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RESUMEN

Con el objetivo de elevar la calidad de los reactivos hemoclasificadores policlonales
ABO, se realiz6 una amplia revision bibliografica para implementar un proceder que
permitiera la manufactura del producto con el cumplimiento de las Buenas Précticas de
Laboratorio Clinico, y las Buenas Précticas de Produccion en el departamento de

Produccion del Banco de Sangre Provincial de Cienfuegos.

Se disefiaron y elaboraron los documentos que forman parte del sistema de
documentacioén, entre ellos: el procedimiento normalizado de operaciones, los
documentos para la recoleccion de los datos, asi como los registros de trazabilidad,
modelos de solicitud de ensayos microbiologico y funcional y el protocolo de

liberacion.

En el departamento de Aseguramiento de la Calidad se introdujeron los ensayos
funcionales  establecidos por el CEDMED para la evaluacion de los reactivos
hemoclasificadores policlonales y monoclonales del sistema de grupos sanguineos
humanos ABO* , con el propdsito de determinar de la calidad del lote del reactivo anti-

AB policlonal . Se entren0 al personal responsable de esta actividad en el uso de estos

métodos de evaluacion del producto terminado.

Los resultados de los ensayos funcionales fueron satisfactorios debido a que cumple
con los requisitos de potencia, avidez y especificidad. Ademas se evalu6 en paralelo
con el reactivo anti-AB de origen monoclonal producido por Centics Diagndstico en
cuanto a potencia, avidez e intensidad de la reaccion en los cuales demostro ser eficaz

como reactivo hemoclasificador.



SUMMARY

With the objective of rising up the quality of the serums blood grouping reagent ABO,
It was carried out a wide bibliographic checking, to put in practice a new procedure
which permits the product is manufacturing , taking into consideration a good practice
of clinic laboratory and a good manufacturing practice at the Production

Department from the Blood Banks at Cienfuegos Province.

There were designed and produced the documents which take part of the documentation
system between them. The Normalized Procedure for Operation, the documents for
the recollection of data, as well as the registers of trace ability ,the analysis request

models, microbiological and functional.

The were introduce, functional essays at the quality assurance department which were
establish by CEDMED, for the evaluation of the Policlonal and Monoclonal human
blood grouping reagent system ABO. Which the objective of determined the quality
of the anti-AB policlonal reactive lot. The responsible persons for this activity has

been well trained for using this evaluative methods of defined products.

The functional essays results were satisfactory due to the potent, avid and specific
requirement were not violated. Besided that it was evaluated parallel with the anti-
AB reactive from monoclonal origin produced by Centics Diagnosticos taking into
consideration. The potent, avid and intensity of the reaction in which it showed to be

very efficient as an blood grouping reagent.
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INTRODUCCION

La calidad en todos los aspectos de la asistencia y los servicios, es el principal objetivo
de los Bancos de Sangre Centrales y Servicios de Medicina Transfusional. A través de los
afios diferentes actividades han sido incorporadas a los Manuales de Procedimientos

Estandar (MPE) para asegurar la calidad de la unidad de sangre y/o de componentes y

control de la calidad de los reactivos.3

La produccion de antisueros policlonales confiables y de alta calidad para la tipificacion
de la sangre es una tarea muy laboriosa, que tarda tiempo y depende de la inmunizacion de

seres humanos que act@ian como donantes especialmente sensibilizados, para a partir de su
. .4 o ., .
sangre obtener este tipo de reactivos.  En este principio se basa la produccion de reactivos

hemoclasificadores policlonales en Cuba y otros paises y el autoabastecimiento de este

tipo de reactivos son esenciales para el funcionamiento adecuado del Sistema Nacional de

Salud.”

En el departamento de Produccion del Banco de Sangre Provincial de Cienfuegos se
producen reactivos hemoclasificadores policlonales para la clasificacion de los grupos

sanguineos humanos ABO. El proceso de produccion se basa en la Norma Cubana
: N 5 . ,
establecida en el aflo 1979 7, por lo que se hace necesario crear una nueva metodologia que

garantice una mayor calidad de los reactivos producidos.

