad o no de la 
reducción de patógenos y, evidentemente, resolver el problema 
industrial y reglamentario. 



Conclusiones:Conclusiones:

En la actualidad disponemos de sistemas, ampliamente utilizados y de 
probada eficacia, tanto en plasma como en concentrados plaquetares.

La adaptación de cualquier nueva tecnología requiere una revisión y 
actualización de los procedimientos de trabajo.

Con los procedimientos actualmente utilizados sigue habiendo una merma 
en el producto final.

Sería deseable disponer de un sistema de INACTIVACION UNIVERSAL de 
patógenos, sencillo y asequible.

El precio sigue siendo un problema.



MUCHAS GRACIAS, 



roig_rob@gva.esroig_rob@gva.es
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