Capitulo 5
Preparacion de reactivos de laboratorio

Los principales reactivos que necesita un servicio de transfusién de
sangre son los utilizados en la determinacién normal de los grupos
sanguineos y la compatibilidad (cruce de la sangre), asi como en las
pruebas de deteccion de anticuerpos. El precio comercial de esos
reactivos es alto y hay paises donde la escasa disponibilidad de
divisas dificulta su importacion.

Uno de los objetivos del servicio de transfusidn sera preparar la
mayor cantidad posible de reactivos a nivel nacional o regional,
segin la estructura organica del servicio (véase el capitulo 1) y
suministrarlos a sus propios bancos de sangre y a otros usuarios del
pais. Deben tomarse las disposiciones oportunas para recuperar los
gastos de produccidn.

Cuando el material basico para la preparacién de los reactivos sea
de origen humano es preciso que esté exento de agentes infecciosos,
como el virus de la hepatitis B y el de la inmunodeficiencia humana.
Por consiguiente, es preciso seleccionar a los donantes (véase lo que
sigue) antes de proceder a las pruebas seroldgicas para determinar si
su plasma o suero son adecuados para la preparaciéon de reactivos.
El producto final se someterd a pruebas determinativas de la
especificidad, la eficacia, la inexistencia de anticuerpos anémalos y
la presencia de crioaglutininas o las propiedades de coagulacion.

Los reactivos para clasificacion de la sangre se pueden preparar a
partir de plasma o suero humano. La preparacién con suero es mds
facil pero, en cambio, el uso de plasma evita la pérdida de
concentrado de eritrocitos transfundible a un paciente 0 —en la
plasmaféresis— retornable al donante. La plasmaféresis tiene la
ventaja suplementaria de que se puede tomar plasma del mismo
donante con mds frecuencia de lo que seria el caso si se le extrajese
sangre entera.

Algunos reactivos para la clasificacion de la sangre se pueden
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también preparar econdmicamente a partir de material no humano
o no inmune, por ejemplo semillas o animales. El reactivo de origen
vegetal mas utilizado es el anti-A,, que se obtiene de la semilla de
Dolichos biflorus. El anti-A de la gldndula productora de albumina
de los moluscos Helix pomatia y H. aspersa es un ejemplo de
reactivo de origen animal. Los reactivos preparados a partir de
material no inmune se denominan lectinas.

REACTIVOS PARA LA DETERMINACION DE LOS GRUPOS
SANGUINEOS ABO'

Los reactivos anti-A, anti-B y anti-A,B se pueden preparar a partir
de: plasma humano «natural» de alta titulacién; plasma de donantes
artificialmente inmunizados; y animales (anti-A solamente)

o hibridomas de ratén (preparacién de reactivos monoclonales
mediante cultivo in vitro de hibridomas de ratén que segregan IgM).
Solo uno de los tres reactivos es obtenible de animales y ha de
tenerse en cuenta que no siempre se dispone del equipo ni de los
conocimientos técnicos necesarios para la preparacion de reactivos
monoclonales. En consecuencia, la mayoria de los servictos de
transfusion habran de preparar los reactivos a partir de plasma de
donantes artificialmente inmunizados o sin inmunizar.

Los reactivos preparados a partir de plasma de donantes
artificialmente inmunizados son superiores a los obtenidos de
plasma «natural» porque su titulacién suele ser bastante mas alta y
tienen mayor reactividad. Ademads. como son reactivos inmunes
tienen una escala de tolerancia térmica mas amplia que los reactivos
provenientes de plasma «natural». Estos tltimos suelen ser
crioaglutininas capaces de reaccionar a temperaturas ambiente
inferiores: esta propiedad las puede hacer inadecuadas para uso
en laboratorios donde. debido a las condiciones climaticas o a la
calefaccion artificial. la temperatura es relativamente alta. Sin
embargo, en algunos paises, los reactivos obtenidos con plasma
de personas que no han sido artificialmente inmunizadas son
satisfactorios, por lo que antes de empezar el programa de
inmunizacién vale la pena evaluar las titulaciones de la poblacién
local de donantes.