Otra actividad fundamental es la elaboraciéon de la documentacidon, que es una parte
esencial de cualquier sistema de aseguramiento de la calidad y esta relacionada con todos

los aspectos de las Buenas Practicas de Produccion (BPP), las Buenas Practicas de
Laboratorio Clinico (BPLC) y las Buenas Practicas Clinicas (BPC), que nos permiten
tener un camino hacia la informacién, tener una guia de entrenamiento y un formato para

. . 1
el establecimiento de los compromisos.



INTRODUCCION

Para la produccion de los reactivos hemoclasificadores policlonales, se elabord un
Procedimiento Normalizado de Operaciones sobre la base de una amplia revision
bibliografica, se trabajo en estas actividades con el fin de crear las condiciones necesarias
para el establecimiento del control de la calidad de dicho reactivo, que permitiera la
verificacion de la conformidad de las materias primas y el producto final de acuerdo con
las especificaciones establecidas y registrar todas las etapas del proceso productivo,
dejando constancia de la realizacion de todas las actividades que conforman Ia

manufactura del producto.

Una vez que se decidi6 crear toda la infraestructura necesaria para la produccion de dichos
reactivos, se hizo necesario introducir un sistema analitico que permitiera realizar la
actividad de control de la calidad a los lotes producidos y a las materias primas. Para este

proposito se adiestrd al personal necesario.

OBJETIVOS

GENERAL: Implemetacion de un proceder para elevar la calidad de los reactivos
hemoclasificadores policlonales ABO producidos en el Banco de Sangre Provincial de

Cienfuegos.

ESPECIFICOS

1. Implementar el procedimiento para la produccién de reactivo hemoclasificadores
policlonales ABO.
2. Evaluar la calidad de un lote de reactivo hemoclasificador Anti- AB producido segin

la metodologia propuesta.
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1.1 GRUPOS SANGUINEOS ABO Y ANTIGENOS RELACIONADOS
ESTRUCTURALMENTE.

1.1.1 El sistema ABO

Una serie de pruebas comunicadas por Karl Landsteiner en 1900 dio lugar al
descubrimiento de los grupos sanguineos ABO, debido a que ocurria la reaccion de
interaccion de las aglutininas (anticuerpos) presentes en el plasma de algunos sujetos y los

antigenos presentes en los globulos rojos de otros. Este descubrimiento sirvido de base

para la elaboracion de reactivos hemoclasificadores ABO. 6

Estos grupos son cuatro, segun la clasificacion que hizo Landsteiner, clasificacion hoy
universal y se denominan: 0, A, B, AB.® Este sistema ABO es el mas significativo en la

practica transfusional. Es el Unico sistema en el cual los anticuerpos reciprocos (o

antitéticos) estan uniformes y predeciblemente en el suero de las personas normales que

. . o 3
no han tenido exposicidn a eritrocitos humanos.

En el plasma sanguineo tenemos anticuerpos. Evidentemente, un individuo del grupo A no
podra tener anticuerpos anti-A, pues esto no seria viable (la sangre coagularia).7 Debido a
estos anticuerpos la transfusion de sangre ABO incompatible puede ocasionar hemolisis
intravascular severa, asi como las otras manifestaciones de una reaccion transfusional
hemolitica aguda por transfusion.’
Asi:

Los individuos A tendran anticuerpos anti-B

Los individuos B tendran anticuerpos anti-A

Los individuos AB no tendrén anticuerpos de este tipo

Los individuos O tienen los dos tipos de anticuerpos. ’
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1.1.2 Antigenos del sistema ABO. Consideraciones bioquimicas y genéticas.

En la membrana de los gloébulos rojos pueden existir unas proteinas especiales: son las
glucoproteinas A y B. Asi, un glébulo rojo puede tener proteina A, proteina B, tener ambas
o no tener ninguna. De manera que un individuo tendrd grupo sanguineo A si sus globulos
rojos tienen la glucoproteinas A en su membrana, siguiendo el mismo criterio para el resto

de los grupos (si no existe proteina, entonces sera de grupo sanguineo O). Estas proteinas

. . , 7
corresponderian a lo que denominan antigenos.

Los tres alelos comunes A,B y O se localizan en el cromosoma 9. Los genes A y B

: . ] : 3
codifican las glucosiltransferasas que producen los antigenos A y B respectivamente.

