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RESUMEN 
Introducción:El Centro para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos 
Médicos establece requisitos regulatorios específicos para los diagnosticadores Clase de riesgo 
D,entre ellos los reactivos hemoclasificadores. 
Objetivos: Confeccionar un panel celular para la liberación de los reactivos hemoclasificadores y 
evaluar su funcionabilidad a los 3 años de su confección. 
Métodos: Se colectaron 38 unidades de Concentrado de eritrocitos en solución aditiva sin capa 
leucoplaquetaria y fueron fenotipados por método serológico para los sistemas de grupos 
sanguíneos ABO, Rh, Kell, Duffy, MNS, Kidd, Lewis, Lutheran, P, Xg y Hh. Se almacenaron en 
congelación (- 70 °C) con glicerol al 40 % y a los 3 años se evaluó la funcionalidad a todas las 
muestras. 
Resultados: Se obtuvo un panel celular con presencia de antígenos eritrocitarios del sistema de 
grupos sanguíneos ABO (A1, A2, B, A1B y A2B), Rh (D, Du, C, c, E, e, Cw) y antígenos de baja 
frecuencia de los sistemas Kell (K, k, Kpa, Kpb), Duffy, (Fya, Fyb, Kidd (Jka, Jkb), Lewis (Lea, 
Leb), MNS (M, N, S, s), P (P1), Lutheran (Lua, Lub), Xg (Xga), Hh (H). El grado de reacción de 
aglutinación no disminuyó a los 3 años de congelado. Un ligero grado de hemolisis en el 34, 9 % 
de las muestras no afectó la funcionabilidad del panel. 
Conclusiones: En elLaboratorio Nacional de Control se confeccionó y evaluó la funcionabilidad 
de un panel celular para la liberación de los hemoclasificadores. 
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INTRODUCCIÓN 
El Centro para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos Médicos (CECMED) 
establece requisitos generales y específicos que deben ser cumplidos por el fabricante de los 
dispositivos médicos para el diagnóstico in vitro (DMDIV), conocidos en Cuba como 
diagnosticadores, donde se incluyen los hemoclasificadores.(1) 
En tal sentido los hemoclasificadoresson diagnosticadores diseñados que permiten ser utilizados 
en la identificación de los grupos sanguíneos, para asegurar la compatibilidad inmunológica de la 
sangre, los componentes sanguíneos, las células, tejidos u órganos destinados a la transfusión o 
trasplante. Dichos reactivosse clasifican dentro del grupo de mayor riesgo (Clase de Riesgo D). (2) 
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 
antígenos de la gran mayoría de los sistemas de grupos sanguíneos, tanto de alta como de baja 
frecuencia. (3) 

Un Panel Celular (PC) es un conjunto de muestras de eritrocitos reactivos preparados a partir de 
sangre humana de donantes con dotaciones de antígenos que permitan establecer un patrón de 
reactividad coincidente con los antígenos de diferentes grupos sanguíneos. (4) (5) 
En la verificación analítica de los diagnosticadores deben ser utilizados los paneles de referencia, 
que tienen como desventaja que son materiales biológicos obtenidos de poblaciones 
demográficamente diferentes y podrían no reflejarla frecuencia de antígenos presentesen la 
población cubana.(6) 
La adecuada preservación 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 líquidas y la cri 
conservación.(7) 
Los PC se pueden conservar en congelación. Esta práctica ha existido por más de 50 años, sin 
embargo, no es utilizada comúnmente porque su técnica es engorrosa, costosa y con un potencial 
riesgoso de contaminación bacteriana.(8) 
El objetivo de nuestro trabajo es confeccionar y evaluar la funcionabilidad de un panel celular 
para la liberación de reactivos hemoclasificadores en el Laboratorio Nacional de Control (LNC). 
 

MÉTODOS 
Confección del Panel Celular. 

