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PREPARACION Y ESTANDARIZACION DEL SUERO ANTI-D(RhO) PARA
REFERENCIA Y CONTROL DE CALIDAD

I. INTRODUCCION

Los intentos para obtener suero anti—D(Rho) en forma experi-
mental, mediante la inmunizacién de animales con eritrocitos huma-
nos D(Rho)-positivos no han tenido éxito; los titulos de anticuer-
pos que se obtienen son bajos y ademds no son especificos. Estos
sueros aglutinan tanto a los gldbulos rojos D(Rho)-positivos como
a los glébulos rojos D(Rho)-negativos, al actuar contra el antige-

o LW]’2’3’4.

Desde 1939 en que Levine y Stetson5 reportaron por vez prime-
ra el caso de una mujer cuyo suero aglutinaba al 85% de los eritro-
citos del mismo grupo ABO, al igual que la sangre de Ssu esposo y
la de su producto que nacié macerado; se sabe que el suero 11amado
por Landsteiner y Wiener anti-Rh, debe obtenerse de humanos D(Rho)-
negativos transfundidos con eritrocitos D(Rho)-positivos 0 bien

de mujeres inmunizadas por un producto D(Rho)—positivo.

®

E1 suero anti-D(Rho) que se emplea en los bancos de sangre



para la tipificacién del antigeno D(Rho) en las sangres del dona-
dor y del receptor, habitualmente proviene de diversas casas co-
merciales que 1o obtienen de sujetos inmunizados con glébulos ro-
jos D(Rho)-positivos. Los anticuerpos anti—D(Rho) 11amados tam;
bién "inmunes o incompletos", son en su mayoria IgG, por tanto,
los sueros comerciales se diluyen en una solucién de albdmina con
el fin de que al ponerlos en contacto con glébulos rojos D(Rho)-
positivos produzcan su aglutinacién inmediata. Esto es, se reali-
za una técnica en medio con alto contenido protéico para la demos-
tracion de anticuerpos que, como el anti-D(Rho) no actdian en me-

dio sa]in06’7’8.

En la practica diaria es frecuente observar variaciones im-
portantes entre los diferentes lotes de sueros tipificadores de
una misma casa comercial; estas variaciones son mayores aiin cuando
provienen de distintas casas comerciales. Se explica entonces, el
gran margen de error en la tipificacion del antigeno D(Rho) que,
en ocasiones, es de fatales consecuencias cuando no se tienen los

controles adecuados.

Se considerd, por tanto, importante contar en el Banco de San-

gre del Instituto Nacional de la Nutricién, con un suero anti-D(Rho)



conocido que sirviera como referencia y control de calidad tanto de
los sueros tipificadores anti-D(Rho) como de los diferentes reacti-
vos utilizados en las diversas técnicas destinadas a la demostra-

cién in vitro de los anticuerpos que no actlian en medio salino.



IT. GENERALIDADES

La naturaleza quimica del antigeno D(Rho) se desconoce, hay
algunas evidencias de que se trata de una proteina. Greeng, estu-
di6 la relacién entre el antigeno Rh y los grupos sulfhidrilo de
15 membrana de los eritrocitos, poniendo en contacto N-etilmalei-
mida (compuesto que reacciona con grupos sulfhidrilo) con membra-
nas de eritrocitos, observd que habia pérdida gradual de la acti-
vidad antigénica Rh, un efecto similar se obtuvo con la exposicidn
a grandes concentraciones de urea (»2.5 M).

]0, estudid la posibilidad de que 1a interaccion

En 1968 Green
1ipido-proteina fuera responsable de la actividad antigénica. La
antigenicidad de las membranas de eritrocitos D(Rho)-positivos fue
eliminada después de la extraccién con 1-butanol y pudo ser rege-
nerada en gran parte por la adicién del extracto en 1-butanol de
membranas de eritrocitos D(Rho)-positivos y D(Rho)-negativos, el
extracto no mostrdé esta actividad por inhibicidon de hemaglutina-
cion, 1o que indica que los 1ipidos no 1levan las determinantes an-
tigénicas pero pueden ser esenciales para la conformacion de ellas.

Asi, la especificidad qued6 asociada con los extractos de membra-

na. La cromatoérafia en capa fina reveld que el material fue le-



citina.

Doddll’]z

, reporté que las preparaciones del dcido Nacetil-
neuraminico (NANA), un ganglidsido de cerebro y productos de de-
gradacion como N-acetilglucosamina y N-acetilmanosamina, inhibie-
ron especificamente el anticuerpo anti-Rh y que esto dependia del
tiempo de incubacidn del inhibidor con el suero anti, de la canti-
dad de suero anti-Rh usado y de la naturaleza de la preparacion.
La mayor inhibicidon por el ganglidsido y el dcido colominico que
contienen NANA en forma polimerizada estdn en apoyo de que la es-
tructura del antigeno puede consistir de una estructura terminal

de NANA.

]3, han demostrado que el calentamiento a

Lubinski y Portnuff
56°C reduce o destruye la aglutinabilidad de las células b(Rho)-
positivas por el suero anti-D(Rho), mientras que la aglutinabili-
dad de células A, B, My N por los sueros respectivos, aparente-
mente no es afectada. Estos hechos sugirieron que el receptor
D(Rho) es probablemente mds superficial que los receptores A, B,
My N. La adicion de formalina (0.1 a 1.0%) a las suspensiones de

eritrocitos reduce su aglutinacién en mayor grado por suero anti-

D(Rho) que por sueros anti-A y anti-B.