' Para mas detalles véase
MoORE. B P L | Serological and tmmunological methods. 8* ed. Toronto Sociedad
Canadiense de fa Cruz Roja. 1980,
Qualiy conirol in blood transfusion services Estrasburgo. Consejo de Europa, 1986
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Seleccion de voluntarios para inmunizacion y plasmaféresis

El material bdsico se puede obtener por plasmaféresis de hombres o
de mujeres tras la menopausia. A las mujeres en edad fecunda no se
las incluye debido al mayor riesgo de enfermedad hemolitica ABO
del recién nacido. Son aplicables los criterios de seleccidn
enunciados en el capitulo 3 (paginas 30-36), excepto las condiciones
para reducir el riesgo de transmisién del paludismo, que no son
pertinentes.

Inmunizacion y plasmaféresis

Es preciso obtener el consentimiento informado del donante y la
aprobacién de las autoridades sanitarias nacionales de las que
depende el servicio de transfusién de sangre. Las razones de esos
requisitos son a la vez éticas y juridicas, pese a que las reacciones
al procedimiento son raras.

La inmunizacién se efectda por inyeccién intramuscular de
sustancias con especificidad de grupo sanguineo A, B o AB
(dependiendo del grupo a que pertenezca el donante), que pueden
ser de origen humano o animal. Las sustancias de origen animal
pueden obtenerse comercialmente, mientras que las de origen
humano se pueden preparar a partir de la saliva de los sujetos. Se
administra una inyeccién inicial y sélo estd indicada otra de refuerzo
cuando disminuyen los niveles de anticuerpos, ya que las
inyecciones repetidas pueden causar reacciones anafildcticas.
Aunque las reacciones adversas se dan mas a menudo con las
preparaciones de origen animal que con las de origen humano,
la respuesta inmune a las primeras es superior a la de las segundas.
Si hay que usar material de origen humano habra que someter a los
donantes a pruebas determinativas del antigeno superficial de la
hepatitis B (AgsHB), los anticuerpos anti-VIH y anti-VHC. el
anticuerpo contra el antigeno del nicleo de la hepatitis B
(anti-cHB) v la aminotransferasa de alanina. El material obtenido
se congela durante seis meses como minimo; sélo se utilizara si
todas las pruebas iniciales y una segunda prueba anti-VIH con otra
muestra tomada al final de ese periodo son negativas.

La primera plasmaféresis se debe realizar a las 2—3 semanas de la
inmunizacion, cuando la respuesta de anticuerpos suele ser maxima.
El intervalo entre las ulteriores donaciones de plasma. el volumen
maximo que se puede extraer en cada donacion y el total de
donaciones al aifio se ajustardn a lo que dispongan las normas o
reglamentos nacionales de sangre o, en los paises donde éstos no
existan, a lo que decida el director del servicio de transfusion.
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El método preferido para la toma de plasma de donantes es la
aféresis. Sin embargo, cuando el elevado costo del equipo
desechable y del equipo bésico resulte excesivo, puede usarse un
método manual; las dobles bolsas dc sangre que se necesitan no
representan gasto adicional, pero ¢l método es mas tedioso para el
donante y para el personal de transfusion.

Cada donacion de plasma inmune se analizara para determinar
los niveles de anticuerpos, las crioaglutininas, los anticuerpos
anomalos v las propiedades de coagulacion. Las unidades de
plasma que no se ajusten a las especificaciones previstas (véase el
capitulo 8, pdginas 112-116) se desechardn. Las unidades de plasma
seleccionadas por grupos se mezclaran en lotes (unos 2,5 litros por
lote) y seran desfibrinadas utilizando trombina de bovinos
(2000—3000 unidades NIH por litro de plasma) o cloruro de calcio
(1,3 gAitro de plasma). El método de la trombina es mas seguro
y rdpido pero, cuando los fondos son limitados, es aceptable el uso
del cloruro de calcio.