Se colectaron 38unidades de Concentrado de eritrocitos en solución aditiva sin capa 
leucoplaquetaria (CEAD) de diferentes donantes, previo consentimiento informado.  
El tipaje celular a las unidades de CEAD se realizó a partir de una muestra del tubo de la bolsa; 
con hemoclasificadores monoclonales anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D y el Suero Antiglobulínico 
Humano (Suero de Coombs) fabricados por LABEX y SPINREACT S.A.  
Los procederes de identificación de antígenos eritrocitarios a cada muestra se realizaron por 
serología, empleando la técnica de hemoaglutinación en tubo y Prueba de Antiglobulina 
Indirectasegún lo establecidos por la Organización Mundial de la Salud. (9) 
 

Congelación y descongelación de los eritrocitos: 



En el proceso de la congelación de los eritrocitos se utilizó como ACPel glicerol al 40 %para 
todas las muestras. 
Al volumen de eritrocitos a congelarse le añadió la mitad de la solución de glicerol al 40 %gota a 
gota con agitación suave y constante, se mantuvo en reposo de 5 a 10 min a temperatura de 20 a 
25 ºC.Seguidamente se agregó de igual forma la otra mitad de la solución de congelación y se 
repitió la operación anterior. La mezcla se envasó en porciones de 1 mL en micro tubos o tubos 
de crioconservaciónde 1,5 mL. Se identificó cada muestra con la etiqueta establecida y se 
almacenaron a -70 ºC. 
El concentrado de eritrocitos se descongeló exponiéndolo a temperatura de 20 a 25 ºC, 
posteriormentese traspasó el volumen de eritrocitos descongelado a un tubo de reacción y se 
sometió a un proceso de desglicerolización añadiendo solución de glicerol al 12 %, se mezcló 
cuidadosamente y se centrifugó durante 3 min a 2000 rpm; a continuación se realizó un lavado 
con solución de glicerol al 5 %, otro lavado con cloruro de sodio hipertónico y finalmente dos 
lavados con solución salina al 0,9 %. 
 

Evaluación de la funcionabilidad del panel celular. 

En la evaluación de la funcionabilidad de las 38 muestras del PC después de 3 años de 
congeladas se evaluaron las siguientes variables:   
1. Expresión de los principales antígenos de las muestras del panel. 
Se evaluaron los antígeno A y B a las muestras de los fenotipos A, B y AB,respectivamente, el 
antígeno D a las muestras del grupo O RhD positivo, a las muestras O RhD negativoel antígeno 
Fya y a lasmuestras O RhD negativo con Fya negativo, el antígeno M. 
Se midió el grado de reacción de la aglutinación presente en las muestras en tiempo cero (antes 
dela congelación) y posteriormente a los 3 años de criopreservadas.   
Una vez descongeladas las muestras de eritrocitos se prepararon diluciones al 2 % con solución 
salina al 0,9 % y se empleó la técnica de hemoaglutinación en tubo:  
Se dispensaron 50 μL de la suspensión de eritrocitos al 2 % de cada una de las muestras en un 
tubo de reacción, se adicionó 50 μL de cada antisuero a probar, anti-A, anti-B, anti-D y anti-M, 
según corresponde; se incubó 5 min a temperatura de 20 a 25 ºC y se centrifugó 1 min a 1000 
rpm. La determinación del antígeno Fya se realizó por la PAI. Las lecturas se realizaron sobre una 
lámpara o aglutinoscopio. El resultado positivo se determinó por la presencia de aglutinación y se 
anotó el grado de reacción de la aglutinación. 
Grados de reacción de aglutinación según metodología utilizada por Aburto Almonacid A:(10) 
2. Evaluación del grado de hemólisis siguiendo la metodología de Sánchez Frenes P.(11) 
Se comprobó el grado de hemólisis cualitativo, por inspección visual del sobrenadante de la 
suspensión de eritrocitos. 
Grado I - Halo de 5 mm por encima de la capa de eritrocitos. 
Grado II - Halo de 5 a 10 mm por encima de la capa de eritrocitos. 
Grado III - Hemólisis total del sobrenadante. 
Grado 0 - No hay hemólisis 
 

RESULTADOSY DISCUSIÓN 
Confección del panel. 



A partir de las 38 unidades analizadas se obtuvieron muestras con presencia de antígenos 
eritrocitarios frecuentes del sistema ABO (A1, A2, B, A1B y A2B), muestras con el antígeno D 
Débil y muestras del grupo sanguíneo O con antígenos de los sistemas diferentes del ABO.En la 
Tabla 1 se muestra la conformación del panel celular y la cantidad de muestras requerida para la 
evaluación de la potencia, especificidad y avidez de los reactivos hemoclasificadores. Por no 
considerarlo necesario no se describen las características completas del PC. 
 