4’15, en 1940, al inyectar eritrocitos de

Landstiener y wiener]
monos Rhesus a cobayos y conejos, encontraron que los sueros obte-
nidos tenfan la capacidad de reaccionar con la mayoria de los eri-
trocitos humanos, asumiendo que estos evritorcitos tenfan el antige-
no "Rh" y los 1lamaron Rh positivos. Los eritrocitos Rh negativos
eran aquellos que no presentaban aglutinacion con el suero de co-
bayo o de conejo inmunizados, por carecer del antigeno. De esta
manera surgidé un nuevo sistema de grupo sanguineo, cuya complejidad
se inicia a partir del descubrimiento de los otros factores que lo

constituyen y con la aparicidn de dos teorias opuestas sobre la he-

rencia de los mismos (Tabla No. 1).

La impresion inicial de que los anticuerpos responsables de
las reacciones post-transfusionales y de las incompatibilidades
feto-maternas eran semejantes al anticuerpo producido por cobayos
y conejos, se modificd ante la evidencia presentada en los traba-
jos de Levine3’4, Fisk], Murray y C]arkz, sobre la especificidad
de este anticuerpo contra un antigeno diferente, el LW, 1lamado
asT en honor de Landsteiner y Wiener.

16,17,18,19

Fisher y Race proponen la herencia de los antige-

nos Rh a través de tres pares de genes alelos estrechamente uni-



TABLA No. 1

NOMENCLATURA COMPARATIVA DE ANTIGENOS Rh

Wiener Fisher-Race Rosenfield
Rh, D Rh1
R D Rh2
S E Rh3
T o Rh4
" —— e Rh5
~hr ;w ce(f) Rh6
-h'“1 Ce Rh7
e c" Rh8
rhx i Rh9
hrv ce® (V) Rh10
B ‘EE 777777 — Rh11
rn® I S Rh12
j“A . RM13
,,R!?B Rh14
RC Rh15
Rh° Rh16
o Rh17
Hr Rh18
| 2 LN Rh19
hrvH e (Vs) Rh 20
- i 7Rh2.1
rh CE Rh22
rhw’ D" Rh23




Wiener Fisher-Race Rosenfield

- gl Rh24
e LW RS
3 021 (C-1ike) Rh26
hri cE | ‘_@37_ il
hrH Rh28
R ) Rh29.
. Go? B o, Rh30
hr® Rh31
"Trol1" Rh32
e Rh33

Goudemand, M and Delmas-
-Marsalet. Principles of
Immunohematology, 1975
p. 59



dos, el Cc, el Dd y el Ee. Segln esta teorfa, una persona hereda
un conjunto de tres genes Rh de cada uno de sus padres que pueden
ser Coc, Dod, Eoe. Porejemplo: una persona puede heredar
CDe de un padre y cde de otro. E1 esquema de Fisher ha tenido que
ser ampliado y, ain asi, no ha probado ser enteramente adecuado
para explicar todas las reacciones observadas en el sistema Rh.

20,21,22 ide6 una nomenclatura y teorfa genética dife-

Wiener
rente, postulando que la existencia de una serie de genes alelos
localizados en un locus determinan la presencia de los antfgenos;
Cada uno de estos antigenos estd caracterizado por su habilidad
para reaccionar con diferentes anticuerpos, 1o cual no significa
que contienen dos propiedades genéticamente separadas, sino que
son debido a la accién de un gen y son heredados como unidad, las

propiedades serolggicas son debidas a la presencia de dos o mas

"antfgenos parciales" dentro de la molécula (Tabla No. 2).

E1 antigeno D(Rho), desde el punto de vista clinico, es el
mds importante de este sistema de grupo sanguineo, por su frecuen-
te relacién con problemas post-transfusionales y anemia hemolitica

en el recién nacido.



TABLA No. 2. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE UN EJEMPLO DE UN FENOTIPO Rh
DE ACUERDO A LOS DOS CONCEPTOS MAS ACEPTADOS DEL SISTEMA Rh

Teoria de Gen Antigeno Determinantes Anticuerpos
(Cromosoma) (Eritrocitos) Antigénicas
Rho anti-Rh0
Wiener . R1 Rh] rh' anti-rh'
hr'!' anti-hr'!'
D D D anti-D
Fisher-Race c C C anti-C
e e e anti-e

Goudemand, M. and Delmas-Marsalet, Y.
-Principles of immunohematology 1975,

p. 61.



Inmunizacion al factor D(Rho) por transfusion de sangre. La
mayoria de las personas D(Rho)-negativo producen anticuerpos anti-

D(Rho) después de una transfusidn de sangre D(Rho)-positiva23.

Diamond24 25,26 27

sPollack , Davey " y Gunsonzs, han estudiado la pro-
porcidon de individuos D(Rho)-negativos que por inyeccidn de eritro-
citos D(Rho)-positivos 1legan a inmunizarse a este factor, los re-
sultados han variado del 15 al 81%, el tiempo requerido para demos-
trar el anticuerpo seroldgicamente, varia de dos a seis meses, ain
cuando se puede detectar antes y después de este tiempo. Po]]ackzs,
ha establecido que en los individuos susceptibles inmunoldgicamen-
te, la frecuencia de inmunizacidn incrementa con el volumen de eri-

trocitos D(Rho)-posﬁtivos administrados.

