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Liofilizacién de hematies estabilizados

en glutaraldehido
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RESUMEN. Los hematies de diferentes especies animales se emplean comn-
mente en laboratorios de virologia, para realizar la determinacién del tituio viral
en funcién de su afinidad especifica. Para estas pruebas de hemagiutinaciéon en
Cuba, se utilizan los hematies frescos o crioconservados, pero desde hace varios
afios, se ha insistido en la necesidad de disponer de este tipo de material
liofilizado, elaborado en el pais. Por su parte, el método tradicional de conserva-
cidn a bajas temperaturas con adicién de glicerol, da lugar a la realizacidon de
lavados sucesivos y las limitaciones de todo método que requiere mantener per-
manentemente el material en congelacién. Con el fin de almacenar hematies de
diferentes especies para pruebas de hemaglutinacion, se puso a punio una tée-
nica de fijacién de éstos con glutaraldehido, seguido de un proceso de liofiliza-
cién. En el presente trabajo se muestra 1a eficacia del método para estabilizar
hematies de pollo Leghurn, mono Rhesus y cobayos, demostrandose que pre-
senitan un comportamiento similar al de los hematies frescos, en la determina-
cién del titulo viral de suspensiones de influenza A, sarampion y polioma virus
respectivamente. Se demostrd que los hematies de gallos liofilizados, almace-
nados durante 5 meses a 4 °C mantenian inalterables sus caracteristicas
hemaglutinanies. Se propone la extensién del método de Jiofilizacién como al-
ternativa ante el empleo de la crioconservacion o de la utilizacién de hematies
frescos.

ABSTRACT. Due io their specific affinity with different viruses, red blood
cells (RBC) from different species are commonly used in hemagglutination
assay for the determination of viral titer. The practice in Cuba to use fresh
or eryoconserved blood has the inconvenients related to the manipulation
of a product that should be washed to obtain the erytroceytes as well as the
use of high cost equipment for cryopreservation. In order to stabilize RBC,
a glutaraidehyde stabilization combined with freeze-drying was ecmployed.
Leghurn chickens, Rhesus monkies and guinea pigs' RBC were employed
for influenza, measles and polioma virus detection respectively. RBC were
ohtained by succesive centrifugation 3 000 r/fmin for 20 min afier washing
with a 10 mmol/L, PBS solution. Fixation of RBC was obtained by means of
gentle stirring of cells in contact with a 1 % glutaraldehyde solution during
30 min a 4 °C . Fixed celis were washed three times with a 0,15 mol/L. NaCl
solution and centrifuged to eliminate the excess of glutaraldehyde. A sus-
pension of glutaralidehyde-fixed RBC in water was freeze-dried for 24 b .
Water-reconstituted freeze-dried RBC were employed for viral titer deter-
mination. Viral titer is then obtained as the reciprocal of the highest dilu-
tion of virus that causes complete agglutination and is expressed as the
number of hemaggiutinating units per volume unit. Freeze-dried glutaral-
dehyde- fixed RBC exhibited the same behaviour as fresh RBC. Storage for
& months at ¢ °C did not influence the freeze-dried glutaraldehyde-fixed
RBC effectiveness for agglutination assays.

INTRODUCCION

Todos los antigenos en forma de
ricroparticulas como: bacterias, le-
vaduras, leucocitos y eritrocitos pue-
den ser aglutinados por anticuerpos
a determinantes antigénicos gue se
encuentran en la superficie de es-
fos.!

Este fenomeno ha sido amplia-
mente empleadeo en el estudio de
antigenos de superficie de célulasy
microorganismos o en la deteccidn
de anticuerpos.

Se reconioce que los hematies son
las particulas transportadoras més
utilizadas en la aglutinacién pasiva.
Las particulas plasiicas compuastas
de poliestireno, poliacrilamida o
aminopcliestirenos son muy em-
pleadas para la unidn a proteinas; sin
ermnbargo, en las pruebas de agluti-
nacién en las cuales se han utiliza-
do son menos sensibles gue la hemna-
glutinacién, puesto gue muestran
menoes desorcion.

La principal dificuitad de los he-
maties empleados en las prucbas
seroldgicas para el diagnéstico ¥y la
investigacion, es el almacenamien-
to. En refrigeracién a 4 °C con diso-
luciones preservantes como el
ALSEVER, s6lo se pueden conservar
una semana. La crioconservacién
tiene la desveniaja que requierce de
un procesc de lavado tedioso y que
consume mucho tiempo. Por estas
razones, se ha hecho necesario desa-
rroflar otros procedimientos parala con-
servacidn.