Tabla 1. Panel celular para la evaluación de los hemoclasificadores en el LNC 

Panel celular para la evaluación de los hemoclasificadores en el LNC 

Fenotipos Código de la muestra 
(PIH) 

Muestras requerida para la evaluación de potencia, especificidad y 
avidez 

Anti-A Anti-B Anti-AB Anti-D 

A1 RhD+ 05B y 07T 2 2 1 - 

A1 ccddee 06T - - - 1 

A2 RhD+ 26B - - 2 - 

A1B RhD+ 01B, 03B, 06B, 07B, 
20B, 27B - 2 3 - 

A1B ccddee 14B - - 1 1 

A2B 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 

OCcDuee 22B - - - - 

OccDuee 23B - - - 1 

A1 D Débil 04B, 11B, 24B, 25B - - - 1 

 
Ocho fenotiposdel grupo sanguíneo O que expresan los antígenos H, Lea, Leb, K, k, Kpb, P1, D, 
C, c, E, e, Cw, M, N, S, s, Lua, Lub, Jka, Jkb, Fya, Fyb y Xga,fueron seleccionados para determinar 
la presencia de anticuerpos irregulares diferente a la especificidad de los reactivos 
hemoclasificadores. De ellos se escogieron para la evaluación de los hemoclasificadores anti-A, 
anti- B y anti-AB las muestras con código PIH 16B, PIH 03T, PIH 09B y adicionalmente las 
muestras PIH 05T y PIH 29B para completar la totalidad de los antígenos que no se encontraban 
presentes en las muestras seleccionadas. Las muestras del grupo O RhD negativascon presencia 
de antígenos diferentes del sistema ABOse seleccionaronpara la evaluación del hemoclasificador 
anti-D.(Tabla 2) 
 



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

Muestras del panel para determinación 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, 

 

Evaluación de la funcionabilidad del panel celular. 

Al evaluar la funcionabilidad de los eritrocitos del PCpara su uso in vitrose determinó en el 100 
% de las muestras la expresión de los principales antígenos en tiempo cero y después de 3 años 
de conservados a - 70 ºC. (Fig. 1a y Fig. 1b). 
 

 
Fig. 1a Evaluación de la expresión de los principales antígenos, antes de congelar (tiempo 0) y a los 3 años de 

congeladas a - 70 ºC. (PIH 01B a PIH 16B). 

 
Fig. 1b Evaluación de la expresión de los principales antígenos, antes de congelar (tiempo 0) y a los 3 años de 

congeladas a - 70 ºC. (PIH 04T a PIH 32B). 
 
En las 38 muestras (100 %) el grado de reacción de la aglutinación no disminuyó al evaluarlo 3 
años después de congeladas a - 70 ºC en comparación con el estudio inicial que se realizó antes 
de la congelación. 
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 El grado de hemólisis se comprobó en el 100 % de las muestras a los 3 años de congeladas a - 70 
ºC, por el método de inspección visual del sobrenadante a la suspensión de eritrocitos. En 23 
muestras (60,5 %) no se observó hemolisis (Grado 0). En 15 de ellas (39,4 %) se observó una 
ligera hemólisis (Grado I) y no se observaron muestras con hemólisis Grado II ni Grado III.(Fig. 
2a y Fig. 2b). 

Fig. 2a - Evaluación del grado de hemólisis a los 3 años de congeladas (PIH 01B a PIH 16B) 
 

 
Fig. 2b - Evaluación del grado de hemólisis a los 3 años de congeladas (PIH 04T a PIH 16B) 

 
 
Como ya se ha mencionado, los reactivos hemoclasificadores desempeñan un importante papel en 
el diagnóstico, tratamiento y seguimiento de enfermedades inmunohematológicas y en la calidad 
de las prácticas transfusionales. (12) 
Tanto las normas y guías internaciones comoel CECMED establecen el uso de Materiales de 
Referencia Internacionales,para la verificación analítica de los diagnosticadores. El suministro 
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restringido y su elevado costo limitan su utilización en el trabajo del laboratorio, por lo que fue 
necesario confeccionar un PC para la liberación de lotes de hemoclasificadores. (13) (14) 

