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RESUMEN
Introduccion:El Centro para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos
Médicos establece requisitos regulatorios especificos para los diagnosticadores Clase de riesgo
D,entre ellos los reactivos hemoclasificadores.
Objetivos: Confeccionar un panel celular para la liberacion de los reactivos hemoclasificadores y
evaluar su funcionabilidad a los 3 afios de su confeccién.
Meétodos: Se colectaron 38 unidades de Concentrado de eritrocitos en solucién aditiva sin capa
leucoplaquetaria y fueron fenotipados por método seroldgico para los sistemas de grupos
sanguineos ABO, Rh, Kell, Duffy, MNS, Kidd, Lewis, Lutheran, P, Xg y Hh. Se almacenaron en
congelacion (- 70 °C) con glicerol al 40 % y a los 3 afios se evalud la funcionalidad a todas las
muestras.
Resultados: Se obtuvo un panel celular con presencia de antigenos eritrocitarios del sistema de
grupos sanguineos ABO (A1, A,, B, A1B y A;B), Rh (D, DY, C, ¢, E, e, C") y antigenos de baja
frecuencia de los sistemas Kell (K, k, Kp?, Kp°), Duffy, (Fy?, Fy°, Kidd (Jk% JK®), Lewis (Le&?
Le®), MNS (M, N, S, s), P (P4), Lutheran (Lu?, Lu®), Xg (Xg%), Hh (H). El grado de reaccién de
aglutinacion no disminuyo a los 3 afios de congelado. Un ligero grado de hemolisis en el 34, 9 %
de las muestras no afecto la funcionabilidad del panel.
Conclusiones: En elLaboratorio Nacional de Control se confecciono y evaluo la funcionabilidad
de un panel celular para la liberacion de los hemoclasificadores.

Palabras clave: paneles,eritrocitos, anticuerpos irregulares, diagnosticadores.
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INTRODUCCION
El Centro para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos Médicos (CECMED)
establece requisitos generales y especificos que deben ser cumplidos por el fabricante de los
dispositivos médicos para el diagnostico in vitro (DMDIV), conocidos en Cuba como
diagnosticadores, donde se incluyen los hemoclasificadores.®
En tal sentido los hemoclasificadoresson diagnosticadores disefiados que permiten ser utilizados
en la identificacion de los grupos sanguineos, para asegurar la compatibilidad inmunoldgica de la
sangre, los componentes sanguineos, las células, tejidos u 6rganos destinados a la transfusion o
trasplante. Dichos reactivosse clasifican dentro del grupo de mayor riesgo (Clase de Riesgo D). @
Para realizar los controles necesarios que garanticen la efectividad, seguridad y calidad de estos
reactivos es imprescindible disponer de un panel celular de eritrocitos con la presencia de
antigenos de la gran mayoria de los sistemas de grupos sanguineos, tanto de alta como de baja
frecuencia. ®
Un Panel Celular (PC) es un conjunto de muestras de eritrocitos reactivos preparados a partir de
sangre humana de donantes con dotaciones de antigenos que permitan establecer un patron de
reactividad coincidente con los antigenos de diferentes grupos sanguineos. ) ©
En la verificacién analitica de los diagnosticadores deben ser utilizados los paneles de referencia,
que tienen como desventaja que son materiales bioldgicos obtenidos de poblaciones
demogréaficamente diferentes y podrian no reflejarla frecuencia de antigenos presentesen la
poblacién cubana.®
La adecuada preservacion de los PC ha sido una constante en el desarrollo de los Bancos de
Sangre. En tal sentido, los dos métodos utilizados actualmente son:en soluciones liquidas y la cri
conservacion.”
Los PC se pueden conservar en congelacion. Esta practica ha existido por mas de 50 afios, sin
embargo, no es utilizada comunmente porque su técnica es engorrosa, costosa y con un potencial
riesgoso de contaminacién bacteriana.®
El objetivo de nuestro trabajo es confeccionar y evaluar la funcionabilidad de un panel celular
para la liberacion de reactivos hemoclasificadores en el Laboratorio Nacional de Control (LNC).