Los antigenos de los grupos sanguineos son moléculas de carbohidratos estructuralmente

relacionadas, y reflejan la actividad de enzima glucosiltransferasas genéticamente

. 3
determinadas.

Las personas con sangre del tipo O poseen un antigeno que se designa con el simbolo H, y

en muy raras ocasiones se encuentra un individuo H-negativo, cuyo grupo sanguineo se

define como Bombay. 8

Aproximadamente el 80% de los individuos no solo poseen antigenos de grupos
sanguineos en la superficie de sus células, sino que también segregan una forma
hidrosoluble de antigenos A, B o H en su saliva y en otros liquidos tisulares de excrecion.

Casi todas las personas que poseen sangre del tipo A, B u O presentan en su suero

. , , 8
anticuerpos contra los antigenos A o B cuando estos no forman parte de sus células.
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1.1.3 Subgrupos.

Los subgrupos son los fenotipos ABO, que difieren en la cantidad de antigeno acarreado
por los eritrocitos y, en los secretores presentes en la saliva. Los subgrupos se hallan con
mayor frecuencia y son mads significativos para A que para B.” Dentro del grupo
sanguineo A, existen a su vez dos subgrupos importantes (Al y A2) definidos estos por la
reaccion de los hematies con la lecitina anti-A Dolichos biflorus (grupo Al) y la lecitina
anti-H Ulex europeaus (grupo A2) y una variante intermedia que reacciona con ambos

. . . . . 8
reactivos (variante Aint), junto a otras variantes menos comunes.

Los dos principales subgrupos dentro del grupo A se deben a una diferencia en la
expresion de los determinantes A (N-acetilgalactosamina), las células Al poseen 1x1076
determinantes A, mientras que las células A2 tienen solo 2,5 x 1075.%Los genes Al y A2
determinan diferencia cuantitativa y cualitativa entre los eritrocitos de los fenotipos Al y
A2. Los eritrocitos de las personas Al y A2 reaccionan fuertemente con el reactivo Anti-

A en las pruebas de aglutinacion directa.’

Tanto los genes Al como los A2 codifican para la alfa-3-N-acetil-galactosaminil
transferasa, pero esta enzima difiere en sus propiedades cinéticas y la transferasa
codificada por los genes A2 es generalmente menos eficiente, pero al parecer, no solo

existe una diferencia cuantitativa, sino que se ha comprobado que las células A1 tienen una

estructura H tipo 2 extendida diferente a la de las células A28

Los reactivos hemoclasificadores policlonales obtenidos del suero de donantes del grupo
B no necesariamente detectan a estas variantes, y por lo tanto, usualmente se utilizan

reactivos policlonales anti-AB (de donantes del grupo O) para que las variantes Ax sean

de‘[ectadas.6
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Los subgrupos de B son ain menos comin que los de A. Los criterios para su
diferenciacion se asemejan a los del grupo A. Se han comunicado sustituciones de

aminoacidos en algunas glucosiltransferasas codificadas por los genes de los subgrupos

débiles.>

1.1.4 Anticuerpos contra Ay B
Ordinariamente los individuos poseen anticuerpos contra el antigeno A o B ausente de
sus propios eritrocitos. Esta relacion complementaria predecible permite la investigacion

ABO del suero asi como de los eritrocitos.

Una hipotesis acerca del desarrollo de estos anticuerpos se basa sobre el hecho de que las
configuraciones que confieren especificidad A y B en las moléculas de las membranas
eritrocitarias también existen en otras entidades biologicas, sobre todo en las paredes

celulares bacterianas. Las bacterias estdn ampliamente difundidas y su presencia en la

microflora intestinal asegura la exposicion constante de los antigenos similares al A 'y B.

Las personas inmunocompetentes reaccionan contra los antigenos ambientales mediante la
produccion de anticuerpos contra los que estan ausentes de sus propios sistemas. Asi el
anti-A es producido por personas del grupo O y grupo B, anti-B es producido por personas
grupo O y grupo A. Las personas de grupo AB que tienen ambos antigenos no producen

ningun tipo de anticuerpos. Esta explicacion ambiental para la aparicion de anti-A y anti-B

. . 3
se mantiene como una hipotesis no comprobada.