La descalcificacién es necesaria solo si se utilizd cloruro para
desfibrinacion. Los métodos disponibles son: incorporacion de
oxalato sédico (2 g/litro de suero); uso de resina de intercambio
cationico; y didlisis mediante membrana tubular con el suero
inmerso en una solucién de cloruro sédico (9 g/litro). El método del
oxalato sédico es el preferido para los paises en desarrollo, debido a
su bajo costo y su sencillez. El de dialisis es complicado y largo, y el
de resina de intercambio catidnico resulta oneroso. Sin embargo,
cuando se utiliza el método del oxalato el reactivo se enturbia tras
un aimacenamiento prolongado. Para evitarlo se puede guardar el
reactivo a granel y volver a filtrarlo justo antes de su distribucion.

Se inactiva el complemento, se incorpora azida sddica y se afladen
colorantes para que los sueros anti-A y anti-B tengan el color que sc
les ha fijado. Se determina la potencia del producto final (titulacion
y reactividad) con muestras de referencia de reactivo, utilizando
las células de prueba recomendadas, as{ como la presencia de
anticuerpos extrafios, utilizando preparados de eritrocitos para
andlisis, de origen comercial o de laboratorio (véase el capitulo 8,
pagina 123). La reactividad se aumenta incorporando cloruro
sodico, cuando es necesario.

El reactivo sc clarifica y esteriliza por filtracién a través de una
membrana adecuada. Los lotes se envasan en frascos estériles de
500 ml que se congelan una vez rotulados (véasc lo que sigue);
llegado el momento, los lotes se descongelan y se distribuyen en
frascos estériles incoloros de 5 6 10 ml. También se pueden
distribuir en pequefias ampollas en ¢l momento de la preparacion y
almacenarlas congeladas o a 2—8 °C (véase mas adelante).
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El almacenamiento a granel es preferible cuando se ha utilizado
cloruro de calcio para desfibrinacién, porque la turbidez se elimina
mediante nuevo filtrado antes de repartir los lotes en pequeiias
ampollas. El reparto inmediato es preferible cuando se usa
trombina, y entonces no hace falta volver a filtrar.

Los niveles de anticuerpos se conservan durante por lo menos
24 meses cuando el reactivo se almacena a —20 °C o menos y
durante 12 meses cuando se almacena a 2—8 °C. En las ampollas se
deben anotar las correspondientes fechas de caducidad.

Preparacion de suero anti-A de moiuscos

El suero anti-A puede prepararse a partir de la glandula de
albtimina de los moluscos Helix pomatia y Helix aspersa; el primero
proporciona reactivo més potente. Como el material anti-A
obtenido de moluscos tiene una titulacion muy alta, con un solo
molusco pueden obtenerse hasta 2,5 litros de reactivo potente. Por
causas desconocidas, la reaccidon de esa sustancia con las células
A,B es bastante mas débil que con otras células de pruebas (A, A,
vy A ,B); afortunadamente, la reactividad de las células A,B es facil
de mejorar mediante incorporacién de una enzima cuando se diluye
el reactivo. Como éste es un método econémico de preparar suero
anti-A, resulta apropiado para los paises donde existen las
precitadas especies de molusco.

Reactivo anti-A,

El reactivo anti-A | es necesario para la distincidn sistemaética entre
las células A, y las A, pero tiene un precio comercial elevado. Se
puede preparar mediante absorcion del elemento anti-A del suero
de un donante del grupo B (que tiene anti-A + anti-A,) usando
células A,. Esto deja sélo anti-A, que se denomina «anti-A
(anti-A,) absorbido».

La lectina anti-A, se puede obtener a partir de semillas de
Dolichos biflorus, una planta de paises tropicales y subtropicales;
tanto las semillas como las plantas son baratas. El reactivo
preparado a partir de la semilla es potente y estable. Las semillas
maceradas en agua se trituran en un mortero o batidor y el reactivo
se extrae usando cloruro sédico, con centrifugacién y precipitacion
prolongada en frio (4 °C durante 3 meses). También se puede usar
0,31 mol/litro (23 g/litro) de glicina y 0,31 mol/litro (18 g/litro) de
cloruro sédico. En este caso el extracto filtrado se vuelve a diluir
con la misma solucién de glicina, si ello es necesario. Luego se
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procede a calentamiento a 56 °C durante 30 min., congelado
durante la noche, descongelado y precipitacion en frio a 4 °C
durante 3 semanas.

