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RESUMEN

Introduccion: Las células rojas reactivas se emplean en
bancos de sangre y servicios de transfusiones como control
analitico ante un resultado negativo de la prueba de antig-
lobulina humana. Su uso no es universal en nuestro medio
debido, fundamentalmente, a la disponibilidad insuficiente
de células comerciales y a la corta durabilidad de las células
preparadas por el propio laboratorio. Objetivo: Desarrollar
una metodologia, tomando como base los métodos tradi-
cionales, para la preparacion 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 titulo de anticuerpos 1/32
de un dador habitual de plasma por aféresis productiva.
Se prepard suspension de eritrocitos lavados débilmente,
sensibilizados siguiendo procedimientos establecidos,
utilizando solucién SAGM como conservante. Se evalua-
ron parametros fisico-quimicos e inmunohematol6gicos
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
dias de conservacion. Se considera que el método resulta
adecuado para los propositos iniciales ya que proporciona
células controles sin necesidad de tratamiento previo ni
de recurrir frecuentemente al donante, siendo sencilla y
economica su elaboracion.

INTRODUCCION

Los métodos usualmente empleados en

el laboratorio de inmunohematologia

evidencian la reaccién entre un anticuerpo
y su antigeno correspondiente a través de la
aglutinacion con el empleo de reactivos que
pueden agruparse en cuatro grupos bdsicos:
células rojas reactivas, antisueros que contienen
anticuerpos dirigidos a antigenos especificos,
suero de antiglobulina humana (AGH) —que
detectan inmunoglobulinas y/o complemento—

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 insufficient
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 regular 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.

y potenciadores —que mejoran la deteccién de
anticuerpos—.""?

Dentro del primer grupo, las células rojas
reactivas son utilizadas ampliamente con dife-
rentes propositos: corroborar grupo sanguineo
celular mediante la determinacién del grupo
sanguineo serolégico del sistema ABO, detec-
tar e identificar anticuerpos atipicos 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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y servicios de transfusiones, como la prueba
de Coombs.?

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 anaden a cualquier resultado de
prueba antiglobulina humana negativa, se cen-
trifuga y luego se comprueba la aglutinacion.
El resultado debe ser positivo después de la
adicién 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 reaccion positiva, la prueba no es valida.
Dentro de las posibles causas de este resultado
podrian citarse el no haber anadido el suero
AHG a los tubos, el lavado inadecuado de las
células o el deterioro del reactivo de AHG,
entre otras.? Es por ello que la utilizacién de
estas células en las pruebas de laboratorio que
empleen el suero de Coombs como reactivo
principal son requeridas en los estandares para
bancos de sangre y servicios de transfusiones de
la Asociacién Americana de Bancos de Sangre
(AABB), por constituir un sistema de control
analitico 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 (méximo 24 horas) de las células
preparadas por el propio laboratorio.”*

Este trabajo describe una metodologfa para
la preparacién de células rojas reactivas util en
el control de la prueba de Coombs, desarrolla-
da a partir de los métodos tradicionales en el
Laboratorio de Inmunohematologia del Banco
de Sangre Provincial de Cienfuegos.

MATERIAL Y METODOS

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

Técnicas

Preparacion de células reactivas. Se utilizaron
eritrocitos O de fenotipo conocido (cc D Ee K-)

proveniente de un donante regular de célu-
las. El plasma hiperinmune anti D con titulo
de anticuerpos 1/32 se obtuvo de un dador
habitual de plasma por aféresis productiva;
ambos, negativos a pruebas viroldgicas esta-
blecidas.”

Se procedié de la siguiente manera:

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

2. Se adicioné gentilmente el doble de volu-
men de plasma anti D a cada bolsa de CEL,
se incubaron en bafo Maria a 37 °C por
espacio de una hora.

3. Se lavaron seis veces en solucién salina a
0.9% y se prepard una suspension de he-
maties entre 3 y 5% en solucion SACM.

4. Se almacené en las propias bolsas plasticas
a4 °C, toméandose muestras para la evalua-
cién inicial y periédica de la calidad.

Control de calidad: Inmediatamente
después de preparada la suspensién globular
y semanalmente, se evaluaron parametros
fisico-quimicos e inmunohematoldgicos regla-
mentados.® Los pardmetros fisico-quimicos se
determinaron utilizando la solucién sobrena-
dante de las células preparadas e incluyeron
determinacién de pH, concentracién de po-
tasio y prueba de hemdlisis. Se utiliz6 para las
dos primeras pruebas el analizador para gases
sanguineos Cobas 121 Roche Diagnostics,
mientras que el grado de hemdlisis se deter-
mind por inspeccién visual.

Grado de hemélisis:?

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

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

Grado Ill - Hemdlisis total del sobrenadante.

Los exdmenes inmunohematoldgicos persi-
guieron determinar el grado de sensibilizacién
de los hematies a través del puntaje obtenido
en la aglutinacién de la prueba de Coombs
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directa y la funcionabilidad de éstas al ser anadidas en la
etapa final de la técnica de determinacion de anticuerpos
irregulares, ademas de la presencia de autoaglutinacion.
Para todos los casos, se utilizé antiglobulina humana
poliespecifica (anti IgG y anti C3d) de Centis Diagnos-
ticos, La Habana, Cuba, siguiendo los procedimientos
establecidos.”

Lectura aglutinacion:”

4 + Aglutinacién total en un solo cimulo grande en
un fondo claro.

3 + Dos o tres aglutinados grandes en un fondo claro.

2 + Aglutinados pequenos, de igual tamafo, en un
fondo rojo.

1+ Aglutinados muy pequenos, pero definidos, en
un fondo rojo.

+ Pequenos aglutinados no definidos, que pueden
resultar dudosos. Para los propésitos del estudio, se con-
sidera negativo.