Krevans y Co]zg, hicieron una observacion de gran interés, des-
pués de inyectar glébulos rojos D(Rho)-positivos a sujetos D(Rho)-
negativos por primera vez, encontraron que en un periodo de seis
semanas, podian ser divididos en 2 clases: aquellos en quienes la
segunda y subsecuentes inyecciones de glébulos rojos D(Rho)-positi-
vos marcados con Cr51 fueron rdapidamente eliminados y que formaron
anticuerpos anti-D(Rho) y aquellos en quienes la segunda y subse-
cuentes inyecciones de estos eritrocitos sobrevivieron normalmente

y no formaron anticuerpos anti-D(RhO).



M011150n30, concluye que solamente cierta proporcién de indi-
~ viduos D(Rho)-negativos pueden ser inmunizados al antigeno D(Rho),
aunque establece que la diferencia no es absoluta y que, algunos
de ellos son inmunizados mucho mids facilmente que otros. Ademds
supone que las diferencias son debidas a fenotipo, es decir, la
diferencia en respuesta es presumiblemente controlada genéticamen-

tet

Inmunizacién al factor D(Rho) por embarazo. E1 paso de eri-
trocitos del feto a la madre es necesario para que se lleve a ca-
bo 1a inmunizacidon al factor D(Rho) por émbarazoa]’32’33. Chown34,
fue el primero en demostrar la hemorragia transplacental del feto
a la circulacion de 1a madre, la sangre de una mujer.que tuvo un
nifio con anemia severa fue examinada inmediatamente después del par-
to por aglutinacidn diferencial, absorcidn de anticuerpos y andli-
sis bioquimicos, demostrdndose la presencia de células D(Rhy)-posi-
tivo y de hemoglobina fetal en su circulacidn; posteriormente las
células D(Rho) positivas desaparecieron de 1a circulacidn en un

periodo de 48 dias con desarrollo de anticuerpos anti—D(Rho) en la

madre.
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ITI. MATERIAL Y METODOS

En la obtencidn de suero especifico anti—D(RhO), es de gran
importancia la absorcion completa de aquellos anticuerpos que se
encuentran también en el suero como son, el anti-A, el anti-B y o-
tros. La absorci6n de estos anticuerpos se efectlia con sustancias
de grupo sanguineo, habitualmente las presentes en los gldbulos ro-
jos y el mejor procedimiento es aquel que no modifica el titulo ni

la avidez del anticuerpo especifico que se desea.

La Organizacidon Mundial de la Sa]ud35 recomienda la abosrcidn
con glébulos rojos dentro de los 5 dias consecutivos a su extrac-
cién. Se estudié sin embargo, el grado de absorcidn de los eritro-
citos formalinizados y del estroma de eritrocitos, con el proplsi-
to de investigar la posibilidad de tener siempre antigenos eritro-
citricos para la absorcidn. Por tanto en un estudio preliminar se
comparé los resultados de la absorcién de un suero con titulo de
anti-A 1:64, empleando eritrocitos "fresco§"36, eritrocitos conser-

. y con estroma de eritroci-

vados en formaldehido-salina-fosfatos
tos38 de grupo A. ET suero en estudio, se inactivé calentdndolo

por 4 minutos a 64°C, previamente a la absorcidn.
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1. ABSORCION CON ERITROCITOS CONSERVADOS EN SOLUCION FORMAL-
DEHIDO/SALINA AMORTIGUADA CON FOSFATOS

1.1 Preparacion de reactivos

-Solucidn salina amortiguada con fosfatos.

NaCl 0.85 % ======--- 100 ml
KH2P04 0.15 mol/1itro 24 ml
NaZHPO4 0.15 mol/1litro 76 ml

-Solucion formaldehido salina amortiguada con fosfatos.
Formaldehido al 36 % (P/V) 20 ml
Solucidon salina amortiguada con fosfatos 80 ml
1.2 Formalinizacidn de los eritrocitos

-La obtenci6n de la sangre se hace por puncién venosa, colocdn-
dola en tubos de ensaye de 13 por 100 mm sin anticoagulante.

-Lavar los eritrocitos 3 veces con solucién salina isotanica.
-Agregar a 1 ml del paquete de eritrocitos 20 ml de la solucidn
formaldehfdo salina amortiguada con fosfatos poco a poco y agi-

tando continuamente.

~Incubar durante 20 horas a temperatura ambiente los eritroci-
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tos: suspendidos en la solucién formaldehido salina amortiguada con

fos fatos.

- Lavar los eritrocitos 3 veces con solucidn salina amortiguada con

fosfatos.

- Hacer una suspensidn de los eritrocitos al 50 % en solucidn sali-

na isoténica.

1.3 Absorcién de anticuerpos anti-A con eritrocitos grupo A for-

malinizados.

- Agregar 0.5 ml de eritrocitos grupo A formalinizados y suspendi-

dos al 50% en solucién salina isotdnica a 1 ml de suero anti-A.

- Incubar una hora a 37°C.

- Centrifugar durante 10 minutos a 3000 rpm y separar el sobrena-

dante en donde, mediante titulacidn se investiga la presencia

de anti-A (Anexo, Técnica No. 1).
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2. ABSORCION CON ESTROMA DE ERITROCITOS

Lavar los eritrocitos con solucidén salina isotdnica 3 veces.