La fijacién de hematies con
aldehidos tiene como ventajas que
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se oblienen preparaciones estables,
uniformes, las cuales son insensibles
al proceso de congelacién-desconge-
lacién y a cambios de pH y de la
osmolaridad. Liofilizados con formol
tienen un periodo mayor que los no
fijados, con la desventaja gue aglu-
tinan esponténeamente después de
un prolongado almacenamiento de
seis meses a 20 °C FLa fijacién
de eritrocitos con glutaraldehido se
ha encontrado gue es superior ala
fijacién con formol y requiere menos
tiempo de fijacion, es mas reproduct-
ble y da lugar a células més estables.
Estas células fijadas con glutaral-
dehido pueden ser conjugadas a pro-
teinas en presencia y ausencia de
agenies acoplantes. Se conoce que
estas células conjugadas a antigenos
son estables cormno minimo seis me-
ses. Los hematies fijados de este
modo, son estables sl menos un mes.
A pesar de los buenos resultados
oblenidos por cricconservacion, se
requiere de equipos especiales para
mantenerlos en tales condiciones.
Por esta razon, se han buscado mé-
todos de conservacidn, giue no re-
guieran del mantenimiento a bajas
ternperaturas y menos atn, del sumi-
nistro frecuente de nitrégeno liguido.
La licfilizacion constituye un
proceso en el que se deshidrata a
bajas temperaturas. El disolvente,
generalmente agua, se congela y se
elimina por sublimacién. Posterior-
mente, se aplica calor para comple-
tar la deshidratacion. A través de
esle proceso, es posible almacenar
las células por un periodo de tiempo
largo —en el mejor de los casos a
temperatura ambiente—y facilita la
reconstitucion para su posterior em-
pleo. Aunque la aplicacidén de esia
técnica en la conservacién de hema-
ties para pruebas de hemaglutina-
¢idn se practica en oiros paises. En
Cuba no existen anteccedentes de su
empleo, por lo que €l objetivo de este
trabajo fue conservar en forma
Liofilizada los hematies de diferentes
especies para facilitar su utilizacién en
laboratorios que emplean generalmen-
te lastécnicas de hernaglutinacién para
titular antigenos y cepas virales.

MATERIALES Y METODOS

Fijacion de los eritrecitos en ghita-
raldehido

La sangre de cada una de las es-
pecies gallo Leghurm, mono Rhesus
v cobayo, una vez extraida fue mezcla-
da respectivamente con un volumen
igual de disclucion de ALSEVER y al-
macenada como maxdmo 72ha4°C.

Los eritrocitos se separaron por
centrifugacion a 3 000 r/min duran-

te 20 min a temperatura ambiente,
elimminando el plasma ¥ los leucoci-
tos. Posteriormente, se efectuaron
dos lavados con una disolucién de
NaCl 0,15 mol/L emmpleando e] mis-
mo esquema de centrifugacion. Des-
pués del titimo lavado, se midié el vo-
lumen de glébulos, se conservéad°Cy
se le afiadid 1a disolucion de fijacidn.

Para la fijacion, se adaptd el mé-
todo reportado por Bing D.H *El tra-
bajo se realizé septin ¢l esquema de
irabajo siguiente: Se diluyd el glu-
taraldehido (BDH 25 %) al 1 % con
una disolucién de composicion:
Na, PO, 0,15 mol/L. pH 8,2: NaCl
8,15 mol/L: H,0C (1: 9:5) conservada a
4 *C (disclucién de fijacion). El pa-
quete globular al 2 % {v/v} se dejo
incubar 30 min 2 4 °C con agitacion
ocasional. Una vez fijados, se separd
por centrifugacion el glutaraldehidone
fijado, lavando cinco veces con NaCl
(.15 mol/L.y con agua destilada respec-
tivamente. Es necesaric tener en cuen-
ta que el volumen de lavado debe ser
1:10 (v} del correspondiente al volu-
men de células fijadas.

Los hematies se resuspendieron a
una concentracion final del 30 % en
apguadestilada con tiomersal (100 pprm)
v se almacenaron a 4 *C hasta que
se llevo a cabo la liofilizacién en el
mismo dia.

Caracterizacién termofisica y lio-
filizacién

Para la caracterizacion termofi-
gica de la suspensidon de los hema-
ties compuesta por glutaraldehido y
la mezcla N PO NaClH,O desti-
nada a la liofilizacion, se empled un
calorimetro diferencial de barrido
DSC 2, {Perkin Elmer, UK) utili-
zando una velocidad de barrido
de 10 °C/min para el enfriamiento y
calentamiento. De esie modo, fue
posible esiablecer la temperatura
(T,") o temperatura de transicién
vitrea de la susiancia intersticial hi-
perconcenirada gue se formaen ia
congelacion.®

Paralaliofilizacidn se emplearon
frascos 2R, que conienian 0,5 mL.
por frasco. La congelacion se reali-
z6 por inmersién en N (I). Los fras-
cos se colocaron en una liofilizadora
(Telstar Cryodos, Francia) y aten-
diendo a la informacién brindada
por las mediciones calorimétricas,
se selecciond un régimen de liofili-
zacién apropiado.