En nuestro estudio, se emplearon 38 unidades de CEAD para la confección de un PC, fueron 
transportadas en condiciones de conservación de 2 a 8 ºC y mostraron resultado negativo en las 
pruebas de detección Sífilis, Virus de la Hepatitis B, Virus de la Hepatitis C y del Virus de 
Inmunodeficiencia Humana 1 y 2  para asegurar la ausencia de contaminación viral.Las muestras 
fueron procesadas antes de los 7 días de extraídas.(15, 16) 
En los ensayos de fenotipaje se utilizaronreactivos y eritrocitos de control del PC del laboratorio 
de Inmunohematología del IHI, equipos y medios de medición del LNC calibrados y en periodo 
de validez. (17)  
En el panel se decidió incluir fenotipos de fácil adquisición de los grupos y subgrupos sanguíneos 
A, B, AB y D Débil por no existir un Banco de Sangre lo suficientemente cerca del LNC para la 
obtención de estos fenotipos en el momento del ensayo. 
El PC dispone adicionalmente con muestras de tres donantes de fenotipo A1B RhD positivo, un 
donante de fenotipo B RhD positivo, cuatro donantes con presencia del antígeno 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, además, cuenta con 
la presencia de los 23 antígenos más importantes,en algunos de ellos los antígenos c, Fya, Fyb y S 
en forma homocigótica. (18) 

Las muestras con presencia de antígenos l, Jsb y U no fueron seleccionados por no disponer del 
antisuero específico, estos antígenosson de frecuencia reducida o extremadamente raros, a los que 
se les denomina privados. (19) 

Se requiere de un donante más del fenotipo A2 y O RhD negativocon presencia del antígeno E, en 
estos casos se utilizarán muestras de sangre recién extraída dedonantes fenotipados previamente 
de los cuales dispone el LNC. Estos fenotipos son de muy baja frecuencia en la población cubana 
8,26 % y 0,56 %, respectivamente. (20) 
Con el panel que se confeccionó se pueden evaluar los reactivos cumpliendo con la cantidad de 
muestras que exigen las regulaciones vigentes. (21)  
Servicios de Inmunohematología en otros países elaboraneritrocitos de fenotipos conocidos en el 
que se incluyen los fenotipos más comunes de sus poblaciones. (22)  
La Food and Drug Administration (FDA, por sus siglas en inglés)como Autoridad Reguladora 
Nacional de los Estados Unidos de América, permite almacenar los eritrocitos congelados con 
glicerol al 40 % (p/v) a -80 °C hasta 10 años luego de su recolección y requiere que las células 
descongeladas y desgliceroladas sean almacenadas a 4 °C por no más de 24 horas.(23) 

El glicerol, también conocido como propanotriol o glicerina, es un compuesto químico líquido 
inodoro, incoloro y viscoso cuya fórmula molecular es C3H8O3.  Su densidad es de 1,261 g/cm3, 
su punto de fusión es 291 K y su punto de ebullición es 563 K. (24) 
Otros autores demostraron la estabilidad fenotípica y genotípica de microorganismos y especies 
bacterianas empleando la congelación con glicerol a diferentes concentraciones y temperatura de 
almacenamiento de - 20 ºC a - 70 ºC. (25, 26) 

En Cuba estos eritrocitos son conservadas por congelación a -20 ºC, utilizando el glicerol como 
crioprotector, aunque son muy pocos los centros asistenciales que disponen actualmente de un 
PC, a excepción de las utilizadas para la determinación del grupo sanguíneo serológico que por 
su fácil obtención son conservadas como sangre total con poca durabilidad. 
En 1966, con la creación del IHI, se introducen nuevos métodos de detección e identificación de 
anticuerpos eritrocitarios y estudios de frecuencia de grupos sanguíneos ABO, con el empleo de 



métodos tradicionales (técnicas en salina, albúmina y prueba de antiglobulina), utilizando PC de 
eritrocitos fenotipados, conservados a -20 ºC.(27) 
Al evaluar la funcionabilidad del panel celular, para su uso in vitro después de 3 años 
conservadascon glicerol al 40 % a una temperatura de -70 °C, se demostró que no existe 
disminución de la expresión de los principales antígenos al no disminuir el grado de reacción de 
la aglutinación. A pesar de que el 34,9 % de las muestras presentan una ligera hemólisis de Grado 
I no se ha afectado la fuerza de aglutinación, por lo que mantienen su funcionabilidad y se 
continúan utilizando en los ensayos, siempre que se verifique su reactividad, como control de 
calidad previo al uso. 
La conservación 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 analítico de los reactivos hemoclasificadores para ser utizados en 
el SNS. 
La recomendación del grupo investigador es establecer estandarizaciones y protocolos propios, 
atendiendo a los procedimientos de congelación, descongelación y temperaturas de conservación, 
que garanticen la viabilidad y estabilidad bioquímica de los eritrocitos que se conserven por este 
método. 
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