Colocar 1 ml del paquete celular en un tubo de 16 por 150 mm

y congelarlo en una mezcla de hielo seco-acetona.

Descongelar la suspension a temperatura ambiente y agregar

10 m1 de alcohol etilico al 50 % frio.

Congelar la suspension en la mezcla hielo seco-acetona y dejar-

la en el congelador durante una hora.

Descongelar a temperatura ambiente.

Centrifugar durante 10 minutos a 3000 rpm y desechar el sobrena-

dante.

Lavar el estroma de una a tres veces con agua destilada.

Hacer una suspension de estroma al 50 % en solucidn salina isotd-

nica y conservarla en el refrigerador.



ro
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.2 Absorcién de anticuerpos anti-A con estroma de eritrocitos

del grupo A.

Agregar a 2 ml de suero anti-A 1 ml de estroma de eritrocitos

del grupo A, suspendidos al 50% en solucidn salina isoténica.

Incubar una hora a 37°C, agitando ocasionalmente.

Centrifugar a 3000 rpm durante 10 minutos y separar del estro-
ma el sobrenadante en donde, mediante titulacidn se investiga

la presencia de anti-A. (Anexo, Técnica No. 1).

.3 Absorcidon con estroma liofilizado.

Liofilizar el estroma suspendido en solucidn salina isotdnica.

En dos tubos de 13 por 100 mm colocar 1 ml de suero anti-A y
agregar 50 mg de estroma 1iofilizado.
Incubar los tubos durante una hora a 37°C y a temperatura am-

biente respectivamente, agitar ocasionalmente.
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Centrifugar durante 10 minutos a 3000 rpm y separar del estroma
el sobrenadante en donde se investiga la presencia de anti-A.

(Anexo, Técnica No. 1).
3. ABSORCION CON ERITROCITOS "FRESCOS"

Lavar los eritrocitos de grupo A dentro de las 2 primeras horas
posteriores a la extraccidn, 3 veces con solucidn salina iso-
ténica y eliminar totalmente la soluci6n salina en el Gltimo

Tavado.

Adicionar a 1 ml de suero anti-A, 0.5 ml del paquete de eritro-

citos lavados.

Incubar durante una hora a temperatura ambiente, agitando oca-

sionalmente.

Centrifugar durante 10 minutos a 3000 rpm y separar el sobrena-
dante de los glébulos rojos en donde, mediante titulacion se

investiga la presencia de anti-A. (Anexo, Técnica No. 1)
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., 4. RESULTADOS DE LA ABSORCION DE ANTICUERPOS ANTI-A

Con una sola absorci6n, cuando se emplearon eritrocitos for-
malinizados, estroma de eritrocitos liofilizados o con eritrocitos
"frescos" se logré la eliminacidn total de los anticuerpos anti-A.
Con el empleo de estroma de eritrocitos suspendidos al 50 % en so-
lucidn salina isotdnica se requiridé en cambio, de dos absorciones.

(Tabla No. 3).

Posterior a la absorcidn de anticuerpos anti-A con eritroci-
tos formalinizados y con estroma liofilizado y sin liofilizar, el
suero presentaba un marcado color café rojizo o café amarillento
que dificultaba la lectura macroscépica de aglutinacion. Por tan-
to, para la preparacion de suero anti-D(Rho) fue seleccionada la
técnica de absorcién con eritrocitos "frescos", con la que se lo-
gré la absorcién completa de anticuerpos anti-A sin modificacion

aparente del color del suero.



TABLA No. 3 RESULTADO DE LA ABSORCION& DE ANTICUERPOS ANTI-A CON

ERITROCITOS Y ESTROMA DE ERITROCITOS DE GRUPO A

Diluciones

1:1

a2

1:4

1:8

1:16 1:32

1:64 1:128

Titulo de anti-A

Absorcién con G.R.
formalizados

Absorcidn con es-
troma (50% en sa-
lina)

Absorcién con es-
troma liofilizado

Absorcion con G. R.
"Frescos"

3+

1+

3+ .

2+

2+

1+ 1+

" -

una sola absorcidn
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5. PREPARACION DEL SUERO ANTI-D(Rho)

Se utilizaron 5 p]qsmas con anticuerpos anti—D(Rho), 4 prove-
nfan de mujeres D(Rho)-negativas inmunizadas con productos D(Rho)-
positivos, de la Clinica de Isoinmunizacidn del Hospital de Gine-
co-Obstetricia No. 1 del IMSS; el quinto plasma era de un vardn
D(Rho)-negativo inmunizado por una transfusién incompatible. To-

dos eran del grupo O con fenotipo ccee.

Se investigd en todos la presencia de anticuerpos contra otros
antigenos de grupo sanguineo ademds de anti-D(Rho), con el Patron
Celular Reactivo ("Panel") , empleando las técnicas en medio sali-
no, en medio con alto contenido protéic06’7’8, con bromeh'na39 y
con anti-gamma globulina humana (Coombs)40 (Anexo, Técnica No. 2).
Con estas mismas técnicas (Anexo, Técnica No. 3) se efectuaron las

tibulaciones de anti-D(Rho), en cada uno de los sueros, con gl6bu-

los rojos grupo 0 y fenotipo DCcee. Tabla No. 4.

La obtencidn del suero a partir del plasma, se hizo adicionan-
do 1 mi de CaCl, 1.0 mo1/1itro por cada 100 ml de plasma, incuban-
do a temperatura ambiente durante 20 horas y centrifugando por 10
minutos a 3000 rpm para eliminar el codgulo. Posteriormente se

inactivaron a 56°C durante 30 minutos.



