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RESUMEN

Introducción: Las células rojas reactivas se emplean en 
bancos de sangre y servicios de transfusiones como control 
analítico ante un resultado negativo de la prueba de antig-
lobulina humana. Su uso no es universal en nuestro medio 
debido, fundamentalmente, a la disponibilidad insufi ciente 
de células comerciales y a la corta durabilidad de las células 
preparadas por el propio laboratorio. Objetivo: Desarrollar 
una metodología, tomando como base los métodos tradi-
cionales, para la preparación de células rojas reactivas. 
Material y métodos: Se utilizaron eritrocitos O de fenotipo 
conocido proveniente de un donante regular de células y 
plasma hiperinmune anti D con título de anticuerpos 1/32 
de un dador habitual de plasma por aféresis productiva. 
Se preparó suspensión de eritrocitos lavados débilmente, 
sensibilizados siguiendo procedimientos establecidos, 
utilizando solución SAGM como conservante. Se evalua-
ron parámetros físico-químicos e inmunohematológicos 
del producto inmediatamente después de elaborado y 
semanalmente para conocer su estabilidad. Resultados: 
Las células rojas preparadas mostraron ser funcionalmente 
adecuadas para su uso in vitro como control de calidad 
en la prueba de Coombs, con una estabilidad hasta los 30 
días de conservación. Se considera que el método resulta 
adecuado para los propósitos iniciales ya que proporciona 
células controles sin necesidad de tratamiento previo ni 
de recurrir frecuentemente al donante, siendo sencilla y 
económica su elaboración.

ABSTRACT

Introduction: Reagent red cells are used in blood banks 
and transfusion services as analytical control before a 
negative result of the human antiglobulin test. Their use 
is not universal due, fundamentally, to the insuffi cient 
availability of commercial cells and the short life span of 
the cells prepared by the laboratory. Objective: To develop 
a methodology for the preparation of checks cells based 
on traditional methods. Material and methods: We used 
erythrocytres O of a known phenotype from a regular cell 
donor and hyperimmune anti D plasma with antibody titer 
1/32 of a regula r plasma donor by apheresis production. 
A weakly washed erythrocyte suspension was prepared, 
sensitized following established procedures, using SAGM 
solution as preservative. Physicochemical and immunohe-
matologic parameters were evaluated immediately after the 
preparation and weekly to record their stability. Results: 
The check cells prepared proved to be functionally suitable 
for their use in vitro as quality control in the Coombs test, 
with a 30-day life span. The method is appropriate for the 
initial purposes as it provides check cells without the need 
of prior treatment, or frequent recourse to the donor, its 
preparation being simple and economical.
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INTRODUCCIÓN

Los métodos usualmente empleados en 
el laboratorio de inmunohematología 

evidencian la reacción entre un anticuerpo 
y su antígeno correspondiente a través de la 
aglutinación con el empleo de reactivos que 
pueden agruparse en cuatro grupos básicos: 
células rojas reactivas, antisueros que contienen 
anticuerpos dirigidos a antígenos específicos, 
suero de antiglobulina humana (AGH) –que 
detectan inmunoglobulinas y/o complemento– 

y potenciadores –que mejoran la detección de 
anticuerpos–.1,2

Dentro del primer grupo, las células rojas 
reactivas son utilizadas ampliamente con dife-
rentes propósitos: corroborar grupo sanguíneo 
celular mediante la determinación del grupo 
sanguíneo serológico del sistema ABO, detec-
tar e identificar anticuerpos atípicos diferentes 
a los del sistema ABO (células de pesquisa y 
de panel celular), para el control de calidad de 
reactivos y ensayos de laboratorio utilizados 
de manera rutinaria en los bancos de sangre 
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proveniente de un donante regular de célu-
las. El plasma hiperinmune anti D con título 
de anticuerpos 1/32 se obtuvo de un dador 
habitual de plasma por aféresis productiva; 
ambos, negativos a pruebas virológicas esta-
blecidas.5

Se procedió de la siguiente manera:

1. Se preparó un concentrado de eritrocitos 
lavados (CEL) a partir de una unidad de 
sangre total siguiendo procedimientos 
establecidos,5 separándose al final en dos 
unidades de 100 mL cada una. 