METODOS
Confeccién del Panel Celular.

Se colectaron 38unidades de Concentrado de eritrocitos en solucion aditiva sin capa
leucoplaquetaria (CEAD) de diferentes donantes, previo consentimiento informado.

El tipaje celular a las unidades de CEAD se realizo a partir de una muestra del tubo de la bolsa;
con hemoclasificadores monoclonales anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D y el Suero Antiglobulinico
Humano (Suero de Coombs) fabricados por LABEX y SPINREACT S.A.

Los procederes de identificacion de antigenos eritrocitarios a cada muestra se realizaron por
serologia, empleando la técnica de hemoaglutinacion en tubo y Prueba de Antiglobulina
Indirectasegn lo establecidos por la Organizacién Mundial de la Salud. ©

Congelacion y descongelacion de los eritrocitos:



En el proceso de la congelacion de los eritrocitos se utilizo como ACPel glicerol al 40 %para
todas las muestras.

Al volumen de eritrocitos a congelarse le afiadio la mitad de la solucion de glicerol al 40 %gota a
gota con agitacién suave y constante, se mantuvo en reposo de 5 a 10 min a temperatura de 20 a
25 °C.Seguidamente se agregd de igual forma la otra mitad de la solucion de congelacion y se
repitio la operacion anterior. La mezcla se envasé en porciones de 1 mL en micro tubos o tubos
de crioconservacionde 1,5 mL. Se identific6 cada muestra con la etiqueta establecida y se
almacenaron a -70 °C.

El concentrado de eritrocitos se descongelé exponiéndolo a temperatura de 20 a 25 °C,
posteriormentese traspaso el volumen de eritrocitos descongelado a un tubo de reaccién y se
sometio a un proceso de desglicerolizacion afadiendo solucion de glicerol al 12 %, se mezclo
cuidadosamente y se centrifugd durante 3 min a 2000 rpm; a continuacion se realiz6 un lavado
con solucién de glicerol al 5 %, otro lavado con cloruro de sodio hiperténico y finalmente dos
lavados con solucion salina al 0,9 %.

Evaluacion de la funcionabilidad del panel celular.

En la evaluacién de la funcionabilidad de las 38 muestras del PC después de 3 afios de
congeladas se evaluaron las siguientes variables:

1. Expresion de los principales antigenos de las muestras del panel.

Se evaluaron los antigeno A y B a las muestras de los fenotipos A, B y AB,respectivamente, el
antigeno D a las muestras del grupo O RhD positivo, a las muestras O RhD negativoel antigeno
Fy* y a lasmuestras O RhD negativo con Fy* negativo, el antigeno M.

Se midio el grado de reaccion de la aglutinacion presente en las muestras en tiempo cero (antes
dela congelacién) y posteriormente a los 3 afios de criopreservadas.

Una vez descongeladas las muestras de eritrocitos se prepararon diluciones al 2 % con solucion
salina al 0,9 % y se empled la técnica de hemoaglutinacion en tubo:

Se dispensaron 50 pL de la suspension de eritrocitos al 2 % de cada una de las muestras en un
tubo de reaccion, se adicioné 50 uL de cada antisuero a probar, anti-A, anti-B, anti-D y anti-M,
segun corresponde; se incub6 5 min a temperatura de 20 a 25 °C y se centrifugd 1 min a 1000
rpm. La determinacion del antigeno Fy® se realiz6 por la PAI. Las lecturas se realizaron sobre una
lampara o aglutinoscopio. El resultado positivo se determind por la presencia de aglutinacion y se
anoto el grado de reaccion de la aglutinacion.

Grados de reaccion de aglutinacion segin metodologia utilizada por Aburto Almonacid A:
2. Evaluacion del grado de hemélisis siguiendo la metodologia de Sanchez Frenes P.%
Se comprobo el grado de hemdlisis cualitativo, por inspeccion visual del sobrenadante de la
suspension de eritrocitos.