1.1.5 Tiempo de aparicion
Anti-A y anti-B pueden generalmente ser detectados en el suero luego de los primeros

meses de vida. La produccion de anticuerpos se incrementa hasta alcanzar el nivel adulto

de 5-10 afios de edad y luego declina durante la vida.?
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1.1.6 Reactividad anti-A y anti-B.
La IgM es la clase de inmunoglobulina predominante del anti-A producido por los
individuos del grupo B y del anti-B producido por los individuos del grupo A. Aunque

pequenias cantidades de moléculas de IgG estan presentes también. La IgG es la clase

dominante del anti-A y anti-B del suero del grupo 0.

1.1.7 Anti- Ay anti-B (suero de grupo O)
El suero de individuos del grupo O contiene un anticuerpo denominado anti-AB porque

reacciona con los eritrocitos A y B y las especificidades anti-A y anti -B no se pueden

) Y .3
separar mediante adsorcion diferencial.

Segiin las recomendaciones de la FDA, un reactivo para su evaluacion como
hemoclasificador anti-A debe reconocer, en pruebas de especificidad y titulo, al menos 1
muestra de hematies Al y 3 muestras diferentes de sangre periférica de individuos A2B, y
para un hemoclasificador anti-AB se requiere el reconocimiento de como minimo 2

muestras Al, 2 muestras A2, 4 muestras B, y al menos 3 diferentes muestras de las

) 8
variantes AX.

1.1.8 FACTOR Rh

El factor Rh es otra proteina que existe en los globulos rojos de algunas personas. Su
nombre viene del mono en el que fue descubierta, el macacco rhesus. El factor Rh positivo
es un factor hereditario dominante. Este Factor Rh es un aglutinégeno encontrado en 1940
por Landsteiner y Weiner, en los globulos rojos en uno primates (Macacus rhesus) y que

también existe normalmente en el 85% de los humanos, que por esta causa se denomina Rh

. 9
positivos.
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La sangre de estos transfundida a los Rh negativos (15%), provoca en el suero de éstos
ultimos la formacion de anticuerpos, que en sucesivas transfusiones pueden destruir los
glébulos rojos del donante Rh+ invalidando asi la transfusion y creando efectos adversos.

También en el embarazo un feto Rh + puede provocar en la madre Rh - la produccion de

aglutininas que podran ser la causa de la enfermedad hemolitica de los recién nacidos.

El factor Rh esta constituido por un complejo de seis antigenos fundamentales, formado

por tres pares de genes alelos: Cc, Dd, Ee. El antigeno de mayor poder sensibilizante es el

D, le siguen en importancia el € y el 5.9

1.1.9 Pruebas de rutina para ABO.

Las pruebas que se usan anti-A y anti-B para determinar la presencia o ausencia de los
antigenos se describen a menudo como pruebas directas o eritrocitarias. El uso de
eritrocitos testigos Al y B para detectar anti-A y anti-B en el suero se denomina prueba

sérica o inversa. Las pruebas de rutina en donantes y pacientes deben incluir ambas

o . 3
pruebas eritrocitarias y séricas que se controlan mutuamente.

Algunos reactivos para tipificar el ABO de eritrocitos se preparan en pools de reactivos
de individuos que han sido estimulados con sustancias de grupo sanguineo A o B para

producir anticuerpos de elevado titulo. Estos reactivos aglutinan la mayor parte de los

eritrocitos antigenos positivos por contacto directo aun sin centrifugacion.
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.. S 10
Tipificacion directa:

(o}

Si las células sanguineas se aglutinan al mezclarlas con suero anti-A, la
persona posee sangre tipo A.

Si las células sanguineas se aglutinan al mezclarlas con suero anti-B, la
persona posee sangre tipo B.

Si las células sanguineas se aglutinan al mezclarlas con reactivos anti-A y
anti-B, entonces la persona posee sangre tipo AB.

Si las células sanguineas no se aglutinan con ninguno de los dos reactivos,
el tipo de sangre es O.

Si las células sanguineas se aglutinan al mezclarlas con suero anti-Rh, el
tipo de sangre es Rh positivo.

Si la sangre no se coagula al mezclarse con suero anti-Rh, el tipo de sangre

es Rh negativo.