La reactividad con células A,, que se produce con diluciones mas
altas del extracto obtenido por cualquiera de esos dos métodos, se
puede remediar mediante nueva dilucién del extracto o por
absorcion con células A,.

SUERO ANTI-D

El suero anti-D se puede obtener del plasma de mujeres donantes
rhesus-negativas que hayan sido inmunizadas después de un
embarazo con un feto Rh-positivo o después de una transfusion de
sangre Rh-positiva. Ese es el método 6ptimo y el més sencillo
cuando se tienen donantes en esas condiciones. A veces, a las
donantes se las reestimula intencionadamente porque la
concentracion de anticuerpos estad por debajo de los niveles
aceptables; ese es el segundo de los mejores métodos porque la
inmunizacion ya se ha producido y sélo hacen falta inyecciones de
refuerzo.

La inmunizacidn intencionada de donantes Rh-negativos con el
fin especifico de producir el reactivo es un tercer método, seguido
con mas frecuencia por los fabricantes comerciales y también a
veces por los servicios de transfusion de sangre. Este entrafia para
el servicio de transfusién una obligacién moral més patente de
asegurar la disponibilidad de sangre compatible Rh-negativa, si el
donante necesita una transfusion.

Hay un cuarto método, la produccién de anti-D monoclonal, pero
resulta inasequible para la mayoria de los servicios de transfusion.

Los criterios a seguir en Ia seleccion de voluntarios para
Inmunizacién primaria, o para reestimulacién si ya estdn
inmunizados, son los ya descritos para la produccién de reactivos
ABO. Es preciso obtener el consentimiento informado del donante
y la aprobacion de la autoridad sanitaria nacional competente. En
contraste con la preparacion de reactivos ABO, en la que se usan
para inmunizacion sustancias purificadas (generalmente de origen
animal), el reactivo anti-D se prepara mediante inmunizacién con
eritrocitos humanos lavados. Por ello, es esencial que los eritrocitos
procedan de un sujeto exento de enfermedades transmisibles por la
sangre. Se empieza por evaluar al donante de eritrocitos a partir de
su historia clinica y de los resultados del examen fisico;
seguidamente se procede al andlisis riguroso de muestras de su
sangre para determinar la presencia de AgsHB, anticuerpos anti-
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VHC y anti-cHB, aminotransferasa de alanina, anticuerpos anti-
VIH y parésitos del paludismo. Los eritrocitos se mantienen
congeliados (en glicerol) durante seis meses y luego los glébulos
lavados se utilizan para inmunizacion sélo si todas las pruebas
iniciales, incluso la del VIH, repetidas en el donante al terminar el
periodo resultan negativas. Los eritrocitos escogidos para
inmunizacién deben ser del genotipo mas cercano posible al de la
persona que vaya a ser inmunizada, excepto en lo que se refiere al
antigeno D. Eso reduce el riesgo de formacion de anticuerpos Rh
distintos del anti-D que contaminarian el producto final. Por
ejemplo, si el futuro donante de plasma (es decir, la persona que
va a ser inmunizada) tiene un genotipo dce/dce, las células para
inmunizacion deben ser del genotipo Dce/Dce o Dce/dce y ademas
tendrdan compatibilidad ABO con el donante de plasma. Es
conveniente emplear eritrocitos del mismo sujeto para inyecciones
sucesivas al mismo donante de plasma.

ANTIGLOBULINA HUMANA

La antiglobulina humana sélo se puede preparar en un laboratorio
de referencia que tenga personal especializado e instalaciones de
bioterio. Aunque se han utilizado varios tipos de animales (ovejas,
cabras, caballos y pollos) para producir el reactivo, el de uso mas
frecuente es el de conejo.