Grado | - Halo de 5 mm por encima de la capa de eritrocitos.

Grado Il - Halo de 5 a 10 mm por encima de la capa de eritrocitos.

Grado 111 - Hemolisis total del sobrenadante.

Grado 0 - No hay hemdlisis

(10)

RESULTADOSY DISCUSION
Confeccion del panel.



A partir de las 38 unidades analizadas se obtuvieron muestras con presencia de antigenos
eritrocitarios frecuentes del sistema ABO (Ai, A, B, AiB y A,;B), muestras con el antigeno D
Débil y muestras del grupo sanguineo O con antigenos de los sistemas diferentes del ABO.En la
Tabla 1 se muestra la conformacién del panel celular y la cantidad de muestras requerida para la
evaluacion de la potencia, especificidad y avidez de los reactivos hemoclasificadores. Por no
considerarlo necesario no se describen las caracteristicas completas del PC.

Tabla 1. Panel celular para la evaluacion de los hemoclasificadores en el LNC

Panel celular para la evaluacion de los hemaoclasificadores en el LNC

, . Muestras requerida para la evaluacion de potencia, especificidad
Cddigo de la muestra g P P P y

Fenotipos (PIH) avidez
Anti-A Anti-B Anti-AB Anti-D
A;RhD+ 05By 07T 2 2 1 -
A, ccddee 06T - - - 1
A, RhD+ 26B - - 2 -
01B, 03B, 06B, 07B,

A;B RhD+ 208, 27B - 2 3 -
AB ccddee 14B - - 1 1
A,B RhD+ 02B, 08B 2 - 2 -
B RhD+ 01T, 10B, 15B 2 2 2 -
B ccddee 12B - - - 1
OccDee 05T, 28B, 32B - - - 2
OCcDee 03T, 17B, 21B - - - 1
OCCDee, K 09B - - 1 -
OCCDEe 29B, 30B 2 2 2 -
OCcDEe 02T - - 1 -
OccDEe 16B, 04T - - - 1
OCcddee 18B - - - 1
Occddee 13B, 19B - - - 1
OCcD"e 22B - - - -
OccD'ee 23B - - - 1
A, D Débil 04B, 11B, 24B, 25B - - - 1

Ocho fenotiposdel grupo sanguineo O que expresan los antigenos H, Le®, Le®, K, k, Kp°, Py, D,
C,c,E e, C" M N,S,s, Ltd LU, JK* JK°, Fy?, Fy® y Xg? fueron seleccionados para determinar
la presencia de anticuerpos irregulares diferente a la especificidad de los reactivos
hemoclasificadores. De ellos se escogieron para la evaluacion de los hemoclasificadores anti-A,
anti- B y anti-AB las muestras con cddigo PIH 16B, PIH 03T, PIH 09B y adicionalmente las
muestras PIH 05T y PIH 29B para completar la totalidad de los antigenos que no se encontraban
presentes en las muestras seleccionadas. Las muestras del grupo O RhD negativascon presencia
de antigenos diferentes del sistema ABOse seleccionaronpara la evaluaciéon del hemoclasificador
anti-D.(Tabla 2)



Tabla 2. Muestras del Panel celular para la determinacion de anticuerpos irregulares.

Muestras del panel para determinacidn de anticuerpos irregulares

Reactivos Muestras del Panel
Anti-A, Anti-B, Anti-AB PIH 16B, PIH 03T, PIH 09B, PIH 05T, PIH 29B
Anti-D 13B, PIH 18B, PIH 19B,

Evaluacion de la funcionabilidad del panel celular.

Al evaluar la funcionabilidad de los eritrocitos del PCpara su uso in vitrose determiné en el 100
% de las muestras la expresion de los principales antigenos en tiempo cero y después de 3 afios
de conservados a - 70 °C. (Fig. lay Fig. 1b).