2. Se adicionó gentilmente el doble de volu-
men de plasma anti D a cada bolsa de CEL, 
se incubaron en baño María a 37 oC por 
espacio de una hora.

3. Se lavaron seis veces en solución salina a 
0.9% y se preparó una suspensión de he-
matíes entre 3 y 5% en solución SAGM.

4. Se almacenó en las propias bolsas plásticas 
a 4 oC, tomándose muestras para la evalua-
ción inicial y periódica de la calidad.

Control de calidad: Inmediatamente 
después de preparada la suspensión globular 
y semanalmente, se evaluaron parámetros 
físico-químicos e inmunohematológicos regla-
mentados.6 Los parámetros físico-químicos se 
determinaron utilizando la solución sobrena-
dante de las células preparadas e incluyeron 
determinación de pH, concentración de po-
tasio y prueba de hemólisis. Se utilizó para las 
dos primeras pruebas el analizador para gases 
sanguíneos Cobas 121 Roche Diagnostics, 
mientras que el grado de hemólisis se deter-
minó por inspección visual.

Grado de hemólisis:3

Grado I - Halo de 5 mm por encima de la 
capa de hematíes.

Grado II - Halo de 5 a 10 mm por encima 
de la capa de hematíes.

Grado III - Hemólisis total del sobrenadante.

Los exámenes inmunohematológicos persi-
guieron determinar el grado de sensibilización 
de los hematíes a través del puntaje obtenido 
en la aglutinación de la prueba de Coombs 

y servicios de transfusiones, como la prueba 
de Coombs.3

Las células para el control de Coombs (CC) 
son células rojas humanas del grupo O Rh po-
sitivo recubiertas con anticuerpos de la clase 
IgG anti D. Se añaden a cualquier resultado de 
prueba antiglobulina humana negativa, se cen-
trifuga y luego se comprueba la aglutinación. 
El resultado debe ser positivo después de la 
adición de las células control de Coombs. Estas 
células «check» permiten asegurarse de que el 
procedimiento se ha realizado correctamente. 
Si las células control de Coombs no hacen 
la reacción positiva, la prueba no es válida. 
Dentro de las posibles causas de este resultado 
podrían citarse el no haber añadido el suero 
AHG a los tubos, el lavado inadecuado de las 
células o el deterioro del reactivo de AHG, 
entre otras.3 Es por ello que la utilización de 
estas células en las pruebas de laboratorio que 
empleen el suero de Coombs como reactivo 
principal son requeridas en los estándares para 
bancos de sangre y servicios de transfusiones de 
la Asociación Americana de Bancos de Sangre 
(AABB), por constituir un sistema de control 
analítico ante un resultado negativo de la prue-
ba de antiglobulina humana. A pesar de ello, 
su empleo no es universal en nuestro medio 
debido, fundamentalmente, a la disponibilidad 
insuficiente de células comerciales y a la corta 
durabilidad (máximo 24 horas) de las células 
preparadas por el propio laboratorio.1-4

Este trabajo describe una metodología para 
la preparación de células rojas reactivas útil en 
el control de la prueba de Coombs, desarrolla-
da a partir de los métodos tradicionales en el 
Laboratorio de Inmunohematología del Banco 
de Sangre Provincial de Cienfuegos.

MATERIAL Y MÉTODOS

Se trata de un estudio descriptivo–prospectivo 
realizado en el Laboratorio de Inmunohe-
matología del Banco de Sangre Provincial de 
Cienfuegos durante los meses marzo a mayo 
de 2013.

Técnicas

Preparación de células reactivas. Se utilizaron 
eritrocitos O de fenotipo conocido (cc D Ee K-) 
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directa y la funcionabilidad de éstas al ser añadidas en la 
etapa final de la técnica de determinación de anticuerpos 
irregulares, además de la presencia de autoaglutinación. 
Para todos los casos, se utilizó antiglobulina humana 
poliespecífica (anti IgG y anti C3d) de Centis Diagnós-
ticos, La Habana, Cuba, siguiendo los procedimientos 
establecidos.5

Lectura aglutinación:7

4 + Aglutinación total en un solo cúmulo grande en 
un fondo claro.