0 Ausencia de aglutinacion.

RESULTADOS

Las células rojas preparadas quedaron débilmente sensibi-
lizadas con IgG al revelar, mediante la prueba de Coombs
directa, un grado de aglutinacién 3+/2+ sin presentar au-
toaglutinacién, indicando ser funcionalmente adecuadas
para su uso in vitro como control de la prueba de Coombs.

A " a a N N "
x L3 x A L3 L3 L3 L 3

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

—8— pH
—=— K+

—8— Grado de aglutinacién
—— Hemdlisis

Estas mostraron ser estables hasta los 30 dias de con-
servacion, segln los resultados expuestos en la figura 1.

La variacion del pH manifiesta los cambios que
ocurren en la composicién del medio; en este caso, se
observé que el pH inicialmente se mantuvo alrededor
de cifras fisiolégicas, descendiendo sus valores a partir
de los 30 dias de almacenamiento. La concentracién de
iones K+ en la solucion sobrenadante mostr6 un gradual
ascenso hasta duplicar la cifra inicial. La prueba de he-
molisis resulté negativa hasta el dia 35; posteriormente,
expresé un grado de hemdlisis de 1 y I1. Por otra parte, la
suspension celular no presenté autoaglutinacion durante
todo el tiempo del estudio y demostré estar debidamente
sensibilizada hasta el dia 40, en que comenzé a expresar
grado de aglutinacion por debajo de 2+.

Los resultados de la utilizacion de las células como
control de calidad en la determinacién de anticuerpos
irregulares (prueba de funcionabilidad) se reflejan en la
figura 2; en todos los casos, mostré un grado de agluti-
nacién entre 3+ y 2+, comenzando a declinar a partir
de los 30 dias de conservacién.

DISCUSION

Al disenar la metodologia de preparacién de estas células,
se tuvo en cuenta que la unién del complejo antigeno
anticuerpo es una reaccion reversible regida por la ley de
accion de masas; su constante de equilibrio es afectada
por las concentraciones de antigeno y anticuerpo y por

Fisico-quimicos Inmunohematoldgicos

K+  Autoaglutina-  Coombs
Dias Hemdlisis pH mol/l cion 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 58 0.89 Negativa 1+
45 Il 55 150 Negativa 1+

Figura 1. Efecto de la conservacion de células sobre parametros fisico-quimicos e inmunohematoldgicos.
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45 1

3.5 1

2.5 1

1.5 1

0.5 1

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
—=— Grado de aglutinacion

Dias NOmero de muestras  Aglutinacion en grado

0 20 3+
9 21 3+
10 23 2+
15 19 3+
20 27 2+
25 20 2+
30 13 2+/1+
35 20 1+
40 20 1+
45 21 1+

Figura 2. Ensayo funcional con la determinacion de anticuerpos irregulares en donantes de sangre.

condiciones fisicas como pH, temperatura, tiempo de
incubacion, etcétera.”-8

Para lograr el recubrimiento débil de los células, se
utilizé el doble volumen de plasma con potencia 1/32
con relaciéon a los eritrocitos, comprobdndose a través
del grado de aglutinacion de la prueba de Coombs di-
recta de 3+/2+, seglin recomiendan diferentes autores,
ademas de las ventajas econémicas de utilizar plasma
hiperinmune anti D en sustitucién del suero hemoclasi-
ficador anti D.37

La temperatura de incubacion de 37 °C facilita la
unién del anticuerpo IgG anti D con su antigeno co-
rrespondiente, debido al cardcter endotérmico de esa
reaccion. Ademas, el tiempo de incubacién durante una
hora garantiza que mas de 75% de los anticuerpos 1gG
anti D presentes en la muestra se fijen a las determinantes
antigénicas de los eritrocitos.”-

Por Gltimo, el empleo de seis lavados de la suspensién
de células después de ser recubiertas por el anticuerpo fue
necesario para descartar el plasmay evitar la formacién de
pequefios coagulos que pudieran confundirse con agluti-
naciones, ademas de prevenir reacciones falsas negativas
por la neutralizacién del suero de Coombs con algunos
anticuerpos y proteinas plasméticas que se encuentran
solubles en el plasma.? Por otra parte, las desventajas
tedricas que posee la utilizacién de plasma en relacion
con el suero en las determinaciones de anticuerpos irregu-
lares —debido a que los anticoagulantes podrian inhibir la
activacion del complemento- resultan también reducidas
con el empleo de la remocién por sucesivos lavados del
plasma sobrenadante.’

El tiempo de almacenamiento de hematies en solu-
cién preservadora-anticoagulante estd definido hasta 42

dias para uso en hemoterapia. En contraste, las células
preparadas mostraron ser estables hasta los 30 dfas. Se
debe tener en consideraciéon que las células conservadas
para uso clinico difieren en concentracién, volumen y
metodologia de elaboracién y conservacion a las aqui
preparadas con fines diagnéstico.™

Aunque las soluciones preservadora-anticoagulante
contribuyen a la estabilizacion metabélica de las células
sanguineas almacenadas, ellas prosiguen su actividad
metabdlica, consumen nutrientes y agotan las fuentes
energéticas intracelulares (B). El descenso del pH cons-
tatado en el estudio podria favorecer la disociacion del
anticuerpo 1gG anti D fijado al hematie por modifica-
cion de su constante de equilibrio, disminuyendo la
potencia de aglutinaciéon observada, asi como cierto
grado de hemodlisis observado a partir del dia 35 de
conservacion.”-10

A pesar de esto, se considera que el método resulta
adecuado para la conservacion de células rojas reactivas
en medio liquido para uso diagnéstico, ya que permite la
utilizacién 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 preparacion es sencillo y econémico.
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