Expresion de los principales antigenos
PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH
01B 02B 03B 04B 05B 06B 07B 08B 09B 10B 11B 12B 01T 02T 03T 13B 14B 15B 16B

Grado de reaccion de la
aglutinacion
O L N W b

Cédigo de la muestra

m Tiempo O m 3 afios

Fig. 1a Evaluacion de la expresion de los principales antigenos, antes de congelar (tiempo 0) y a los 3 afios de
congeladas a - 70 °C. (PIH 01B a PIH 16B).

Expresion de los principales antigenos
PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH PIH
04T 05T 06T 07T 17B 18B 198 20B 21B 22B 23B 24B 25B 26B 27B 28B 29B 30B 31B 32B

Grado de reaccion de la
aglutinacion
O R N W b

Cédigo de la muestra
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Fig. 1b Evaluacién de la expresion de los principales antigenos, antes de congelar (tiempo 0) y a los 3 afios de
congeladas a - 70 °C. (PIH 04T a PIH 32B).

En las 38 muestras (100 %) el grado de reaccion de la aglutinacion no disminuyo al evaluarlo 3
afios después de congeladas a - 70 °C en comparacién con el estudio inicial que se realiz6 antes
de la congelacion.



El grado de hemolisis se comprobo en el 100 % de las muestras a los 3 afios de congeladas a - 70

°C, por el método de inspeccion visual del sobrenadante a la suspension de eritrocitos. En 23
muestras (60,5 %) no se observo hemolisis (Grado 0). En 15 de ellas (39,4 %) se observo una
ligera hemolisis (Grado 1) y no se observaron muestras con hemolisis Grado Il ni Grado Il1.(Fig.
2a 'y Fig. 2b).

Grados de Hemolisis
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Fig. 2a - Evaluacion del grado de hemolisis a los 3 afios de congeladas (PIH 01B a PIH 16B)
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Fig. 2b - Evaluacion del grado de hemélisis a los 3 afios de congeladas (PIH 04T a PIH 16B)

Como ya se ha mencionado, los reactivos hemoclasificadores desempefian un importante papel en
el diagndstico, tratamiento y se?uimiento de enfermedades inmunohematoldgicas y en la calidad
de las practicas transfusionales. ‘%)

Tanto las normas y guias internaciones comoel CECMED establecen el uso de Materiales de
Referencia Internacionales,para la verificacion analitica de los diagnosticadores. EI suministro



restringido y su elevado costo limitan su utilizacion en el trabajo del laboratorio, por lo que fue
necesario confeccionar un PC para la liberacion de lotes de hemoclasificadores. 2 149

En nuestro estudio, se emplearon 38 unidades de CEAD para la confeccién de un PC, fueron
transportadas en condiciones de conservacién de 2 a 8 °C y mostraron resultado negativo en las
pruebas de deteccion Sifilis, Virus de la Hepatitis B, Virus de la Hepatitis C y del Virus de
Inmunodeficiencia Humana 1y 2 para asegurar la ausencia de contaminacion viral.Las muestras
fueron procesadas antes de los 7 dias de extraidas.® 1©)

En los ensayos de fenotipaje se utilizaronreactivos y eritrocitos de control del PC del laboratorio
de Inmunohematologia del IHI, equipos y medios de medicion del LNC calibrados y en periodo
de validez. ")

En el panel se decidio incluir fenotipos de facil adquisicion de los grupos y subgrupos sanguineos
A, B, AB y D Débil por no existir un Banco de Sangre lo suficientemente cerca del LNC para la
obtencion de estos fenotipos en el momento del ensayo.

El PC dispone adicionalmente con muestras de tres donantes de fenotipo A;B RhD positivo, un
donante de fenotipo B RhD positivo, cuatro donantes con presencia del antigeno D Débil y cuatro
de fenotipo O RhD positivo, los que pueden ser utilizados en caso de encontrarse Resultados
Fuera de Especificaciones que requiere de fenotipos de donantes diferentes, ademas, cuenta con
la presencia de los 23 antl'%;enos mas importantes,en algunos de ellos los antigenos ¢, Fy?, Fy" y S
en forma homocigética.