Titulacién de virus de influenza,
sarampidn y poliomas por hema-
glutinacion

Para evaluarla calidad de los he-
maties licfilizados, se utilizé la téc-

nica de hemagluiinacién directa ¢
pasiva’

En la evaluaciton se emple6 un-
lote congelado de los virus influen-
za {Mississippi, Victoria y Taiwan),
sarampidén {cepa Edmonston, ATCC
vr-24) y polioma (cepa LID-1 de ra-
ién proveniente de la CC vr-252).
Parg cadg virus se ermnplearon respec-
livamente los hematies de gallo
Leghurm, mono Rhesus y cobayo.
Cada lote de virus se descongeld en
bano Maria a 37 °Cy se maniuvo pos-
teriormente, en otro de hiclo. Se afha-
dié 0,1 mL de disolucién salina al 0,9 %
en cada pocillo (de iz fila 1 3 la 11),
en una placa de 96 pocillos con fon-
do en forma de U. Se adiciond en-
tonees 0,1 mL del lote de virus, rea-
lizando diluciones dobles seriadas.
No se anadid virus a la fila 12.

L.os hemaiies liofilizados se re-
suspendieron con disclucion al 0.8 %
de Na(l al volumen inicial antes de
liofilizar y se diluyeron a una con-
centracidn del 8,5 % (p/p), afiadien-
do 0,1 mL de la de esta suspensién a
todos los pozos.

Serealizd la comparacidn con los
hematies frescos, los cuales fueron
lavados tres veces con disolucidn
salina al 4,9 %, por centrifugacion
a 2 000 r/min durante 10 min . Del
paguete de glébulos obtenido, se pre-
pard una disohucion al 4,5 % (p/p), la
gue se dispensé en los pocillos a ra-
zon de 0,1 mL por pocillo.

Laplaca semantuvo 45 minad °C
hasta observar la formacidon de una
trama caracteristica de la agluiina-
cién o de un pequeno botén indica-
dor de la ausencia de aglutinacién.

El titulo hemaglutinante se defi-
ne como €l reciproco de laviltima di-
lucidén del virus a la cual se observa
la hemaglutinacién completa v se
expresa cn unidades de hemagiluti-
nacién (UHA) por unidad de volu-
men.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion termofisica y liofi-
lizacion

En la curva correspondiente ala
caracterizacién por DSC de la sus-
pension congelada, se observé la pre-
sencia de un ligero accidente iérmi-
co (cambio de pendiente) a -33,5 °C
(TF‘} ¥ posteriormente, un pico
endotérmico represenianie dela fu-
sidn del hielo (Fig. 1). Esio permitié
disenar un régimen de tiofilizacion
apropiado consistente en realizar el
secado primarica -38°Cpor24 hy
durante las restantes, se elevé la
temperatura hasta 20 °C para uns
duracion del ciclo de liofilizacion
ded48 h.
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Titulacion de virus de influenza, sa-
rampién y poliomas por hemaglu-
tinacion

Los diferentes virus se probaron
con hematies liofilizados de distin-
tas especies {Tabla 1).

Los titulos obtenidos con hema-
tiesde gallo Leghurn liofilizados son
idénticos a los controles (hematies
desangre fresca) (Fig. 2). Ademas, el
hecho de que el material liofilizado
muestre del mismo modo gue el no
liofilizado las diferencias observadas
entre los tituios correspondientes al
virus clarificado (A) con relacidn al sin
clarificar (B}, hace pensar que el mate-
rial bofilizado podria ser empleado para
establecer criterios de pureza.

Comportamiento durante el alma-
cenamiento

Se observd que ios hematies
liefilizados almacenados mantenian
igual tinulo{suspensidn viral de Influen-
za A) que los congelados almacenados
v los frescos, lo que indica una buena
estabilidad de este material (Fig. 3}.

CONCLUSIONES

Los ensayos de hemaglutinacién
dieron resultados satisfactorios no
apareciendo diferencias entre los
hernaties liofilizados de cada especiey
los controles no liofilizados para los vi-
ris ¢ antigenos virales estudiados.

Después de cinco meses de conser-
vacion a 4°C, los entrociios liofilizados
de gallo se mantienen viables para los
ensayos de hemagliutinacién. Se propo-
ne ta extension del método de licfiliza-
céncomoalternativaante el empleode
1a erioconservacion o de la utilizacién
de hematies frescos.
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Fig. 1. Registro de la variacidn de enialpia durante el calentamiento de la muestra
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Tabla 1. Tituio obtenido en la hemaglutinacidn al empilear hematies frescos y
liofilizados. Cada experimento fue realizado seis veces por triplicado.

Virus Titulo
(UHA/ 8.1 mL)
Hematles
De sangre fresca Liofilizados
Poliama 64 54
Sarammon 128 128
Influenza-A 64 64
UHA Unidades de hemaglutinacién.
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Fig. 2. Esquema de hemaglutinacién de antigenos provenientes del virus Influenza 4.
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Fig. 3. Comportamiento de los hematies de gatlo liofilizados almacenados durante

Smesesa 4°C.
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