.. ey 10
Tipificacion inversa:

(o}

La aglutinacioén de células sanguineas que ocurre cuando las células B se
mezclan con el suero indica que la persona posee sangre tipo A.

La aglutinacion de células sanguineas que ocurre cuando se mezclan las
células A con el suero indica que la persona posee sangre tipo B.

La aglutinacion de células sanguineas que ocurre cuando el suero de la
persona se mezcla con ambos tipos de células indica que la sangre es tipo O.
La falta de aglutinacion de las células sanguineas que ocurre cuando el
suero de la persona se mezcla con ambos tipos de sangre indica que la

sangre es tipo AB.
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o Transfusiones de sangre: 10

o Si la persona posee sangre tipo A, puede recibir transfusiones de personas
con sangre tipo A y O.

o Si la persona posee sangre tipo B, puede recibir transfusiones de personas
con sangre tipo By O.

o Si la persona posee sangre tipo AB, puede recibir transfusiones de personas
con sangre tipo A, B, ABy O.

o Si la persona posee sangre tipo O, puede recibir transfusiones solo de
personas con sangre tipo O.

o Si la persona posee sangre Rh-positivo puede recibir transfusiones de
personas con sangre tipo Rh positivo y Rh negativo.

o Si la persona posee sangre Rh-negativo, solo puede recibir transfusiones de

personas con sangre tipo Rh negativo.

Se debe informar al médico si se han presentado reacciones a transfusiones anteriores y si
le han administrado recientemente productos sanguineos. El grupo AB puede recibir de

cualquier otro grupo y de si mismo, asi que se llama "receptor universal. El grupo O, sin

. . . 7
embargo, puede donar a cualquier grupo, asi que se conoce como "donante universal"

1.1.10 Consideraciones especiales

Existen muchos antigenos ademas de los mayores: A, B y Rh. Muchos de los antigenos
menores no se detectan rutinariamente durante la determinacion del grupo sanguineo. Si no
se reconocen, pueden iniciar una reaccion a la transfusion sanguinea usualmente de menor

magnitud que la de incompatibilidad de un grupo sanguineo mayor.'

10
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Estos antigenos menores se pueden detectar por medio de pruebas cruzadas, las cuales

consisten en incubar el suero del receptor con los globulos rojos (GR) del donante en una

., . . . 10
solucion salina, seguido de la adicion de suero de Coombs.

1.2 Sangre y componentes.

Las practicas deben prevenir o postergar cambios fisico-quimicos deletéreos para los
constituyentes de la sangre y minimizar la contaminacién y proliferaciéon microbianas. Las
células sanguineas dependen de un delicado equilibrio bioquimico de muchas sustancias
para su integridad durante el almacenamiento, en especial de glucosa, pH vy
adenosintrifosfato (ATP).Para los eritrocitos el equilibrio se preserva almacendndolos

entre 1-6°C. 1

La refrigeracion o el congelamiento minimizan la proliferacién de bacterias que pueden
haber entrado en la unidad durante la venipuntura o que estuvieran presentes en la

circulacion del donante. Las soluciones preservadoras - anticoagulantes contribuyen a la

o .y £1s . . .y . 11
estabilizacion metabodlica e impiden la formacion del codgulo.

Aun a 1-6°C las células prosiguen su actividad metabdlica, consumen nutrientes y agotan
las fuentes energéticas intracelulares. La temperatura de almacenamiento disminuye la
actividad glucolitica.

La dextrosa esta presente en todos los preservadores-anticoagulantes y soluciones
aditivas en suficiente cantidad para sostener la continua generacion de ATP en las vias
glucoliticas. Las bolsas para la extraccion de sangre disponibles en el comercio contienen

63 mL de solucion preservadora — anticoagulante para una relacion solucion: sangre de

1:4a1:10. !