Las muestras con presencia de antigenos I, Js° y U no fueron seleccionados por no disponer del
antisuero especifico, estos antigenosson de frecuencia reducida o extremadamente raros, a los que
se les denomina privados.

Se requiere de un donante mas del fenotipo A, y O RhD negativocon presencia del antigeno E, en
estos casos se utilizardn muestras de sangre recién extraida dedonantes fenotipados previamente
de los cuales dispone el LNC. Estos fenotipos son de muy baja frecuencia en la poblacién cubana
8,26 % y 0,56 %, respectivamente. ?

Con el panel que se confecciond se pueden evaluar los reactivos cumpliendo con la cantidad de
muestras que exigen las regulaciones vigentes. ?V

Servicios de Inmunohematologia en otros paises elaboraneritrocitos de fenotipos conocidos en el
que se incluyen los fenotipos mas comunes de sus poblaciones. ??

La Food and Drug Administration (FDA, por sus siglas en inglés)como Autoridad Reguladora
Nacional de los Estados Unidos de Ameérica, permite almacenar los eritrocitos congelados con
glicerol al 40 % (p/v) a -80 °C hasta 10 afios luego de su recoleccién y requiere que las células
descongeladas y desgliceroladas sean almacenadas a 4 °C por no mas de 24 horas.®

El glicerol, también conocido como propanotriol o glicerina, es un compuesto quimico liquido
inodoro, incoloro y viscoso cuya férmula molecular es CsHgOs. Su densidad es de 1,261 g/cm®,
su punto de fusion es 291 K y su punto de ebullicién es 563 K. ¢4

Otros autores demostraron la estabilidad fenotipica y genotipica de microorganismos y especies
bacterianas empleando la congelacion con glicerol a diferentes concentraciones y temperatura de
almacenamiento de - 20 °C a - 70 °C. 52

En Cuba estos eritrocitos son conservadas por congelacion a -20 °C, utilizando el glicerol como
crioprotector, aunque son muy pocos los centros asistenciales que disponen actualmente de un
PC, a excepcion de las utilizadas para la determinacion del grupo sanguineo serolégico que por
su facil obtencidn son conservadas como sangre total con poca durabilidad.

En 1966, con la creacion del IHI, se introducen nuevos métodos de deteccion e identificacion de
anticuerpos eritrocitarios y estudios de frecuencia de grupos sanguineos ABO, con el empleo de



métodos tradicionales (técnicas en salina, aloimina y prueba de antiglobulina), utilizando PC de
eritrocitos fenotipados, conservados a -20 °C.?"

Al evaluar la funcionabilidad del panel celular, para su uso in vitro después de 3 afios
conservadascon glicerol al 40 % a una temperatura de -70 °C, se demostr6 que no existe
disminucion de la expresion de los principales antigenos al no disminuir el grado de reaccion de
la aglutinacion. A pesar de que el 34,9 % de las muestras presentan una ligera hemolisis de Grado
I no se ha afectado la fuerza de aglutinacion, por lo que mantienen su funcionabilidad y se
contintan utilizando en los ensayos, siempre que se verifique su reactividad, como control de
calidad previo al uso.

La conservacion se puede hacer por diferentes métodos y uno de los que brinda mejores
resultadosha demostrado ser el glicerol.

Como resultado de este trabajo podemos concluir que el LNCdel CECMED dispone de un panel
celular para realizar el control analitico de los reactivos hemoclasificadores para ser utizados en
el SNS.

La recomendacion del grupo investigador es establecer estandarizaciones y protocolos propios,
atendiendo a los procedimientos de congelacién, descongelacion y temperaturas de conservacion,
que garanticen la viabilidad y estabilidad bioquimica de los eritrocitos que se conserven por este
método.
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