3 + Dos o tres aglutinados grandes en un fondo claro.
2 + Aglutinados pequeños, de igual tamaño, en un 

fondo rojo.
1+ Aglutinados muy pequeños, pero definidos, en 

un fondo rojo.
± Pequeños aglutinados no definidos, que pueden 

resultar dudosos. Para los propósitos del estudio, se con-
sidera negativo.

0 Ausencia de aglutinación.

RESULTADOS

Las células rojas preparadas quedaron débilmente sensibi-
lizadas con IgG al revelar, mediante la prueba de Coombs 
directa, un grado de aglutinación 3+/2+ sin presentar au-
toaglutinación, indicando ser funcionalmente adecuadas 
para su uso in vitro como control de la prueba de Coombs. 
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Figura 1. Efecto de la conservación de células sobre parámetros físico-químicos e inmunohematológicos.

Físico-químicos Inmunohematológicos

Días Hemólisis pH
K+ 

mol/l 
Autoaglutina-

ción
Coombs 
directo 

0 Negativa 7.5 0.63 Negativa 3+
5 Negativa 7.4 0.64 Negativa 3+

10 Negativa 7.4 0.68 Negativa 3+
15 Negativa 7.2 0.70 Negativa 3+
20 Negativa 7.0 0.74 Negativa 2+
25 Negativa 7.0 0.76 Negativa 2+
30 Negativa 6.5 0.82 Negativa 2+
35 Negativa 6.0 0.85 Negativa 2+/1+
40 I 5.8 0.89 Negativa 1+
45 II 5.5 1.50 Negativa 1+

Éstas mostraron ser estables hasta los 30 días de con-
servación, según los resultados expuestos en la figura 1.

La variación del pH manifiesta los cambios que 
ocurren en la composición del medio; en este caso, se 
observó que el pH inicialmente se mantuvo alrededor 
de cifras fisiológicas, descendiendo sus valores a partir 
de los 30 días de almacenamiento. La concentración de 
iones K+ en la solución sobrenadante mostró un gradual 
ascenso hasta duplicar la cifra inicial. La prueba de he-
mólisis resultó negativa hasta el día 35; posteriormente, 
expresó un grado de hemólisis de I y II. Por otra parte, la 
suspensión celular no presentó autoaglutinación durante 
todo el tiempo del estudio y demostró estar debidamente 
sensibilizada hasta el día 40, en que comenzó a expresar 
grado de aglutinación por debajo de 2+.

Los resultados de la utilización de las células como 
control de calidad en la determinación de anticuerpos 
irregulares (prueba de funcionabilidad) se reflejan en la 
figura 2; en todos los casos, mostró un grado de agluti-
nación entre 3+ y 2+, comenzando a declinar a partir 
de los 30 días de conservación.

DISCUSIÓN

Al diseñar la metodología de preparación de estas células, 
se tuvo en cuenta que la unión del complejo antígeno 
anticuerpo es una reacción reversible regida por la ley de 
acción de masas; su constante de equilibrio es afectada 
por las concentraciones de antígeno y anticuerpo y por 
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Figura 2. Ensayo funcional con la determinación de anticuerpos irregulares en donantes de sangre.

días para uso en hemoterapia. En contraste, las células 
preparadas mostraron ser estables hasta los 30 días. Se 
debe tener en consideración que las células conservadas 
para uso clínico difieren en concentración, volumen y 
metodología de elaboración y conservación a las aquí 
preparadas con fines diagnóstico.10

Aunque las soluciones preservadora-anticoagulante 
contribuyen a la estabilización metabólica de las células 
sanguíneas almacenadas, ellas prosiguen su actividad 
metabólica, consumen nutrientes y agotan las fuentes 
energéticas intracelulares (B). El descenso del pH cons-
tatado en el estudio podría favorecer la disociación del 
anticuerpo IgG anti D fijado al hematíe por modifica-
ción de su constante de equilibrio, disminuyendo la 
potencia de aglutinación observada, así como cierto 
grado de hemólisis observado a partir del día 35 de 
conservación.7-10

A pesar de esto, se considera que el método resulta 
adecuado para la conservación de células rojas reactivas 
en medio líquido para uso diagnóstico, ya que permite la 
utilización de éstas sin necesidad de tratamiento previo, 
sino que se encuentran «listas para usar»; no es necesario 
recurrir frecuentemente al donante, se pueden reutilizar 
y el método de preparación es sencillo y económico.
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