11
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1.3 Requisitos generales de los diagndésticadores

Los diagndsticadores de origen humano para uso en inmunohematologia, o el inmunogeno
de origen humano utilizado para la produccion de reactivos en animales, se obtendran de
donantes que cumplan con lo establecido en la Resolucion Ministerial no.148 de 1997
sobre Requisitos para la Seleccion de Donantes de Sangre, asi como en las Regulaciones
vigentes sobre Especificacion y Requerimientos para la Obtencién y Conservacion de la
Sangre y Requisitos del Plasma Humano como Materia Prima Farmacéutica, del
CECMED. Los diagnosticadores para uso en inmunohematologia estaran sujetos a la

Regulacion vigente sobre Requisitos del Rotulado y Registro de los Diagndsticadores, del

CECMED. %13

El laboratorio utilizard reactivos quimicos de calidad analitica certificada, acorde con los
requisitos establecidos en los procedimientos para la ejecucion de los ensayos. Los
reactivos se conservaran atendiendo a las especificaciones del productor o suministrador,

en lo referente a las condiciones de almacenamiento y periodo de validez de los mismos

.- . . . . 14
indicadas en la literatura interior correspondiente.

1.3.1 Precauciones
Estos reactivos contienen azida sodica al 0,1%. Este compuesto puede ser toxico si es
ingerido. Ademas, puede reaccionar con las cafierias de plomo y cobre formando sales

explosivas altamente toxicas. Por esta razon, al eliminar los reactivos, hagalo dejando

. 6 . .
correr una abundante cantidad de agua. Estos reactivos son para uso profesional de

T . 6
diagnostico in vitro, exclusivamente.

12
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1.3.2 Condiciones de almacenamiento

Los reactivos deben ser almacenados entre 2°C y 8°C. a las temperaturas de
almacenamiento recomendadas, los reactivos son estables por lo menos durante 18 meses
desde la fecha de elaboracion. Un almacenamiento a temperaturas mas altas o repetidas
congelaciones y descongelaciones pueden afectar la estabilidad de los reactivos
monoclonales tal como sucede con los reactivos policlonales humanos convencionales. Si

bien la azida sodica se adiciona como bacteriostatico, se recomienda inspeccionar el

: : o : . 6
reactivo visualmente antes de usarlo. No debe utilizarse si presenta un aspecto turbio.

1.3.3 Recoleccion de muestras

Las muestras de sangre deben recolectarse en forma aséptica, con o sin adicion de
anticoagulantes. Cuando se retrasa el examen de las muestras, estas deben almacenarse
entre 2°C y 8°C.Las muestras recolectadas en Heparina o EDTA deben tipificarse dentro
de 48 horas. Las muestras recolectadas en ACD, CPD y CPDA-1 pueden ser tipificadas

hasta 35 dias después de almacenadas. Las muestras coaguladas deben tipificarse dentro de

, . ., 6
los 7 dias posteriores a su recoleccion.

1.4 Aseguramiento de la calidad.

1.4.1 Evolucion histérica de la calidad.
La evaluacion de la calidad ha transitado por diferentes etapas:
- Inspeccion de la calidad.

- Control de la calidad.

13
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- Aseguramiento de la calidad.
- Gestidn de la calidad
- Gestion total de la calidad.

La gestion de la calidad y gestion total de la calidad se incluyen en las normas ISO 9001

y 9004 del 2000 respectivamente por lo que son los enfoques mas actuales. 15

1.4.21SO Y Normas I1SO 9000:
La ISO: Es la oficina nacional de estandarizaciéon que tiene como objetivo unificar y
conducir a todos los trabajos de Normalizacion en los diferentes campos de la actividad

humana. Su trabajo técnico es ejecutado a través de Comités de Técnicos, Subcomités y

Grupos de trabajo. 15

(Qué son las normas ISO 90007
Un conjunto de normas internacionales genéricas que establecen sistemas de gestion de la

calidad aplicados por organizaciones de cualquier tipo o tamafio.

La ISO 9000 establece requisitos del sistema de gestion de la calidad que son diferentes

de los requisitos técnicos de los productos y de los requisitos técnicos de los procesos.

15
Estos se complementan.

La gestion de calidad se desarrolla mediante el establecimiento de un sistema de gestion
de la calidad a través del cual la organizacion dirige y controla todo lo relacionado con la

calidad.

14
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1.4.3 Control de la calidad y garantia de calidad.

Se esta implementando un nuevo modelo de calidad en los Bancos de Sangre Centrales y
Medicina Transfusional. La garantia de calidad actual es un programa independiente de
las operaciones adopta medidas inmediatas y preventivas cuando los sistemas comienzan

a salir de control y analiza las auditorias internas para proporcionar la informacion

: . . 16.17
necesaria para el mejoramiento del proceso.