Los sueros tenian {nicamente anticuerpos anti-D(Rho), como
ha sido sefialado, la absorcién de los anticuerpos anti-A y anti-B
se realizé -con eritrocitos "frescos". Por dificultades en la ob-
tencidn de eritrocitos en estas condiciones, en tres de los sueros
la absorcidn se efectud con eritrocitos conge]ados42 (Anexo, Téc-
nica No. 4) con resultados Optimos. Durante todo el proceso de
absorcién se guardaron estrictas condiciones de esterilidad, se

agregd azida de sodio43

al 0.1 % a cada uno de los sueros una vez
absorbidos y se colocaron en frascos estériles en alicuotas de

10 ml aproximadamente, conservandolos congelados.
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IV. RESULTADOS

La absorcién con eritrocitos "frescos" o congelados practica-
mente no modificé el titulo de anti-D(RhO) (Tabla No. 5); presen-
tindose variaciones solo de un tubo en las diluciones, en algunos
de los sueros. En los 5 sueros se investigd la presencia de crio-
aglutininas (Anexo, Técnica No. 5), ante la posibilidad de que un

titulo elevado de éstas diera lecturas falsas positivas.

En los 5 sueros después de la absorcidon de anticuerpos anti-A
y anti-B, se comprobd su especificidad, potencia y avidez mediante
la tipificacion de gldébulos rojos con grupos ABO y fenotipos del
sitema Rh diferentes y en diversas condiciones: glébulos rojos de
reciente extraccidon, gldbulos rojos almacenados a 4°C de 5 a 7 dfas’
y glébulos rojos congelados. En todas estas determinaciones se
puso un control de aglutinacién inespecifica, usando albdmina bovi-

na al 30 % con los eritrocitos a determinar.

Se tipificaron simultdneamente con sueros anti—D(Rho) comer-
ciales y los sueros preparados los donadores y receptores del Ban-
co de Sangre del INN, mediante la técnica de tubo rdpida (Anexo,

Técnica No. 6). Para este prop6sito los sueros se diluyeron volu-
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men a volumen en una solucidn de albimina al 30 % a excepcidn del

suero No. 1 que se diluyé en dos volimenes de albdmina.

En 2000 muestras de sangre tipificadas no se encontrd discre-
pancia en los resultados positivos y negativos. Como era de espe-
rarse en los sueros No. 2 y No. 3, con titulo de anti-D(Rho) bajo,
hubo necesidad de incubar hasta 30 minutos a 37°C la mezcla de gl16-
bulos rojos con anti-D(Rho), antes de centrifugar para observar la
aglutinacidn macroscépica. En tanto que con los sueros No. 1,

No. 4 y No. 5 no se requirié de incubacidon y la ag]utinécién fue de
3+ a 4+ en las muestras D(Rho)-positivas, en las sangres D(Rho)-ne- .
gativas la aglutinacién siempre fue negativa aiin después de reali-
zar la técnica de Coombs para investigar el antfgeno_Du (Anexo,
Técnica No. 7). Lo cual fue corroborado con las determinaciones

ud4

hechas con sueros comerciales. E1 antigeno D fue demostrado

en 4 sangres, con los sueros preparados.



TABLA No. 4 TITULO DE ANTI-D(Rho) EN LOS 5 SUEROS ANTES

DE LA ABSORCION DE ANTI-A Y ANTI-B

Suero No. SALINA _ ALBUMINA BROMELINA COOMBS
1 (=) (=) 1:32 1:64
2 (-) 1:1 1:8 1:16
3 ( -) 1:1 1:2 1:4
4 =) 1:8 1:64 1:64

5 (-) 1:1 - 1:32 1:64




TABLA No. 5 TITULO DE ANTI-D(Rho) EN 5 SUEROS DESPUES DE LA ABSORCION
DE LOS ANTICUERPOS ANTI-A Y ANTI-B

Suero No. ALBUMINA BROMELINA COOMBS CRIOAGLUTININAS
1 (e 1:16 1:64 =)
2 (-) 1:8 1:16 1:4
3 e 1:2 1:2 s
4t 1:2 1:32 1:64 (=}
5" (-) 1:16 1:32 (-)

7 . . .
una absorcién con eritrocitos congelados
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V. RESUMEN

E1 control de calidad en los procedimientos del laboratorio
clinico representa un aspecto de gran importancia. Resulta por
tanto, obvia la exigencia de una calidad optima en los sueros
clasificadores y reactivos bioldgicos que se emplean en el Banco
de Sangre. La mayorfa de estos productos proceden de casas co-
merciales de reconocido prestigio internacional, sin embargo de-
ben estar sujetos a un control estricto de calidad antes de ser
utilizados; adn cuando en la metodologia de inmunohematologia se
incluyen siempre controles positivos y negativos asi como autocon-

troles.

Son frecuentes los reportes que aparecen en la literatura so-

bre la evaluacién de sueros comerciales, resaltando en ellos, sor-

prendentemente, la variabilidad de sus resu]tados45’46’47’48’49.

De aqui la insistencia de 1a Asociacion Americana de Bancos de

50

Sangre”” en el control de calidad que debe efectuarse en las prue-

bas de inmunohematologia.