La mayoria de los alo-anticuerpos de eritrocitos son IgG y no
requieren complemento para reaccion. Por ello, el factor anti-lgG
es un componente esencial del reactivo de antiglobulina humana.
También es necesaria la presencia en el reactivo de anticuerpos
anticomplemento porque algunos anticuerpos (por ejemplo los
especificamente anti-Kell y anti-Kidd) son detectados s6lo por los
anticomplemento y no por las técnicas normales anti-IgG empleadas
en la mayoria de los laboratorios. Una ventaja mds de incluir
anticuerpos anticomplemento en el reactivo de antiglobulina
humana es que algunas variedades como los anti-Jk®, que tienen
poca reactividad cuando se los analiza por separado con reactivos
anti-IgG o anticomplemento, producen fuertes reacciones cuando
los dos reactivos se usan en combinacién. Los anticuerpos
anticomplemento recomendados para inclusién en el reactivo de
antiglobulina humana son los anti-C3c¢ y anti-C3d, o anti-C3c vy anti-
C3g, porque esas combinaciones refuerzan la reaccién. El anti-C3g
es superior al anti-C3d para uso con anti-C3c porque produce
menos reacciones falsamente positivas; ahora bien, de momento
sOlo se puede obtener como anticuerpo monoclonal y sélo se
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ha llegado a preparar un reactivo potente. Aunque también existe
un problema de falsas reacciones positivas con anticuerpos
monoclonales anti-C3d, anti-C3g, e incluso con anti-C3c, existe uno
monoclonal anti-C3d, el BRIC-8, que proporciona un reactivo
satisfactorio cuando va combinado con anti-IgG policlonal sin
anti-C3c.

El suero anti-IgG es relativamente facil de preparar, mientras que
los anti-C3c y anti-C3d son mas dificiles y llevan mds tiempo. La
solucién 6ptima en muchos casos es preparar el anti-IgG y comprar
una pequeila cantidad de anti-C3d (por ejemplo, BRIC-8, que sélo
se tiene que diluir al 1:320 para lograr el reactivo de antiglobulina
humana).

PANELES DE ERITROCITOS
(véase también el capitulo 6, pagina 85)

En los paises se pueden preparar dos paneles de eritrocitos (para
deteccién y para identificacidn de anticuerpos) que se facilitardn a
los bancos de sangre del servicio nacional de transfusién. También
se puede distribuir el panel para deteccién y enviar al centro
nacional muestras positivas para la identificacion.

Habra que reunir alrededor de 20 6 mds muestras de sangre del
grupo O para conseguir un perfil de antigenos que permita detectar
e identificar la mayoria de los anticuerpos que se encuentran
comunmente en una poblacién. Deben incluirse como minimo los
antigenos de los siguientes sistemas de grupo sanguineo:

Sistema de grupo sanguineo Antigenos
Rhesus D,C E ce
Kell Kk

Duffy Fy?, Fy®
Kidd Jk?, LkP

Xg (segun sexo) Xg*

Lewis Le® Le®
MNS M,N, S, s
P P,

Si se dispone de reactivos eficaces y de personal experto la labor
se debe hacer en un laboratorio de referencia del pais de que se
trate. Cuando eso no es posible, el panel se puede enviar a un
laboratorio extranjero donde existan esos medios.

Las células escogidas para el panel de deteccion (generalmente
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dos muestras) deben abarcar todos los antigenos de los ocho
sistemas de grupo sanguineo mencionados. El panel de
identificacién (generalmente diez muestras) también se debe
escoger de manera que el perfil permita identificar los anticuerpos
correspondientes a todos esos antigenos. Las muestras de sangre
para los paneles se pueden tomar de personal del banco de sangre
por grupos sanguineos o de donantes a intervalos regulares de
3—4 semanas, o de unidades de sangre donada, debidamente
clasificada y congelada, en las porciones necesarias para el ndmero
de paneles de deteccién ¢ identificacidn, que también se preparardn
a intervalos de 3—4 semanas. Los eritrocitos, congelados a —20 °C
o temperatura inferior en glicerol, se descongelan cuando es
necesario y a continuacion se dializan en solucion salina tampon.
Los paneles de eritrocitos preparados por el servicio de
transfusion de sangre se pueden utilizar para los trabajos normales
de laboratorio. Los paneles comerciales, que son caros, se deben
Ieservar para casos €n que se necesita un espectro mdas amplio de
antigenos que quiza no existan en ¢l panel del laboratorio.