La garantia de calidad se define como las acciones planeadas y realizadas que

proporcionan fiabilidad acerca de que todos los sistemas y elementos que influyen sobre

la calidad del producto actian segtin lo esperado en forma individual y colectiva. 3

La busqueda constante de la excelencia en todos los aspectos de la asistencia médica y
los servicios, constituye un objetivo principal de los Bancos de Sangre y Servicios de
Transfusiones, para asegurar la excelencia hay que cumplir con las Buenas Practicas de
Banco de Sangre (BPBS) que se definen como los métodos usados, y las instalaciones y
controles usados para la produccion, el procesamiento, el empaque o embalaje de la

sangre total y/o de sus componentes (incluidos pero no limitado, a los productos

. 18
sanguineos).

Las BPBS aseguran que estos productos cumplan con los requisitos de calidad que los
clientes demandan y estan recogidos en los documentos regulatorios vigentes, y que
tienen la identidad y la fortaleza, que cumplen con la calidad y con las caracteristicas de
pureza que portan o que dicen que poseen. Garantizan ademds que el producto que se
elabora de forma consistente y controlado segun los estandares de calidad apropiados y

de acuerdo con el uso final que van a tener. Ellas incluyen tanto los procedimientos de

produccion como los de control de la calidad (CC) te.18
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Por otra parte, el aseguramiento de la calidad no es mas que el conjunto de las acciones
planificadas y ejecutadas que garantizan la confianza en todos los sistemas y elementos
que influyen en la calidad del producto, de manera que se esté trabajando de la forma

esperada.

Cada institucion debe desarrollar un programa de Aseguramiento de la Calidad que
debe tomar en cuenta las regulaciones estatales, las normativas locales y los estandares
profesionales e incluird los sistemas y medidas que se aplicaran para asegurar el

cumplimiento de los requerimientos y los estandares. Cada sistema, una vez puesto en

L : , , . : e, 16
practica, se perfeccionard y adaptard a las necesidades particulares de cada institucion.

1.4 .4 Autoridad vy responsabilidad de la unidad organizativa de Aseguramiento de
la Calidad.

La unidad organizativa o grupo encargado del aseguramiento de la calidad se subordinara
directamente al director del Banco de Sangre y su ubicacion en la estructura organica de la

institucion sera independiente y separada del resto de las unidades organizativas

. 16.19
operacionales.

Autoridad: La unidad organizativa tendré la autoridad necesaria para ordenar el cese de
cualquier proceso o procedimiento que no cumpla con las regulaciones, con el Manual de
organizacion y Procedimientos de la institucidn, las instrucciones de produccion, o las
regularidades, y actuara para evitar la liberacion de la sangre y/o componentes que violen

las regulaciones o pudieran ser considerados como inseguros.

16
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El grupo aprobara la liberacion de la sangre y sus componentes que no cumpla con alguna

de las especificaciones, siempre y cuando se elabore una revision documentada que

establezca que los productos son seguros para la transfusion o para su ulterior

procesamiento.

16.19

Responsabilidades: El grupo de Aseguramiento de la Calidad tendrd las siguientes

responsabilidades:

1.

Revisar y aprobar los Procedimientos de Operaciones Estandares (POE) de las
unidades organizativas operativas y los planes de entrenamiento o educacion
continuada del personal, incluyendo en algunas instalaciones, el desarrollo de nuevos
procedimientos.

Revisar y aprobar los planes de validacion y revalidacion de los procesos, la
calificacién de los equipos y los resultados de ambos.

Revisar y aprobar los documentos de control y los sistemas de recopilacion o registro
de datos.

Liberara lotes por ejemplo: después de la revision de todos los registros de
operaciones y producciones Yy la decision de distribuir, establecer cuarentena, o
desechar la sangre y/o componentes sanguineos.

Auditar las funciones operativas o de produccion.

Revisar y aprobar los planes de acciones correctivas.

Revisar y aprobar las especificaciones de los productos, por ejemplo, los
requerimientos que deben cumplir los productos usados en la produccion, distribucion

o transfusion de sangre o de los componentes sanguineos.