En nuestro pais se suman otros factores que repercuten en
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la calidad de los reactivos biolégicos de importacidn; entre
ellos, la conservacion de los mismos en medio y temperatura ad-
versos durante el tiempo que toman los trdmites aduanales. Se
hace, por tanto, indispensable poner al alcance de todo banco de

sangre, sueros de referencia y control de calidad.

Los resultados del presente trabajo muestran que con 1os re-
cursos minimos de un banco de sangre es factible preparar, de
acuerdo a las normas establecidas por 1a Organizacion Mundial de
la Sa]ud35, un suero especifico anti-D(Rho) que sirva de referen-

cia.

Un suero con especificidad conocida y estandarizado, ademds
de su utilidad como suero hemoclasificador, es el mejor control
de calidad de aquellos reactivos biolégicos como: la albdmina,
las enzimas, el suero anti-gamma globulina humana (Coombs) y el
"panel" o Patrén Celular Reactivo entre otros; destinados a la
demostracién de anticuerpos IgG, que représetan a la gran mayoria
tratindose de anticuerpos dirigidos a antfgenos de grupo sangui-

neo.

Por otra parte, puede también emplearse como un control de



03y

los procedimientos técnicos dirigidos a la investigacidn in vitro

de los anticuerpos anti-eritrociticos de la clase IgG.
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VI. CONCLUSTIONES

De los resultados obtenidos con 5 sueros anti-D(Rho) se de-

muestra lo siquiente:

1) Aln con titulos de anticuerpos relativamente bajos (1:64)
se logra obtener sueros especificos con potencia y avidez

= *
comparables con los de los sueros comerciales .

2) La absorcién de anticuerpos anti-A y anti-B se realiza
facilmente y en forma completa, con eritrocitos "frescos"
al igual que con eritrocitos congelados, aln cuando con
los glébulos rojos formalinizados y con estroma de g16-
bulos rojos se logra una buena absorcidn, no es recomen-
dable debido al marcado color oscuro que presentan los

sueros después de la absorcidn.

3) Los sueros pueden conservarse congelados sin perder su

potencia y avidez, por 1o menos durante 12 meses.

*Syero clasificador de sangre (humano) anti-D(Rho) Hyland.
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4) Ante la facilidad para obtener suero anti-D(Rho) especi-
fico, de individuos ya inmunes, aunada al hecho de que
no se requieren procedimientos especiales para su esta-
bilizacién y conservacidon es recomendable su utilizacion
con el propdsito de contar con un suero conocido cormo re-
ferencia y control de calidad de la mayoria de los reac-

tivos biol6gicos empleados en el banco de sangre.



TECNICA No. 1 TITULACION DE ANTICUERPOS ANTI-A

- La obtencidon de la sangre fue por puncién veno-
sa, la cual se colocé en tubos de 13 por 100 mm

sin anticoagulante.

- Preparar una suspensidn al 2 % de eritrocitos
grupo A lavados previamente con solucidén salina

isoténica, tres veces.
- Numerar 1J tubos de 12 por 75 mm del 1 al 10.

- Colocar 0.1 ml de solucidn salina isoténica a

cada uno de los tubos, a partir del No. 2.

- Adicionar0.1 ml del suero en estudio al tubo
No. 1T y 0.1 ml al tubo No. 2, mezclar y transfe-
rir 0.1 m1 al tubo No. 3 y asi sucesivamente

hasta el tubo No. 10, del cual se desechan los



0.1 ml restantes.

- Agregar a todos los tubos dos gotas de la sus-

pension de eritrocitos.

- Incubar a temperatura ambiente durante 15 minu-

tos.

- Centrifugar 30 segundos y leer.

TECNICA No. 2 INVESTIGACION E IDENTIFICACION DE ANTI-
CUERPOS CON EL "PANEL" O PATRON CELULAR REACTIVO

E1 "Panel" consiste en un nimero variable de mues-
tras de sangre, todas ellas del grupo 0, con diferen-
cias en los antigenos de los demds grupos sanguineos.
En este estudio se utilizé "Panel" del Banco de Sangre
del Instituto Macional de la Nutricidén y "Panel" de

Ortho Diagnostics.
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Las muestras del "Panel" del Banco de Sangre del
INN se mantienen congeladas. Para preservar los eri-
trocitos de la hemélisis al congelarlos, se suspenden
en una mezcla de glicerol-fosfato, por 1o que se deben
descongelar y eliminar el glicerol antes de utilizar-

las.

2.1 Preparacidon de las muestras del "Panel"

- Descongelar las muestras a temperatura ambiente

y colocarlas en bolsas de dialisis.

- Dializar en volumen suficiente de solucidn sali-

na isoténica durante periodo minimo de 2 horas.

- Pasar el contenido de cada bolsa a tubos de 13
por 100 mm los cuales se marcan con el nidmero

de la muestra correspondiente.

- Lavar los eritrocitos con solucidn salina iso-

tonica las veces necesarias para eliminar la



hemoblobina 1ibre en el sobrenadante.

- Los eritrocitos de las muestras una vez lavados
y libres de hemélisis pueden ser empleados inme-
diatamente o guardarse en el refrigerador suspen-
didos en salina a una concentracidn aproximada

del 2 % durante un maximo de una semana.

2.2. Empleo de las muestras del "Panel"

La investigacidon e identificacion de anticuerpos se
realiza mediante las técnicas en medio salino, con alto
contenido protéico, con bromelina y por Coombs (anti-
gamma globulina humana), incluyendo en cada uno contro-

les positivos y negativos.