REACTIVOS NO INMUNOHEMATOLOGICOS UTILIZADOS
EN LA SEROLOGIA DE GRUPOS SANGUINEQOS

Solucidn isotonica (0,154 mol/litro; 9 g/litro)

Para preparar una solucion isoténica se pesan exactamente 180 g de
cloruro sédico (NaCl) y se disuelven en 20 litros de agua destilada
(si la cantidad que se necesita es menor se pueden utilizar 90 g de
NaCl y 10 litros de agua destilada). Se mezcla bien la solucién con
una paleta y se reparte en recipientes de 1 6 2 litros.

Si la concentracién no es correcta se producird la lisis de los
eritrocitos. El pH debe ser de entre 5,5 v 8,0; ¢n caso de que sea
inferior a 5,3, durante el lavado para la prueba de antiglobulina se
producira la elucién de anticuerpos de los eritrocitos, con lo que los
resultados serdn falsamente negativos.

Solucidn salina con tampén fosfato

Se pesan exactamente las cantidades indicadas de los siguientes
compuestos quimicos:

K,HPO,-3H.O 1370 g
KH,PO, 40,8 g
NaN, 20¢
NaCl 126,0 g
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Se disuelve cada compuesto quimico en el orden indicado (1 de cada
vez) en 10 litros de agua destilada. Seguidamente se completa el
agua hasta 20 litros.

El pH debe ser de entre 7,09 y 7,14. Hay muchos que prefieren
utilizar la solucién con tampén fosfato en vez de la isoténica en las
suspensiones de eritrocitos para uso en el lapso de 12—24 horas y
para almacenamiento a 4 °C. Ademads, la primera retrasa la lenta
hemdlisis observada en los eritrocitos.

Solucion hipoténica (0,03 mol/litro)

Para preparar un litro de solucién hipoténica hay que disolver
primero 18 g de glicina en 500 ml de agua destilada. El pH se ajusta
a 6,7 anadiendo gota a gota una solucién de hidréxido de sodio de
1,0 moV/litro; seguidamente se incorporan 20 ml de tampdn fosfato
(0,15 mol/litro, pH 6,7). El tampdn se prepara afiadiendo 0,15
mol/litro de fosfato monosédico (NaH,PO,-2H.O) a 25 m! de 0,15
mol/litro de fostato disédico (Na,HPO,) hasta conseguir un pH de
6,7. Se incorporan 1,79 g de cloruro sédico disuelto en 100 ml de
agua destilada a la solucién, que se completa hasta 1 litro con agua
destilada, se mezcla bien y se reparte en lotes de 100-ml. Para evitar
la proliferacién bacteriana se pasa por filtro estéril y se almacena
a4 °C ose congelaa —20°C.

La solucion hipotodnica se utiliza mucho en la serologia de grupos
sanguineos porque aumenta en un factor de 2 a 4 la velocidad de
deteccion de anticuerpos de diferente especificidad, por
comparacién con la solucién isotdnica.

CONCLUSIONES

Al planificar un servicio de transfusién de sangre es importante
prever también la preparacidn de la mayor cantidad posible de
reactivos esenciales inmunohematoldgicos y de otra indole, asi
como la disponibilidad de personal capacitado. Los reactivos se
deben preparar en pequeiia escala, inicialmente a nivel central;
luego se puede ampliar la produccion para atender las necesidades
de los centros regionales a medida que se desarroila el servicio. De
esa forma no s6lo se garantizard la disponibilidad de los reactivos,
SINO que se evitardn gastos en moneda extranjera.
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