- Marcar tres hileras de tubos de 10 por 75 mm con
el nimero correspondiente a 1la muestra del "Pa-

nel".



2.3. En albGmina -bromelina

- Colocar en los tubos de la primera hilera dos
gotas de eritrocitos de la muestra del "Panel",
al tubo testigo positivo dos gotas de la muestra
cuyo fenotipo sea DCcee y al control negativo

dos gotas de la muestra cuyo fenotipo sea ccee.

- Adicionar dos gotas del suero en estudio a cada
uno de los tubos, excepto en los controles en
los cuales se coloca dos gotas de suero anti-D

diluido 1:10 en solucibn salina isotdnica.

- Agregar dos gotas de albimina y dos gotas de bro-
melina a todos los tubos, incluyendo los testigos,
mezclar e incubar 15 minutos a temperatura ambien-

te.

- Centrifugar 15 segundos a 1000 rpm y leer macros-
copicamente agitando suavemente cada uno de los

tubos.



2.4. En medio salino y con suero anti-gamma globulina

humana (Coombs)

- Colocar dos gotas de la suspensién de eritroci-
tos a los tubos correspondientes en la segunda
hilera, en los tubos testigo colocar dos gotas
de las mismas muestras usadas en la técnica de

bromelina.

- Adicionar dos gotas del suero en estudio a cada
uno de los tubos excepto a los controles a los
‘cuales se agrega dos gotas de suero anti-D di-

luido 1:10 en solucidn salina.
- Centrifugar a 1000 rpm durante 30 segundos.

- Hacer la lectura macroscoOpica, agitando suave-

mente cada uno de los tubos.

- Incubar los eritrocitos de los tubos cuyo resul-
tado sea negativo (no aglutinacidn), durante una

hora a 37°C.
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- Centrifugar durante 30 segundos a 1000 rpm, rea-
lizar la lectura macroscOpica que corresponde a

la prueba en salina a 37°C.

- Lavar los eritrocitos de los tubos cuya lectura
en salina sea negativa, con solucidn salina, eli-

mindndola en el Gltimo lavado perfectamente.

- Agregar al paquete de eritrocitos dos gotas de

Coombs.

- Centrifugar durante 30 segundos a 1000 rpm y e-

fectuar la lectura macroscdpica.

2.5. En medio con alto contenido protéico

- En la tercera hilera de tubos, colocar dos gotas
de eritrocitos de la muestra correspondiente del
"Panel" y a los tubos testigo colocar mismas

muestras que la técnica de bromelina.



- VIIT -

- Adicionar dos gotas del suero en estudio a cada
uno de los tubos, excepto a los testigo a los
cuales se agrega dos gotas de suero anti-D dilufi-

do 1:10 en solucidon salina.

- Adicionar dos gotas de albimina al 30 % a todos
los tubos, mezclar y centrifugar durante 30 se-
gundos a 1000 rpm y efectuar la lectura macros-

cOpica.

- Incubar los tubos cuyo resultado sea negativo

durante una hora a 37°C.
- Centrifugar 30 segundos a 1000 rpm y hacer 1la
lectura macroscépica.

2.6. Interpretacion

La aglutinacidén en presencia del suero indica la

existencia de anticuerpo(s) hacia eritrocitos humanos.



La especificidad de éste o éstos se determina al com-
parar el resultado con la tabla del "Panel" usado. Es-
tas tablas registran los antfgenos presentes como (+) y

ausentes como (-) o (0).

TECNICA No. 3 TITULACION DE ANTICUERPOS ANTI-D(RhO)

Emplear eritrocitos del grupo O con fenotipo DCcee,
lavados tres veces y suspendidos al 2 % en solucidn sa-

lina 1isotodnica.
- Numerar tres hileras de tubos de 10 por 75 mm
del 1 al 10.

- Colocar 0.3 ml de solucidén salina en cada uno de

los tubos de la primera hilera a partir del No. 2.

- Adicionar 0.1 ml de suero en estudio a los tubos



No. 1 de cada hilera y 0.3 ml al tubo No. 2 de la
primera hilera, mezclar bien y transferir 0.3 ml
al tubo No. 3 y asi sucesivamente hasta el tubo
No. 10 del cual se desechan los dltimos 0.3 ml.
Colocar 0.1 ml de la dilucién del tubo No. 10 de
la primera hilera a los tubos No. 10 de la segun-
da y tercera hilera, limpiar bien las paredes ex-
ternas de la pipeta y colocar 0.1 ml de la dilu-
cién del tubo No. 9 de la primera hilera a los
tubos No. 9 de la segunda y tercera hilera y con-

tinuar asf hasta el tubo No. 2

3.1. En albimina-bromelina

- Adicionar dos gotas de la suspensidn de eritro-

citos a los tubos de la primera hilera.

- Adicionar a cada uno de los tubos dos gotas de

albimina y dos gotas de bromelina.



- Incubar 15 minutos a temperatura ambiente y cen-

trifugar durante 15 segundos a 1000 rpm.

- Hacer la lectura macroscépica.

3.2. En medio salino y con suero anti-gamma globulina

humana (Coombs)

- Colocar en cada uno de los tubos de la segunda

hilera dos gotas de la suspensidn de eritrocitos.

- Centrifugar 30 segundos a 1000 rpm.

- Leer macroscépicamente agitando suavemente cada

uno de los tubos.

- Incubar los eritrocitos de los tubos cuyo resul-

tado sea negativo durante una hora a 372C.

- Centrifugar 30 segundos a 1000 rpm y hacer la
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lectura macroscdpica, los tubos en donde no ha-
ya aglutinacién se lavan tres veces con solucidn
salina, elimindndola perfectamente en la Gltima

lavada.

- Adicionar dos gotas de suero anti-gamma globuli-

na humana (Coombs).

- Centrifugar 30 segundos a 1000 rpm y hacer la

lectura macroscdpica.

3.3. En medio con alto contenido protéico

- Adicionar dos gotas de la suspensidn de eritro-

citos a los tubos de la tercera hilera.

- Agregar a cada uno de los tubos dos gotas de al-

bimina.

- Centrifugar 30 segundos a 1000 rpm y hacer la
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lectura macroscopica.

TECNICA No. 4 CONSERVACION DE GLOBULOS R0OJOS CONGELADOS

4.1 Preparacidn de glicerol-fosfato-citrato

Citrato tripotdsico -——- 3.25 % en agua dest. ----

(K3C6H507)

Fosfato dibdsico de
potasio S - 0.60 % en agua dest. ----
(KZHP04)

Fosfato dibasico de

20

20

potasio -— 0.47 % en agua dest. ---- 20

(KH2P04)

Glicerol =====—------c=cicc-=o-=c-ssssciosinE oo n s s st T

ccC.

cC.

cC.

cC.
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4.2 Congelamiento de los gldbulos rojos

- Tomar la sangre en bolsas cuyo volumen es de
500 cc y que contienen 75 cc de ACD (Acido citri-
co-citrato de sodio-dextrosa) como anticoagulan-

te.

- Dejar reposar en el refrigerador la bolsa durante
24 horas, con el objeto de que sedimente el pa-
quete celular.

- Separar la mayor cantidad posible de plasma.

- Adicionar al paquete celular un volumen igual de
g]icero]-fosfato-citrato, mezclar bien hasta ho-

mogenizar.

- Separar en alfcuotas de 50 a 75 ml en bolsas pe-

quefas.

- Congelar cada una de las bolsas en una mezcla de



hielo seco-acetona y conservarlas en el conge-

lador hasta el momento de usarlas.

4.3. Preparacion de los gldébulos rojos

- Para su uso, los eritrocitos deben descongelarse
a temperatura ambiente y dializarse en solucidn
salina isoténica durante 24 horas, manteniéndose
a 4°C durante este periodo y cambiando l1a solu-
cién salina previamente enfriada, por 1o menos

dos veces.

- Pasar el contenido de cada bolsa a tubos de 15

por 125 mm.

- Lavar los eritrocitos con solucidn salina isot6-
nica las veces necesarias para eliminar la hemo-
globina libre en el sobrenadante, eliminando en
el G1timo lavado la mayor cantidad posible de so-

lucién salina, el paquete celular debe ser usado
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inmediatamente.

TECNICA No. 5 DETERMINACION DE CRIOAGLUTININAS

- Numerar 10 tubos de ensaye de 10 por 75 mm del

1 al 10.

- Colocar 0.75 ml de solucién salina en el tubo
No. 1 y 0.5 ml en cada uno de los tubos restan-

tes.

- Adicionar 0.25 ml del suero en estudio en el tu-
bo No. 1, mezclar y transferir al siguiente tubo
0.5 ml, continuar en esta forma hasta el tubo

No. 10 del cual se descartan 0.5 ml.

- Adicionar dos gotas de eritrocitos propios del
suero en estudio, lavados tres veces con solu-

cién salina y suspendidos al 2 %.
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- Estudiar en forma similar y simultdneamente una

sangre normal (suero y eritrocitos).

- Poner los tubos en un vaso de precipitados con
hielo y dentro idel refrigerador durante 24 ho-
ras.

- Hacer la lectura macroscopica agitando suavemen-
te cada uno de los tubos (sin centrifugar).

TECNICA No. 6 DETERMINACION DEL FACTOR D(Rho) EN TUBO
- Colocar una gota del suero anti-D(Rho) en tubo de

10 por 75 ml.

- Adicionar con un aplicador los eritrocitos en

estudio hasta una concentracidn del 5 %.

- Mezclar y centrifugar durante un minuto a 1200 rpm.
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Hacer la lectura macroscépica. Si hay aglutina-
cion los eritrocitos son D(Rho)-positivos.
Si no hay aglutinacidn incubar 30 minutos a 37°C.
Centrifugar durante 30 segundos a 1200 rpm y

leer, si hay aglutinacidn los eritrocitos son

D(Rho)-positivos.

TECNICA No. 7 DETERMINACION DEL FACTOR pY

Si el resultado es negativo en la técnica ante-
rior, lavar los eritrocitos tres veces con solu-
cién salina isotdnica, elimindndola bien en

el Gl1timo Tavado.

Adicionar dos gotas de suero anti-gamma globuli-

na humana (Coombs) al paquete celular.

Centrifugar durante 30 segundos a 1200 rpm.
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- Hacer la lectura macroscépica agitando suavemen-

te el tubo.

7.1 Interpretaciodn

Si es positiva la aglutinacién en el dltimo paso se
trata del factor Du, si no hay aglutinacidn los eri-

trocitos son negativos para el factor D(Rho).
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