17
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Para llevar a cabo sus responsabilidades, el grupo de Aseguramiento de la Calidad tendra
sus propios Procedimiento de Operaciones Estandar sobre las funciones que desarrolla,
aplicando los mismos requerimientos para el desarrollo, la validacion, implementacion y

control de estos procedimientos.

”  Documentacion: La documentacién de los POEs es un paso critico a llevar a cabo

en la produccion de sangre y sus componentes.

La documentacion correspondiente estard disponible en cada puesto de trabajo para la

. ., .. . .16.19
realizacion de las actividades previstas.

o . . 14.20.21
Los Procedimientos Normalizado de Operaciones deben contener:

1. Titulo

Objetivo

Alcance

Definiciones (Si procede)
Responsabilidades

Condiciones de seguridad (Si procede)
Equipos, materiales y reactivos (Si procede)

Operaciones preliminares (Si procede)

A A A o

Procedimiento
10. Calculo e interpretacion de los resultados (Si procede)

11. Controles

18
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12. Observaciones (Si procede)

13. Requisitos de la documentacion(Si procede)
14. Referencias

15. Anexos (Si procede)

16. Datos acerca de la elaboracion, revision y aprobacion del PNO

Todo Procedimiento debera mostrar un encabezamiento de pagina donde aparecera el
nombre de la organizacion y/o laboratorio, el titulo del documento, cédigo o el numero de

parte, nimero de paginas del total de estas, fecha y nimero de edicion, fecha y motivo de

la sustitucion y firma de quien lo aprueba. 2

Los modelos para los diferentes tipos de registro apareceran incluidos en los requisitos de
la documentacion de los procedimientos respectivos y dispondran de suficiente espacio

para asentar la informacion el dia la hora "si fuera necesario" y el nombre y firma de la

, . 22
persona que efectuo el registro.

El procedimiento para la aprobacion de enmiendas o correcciones efectuadas en un
registro estard documentado. Estas enmiendas se haran siempre de forma tal que sea
posible la lectura del dato errado, sin eliminar el mismo. Los registros seran conservados
durante dos afos como minimo, en condiciones que garanticen la proteccion de la
informacion. Los resultados de cada ensayo o serie de ensayos efectuados por el

laboratorio serdan informados exacta y claramente, sin ambigiiedades y de forma objetiva,

: ., . . 23
de acuerdo con la instruccion de cada método en un informe de ensayo.
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» Sistemas de registro:

Generalmente los registros reciben la mayor parte de los sefialamientos criticos durante
las auditorias y las inspecciones. Se establecera un protocolo escrito para el manejo de los
registros y para asegurar que se elaboran los registros requeridos, se revisaran para su
completamiento acucioso, se aprobaran, y mantendran en condiciones de uso apropiado, se

guardaran por el periodo de tiempo especificado, y se organizardn de forma tal que

garanticen la trazabilidad y la recuperacién de toda la informacion. t6.19

Los sistemas de manejo de registros pueden ser manuales o automatizados (mediante el
uso de las técnicas informaticas), pero siempre mantendran copias duras en caso de que

se usen los sistemas electronicos computarizados.

» Disefio de los registros:

El sistema de registros se disefiara de manera que sirva y satisfaga las necesidades de
cada institucion. Cada modelo o plantilla debe tener un titulo que explique para que es ese
registro e incluird el nombre de la institucion, instalacion, y suficiente informacion como
por ejemplo la direccidn, para distinguirlos de otra institucion similar que tenga el mismo
nombre. Para elaborar estos registros se partira de la base de que mientras mas informacion
impresa de antemano se coloque en el modelo o planilla, menos datos incorporados de
forma manual se necesitaran y se disminuye el riesgo de errores, el formato de los

modelos de registro se disefard también para eliminar la necesidad de que sea firmado

: . 16. 19
de forma repetida por la misma persona.

Para disefiar los modelos de registros se recomienda que se tome en cuenta los
indicadores y las inspecciones que realizan de forma regular el CEDMED, el Grupo

Nacional de Hematologia y Bancos de Sangre asi como otros organismos reguladores.
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» Correcciones

Si fuera necesario corregir cualquier registro, se identificard claramente la razon del
cambio, la fecha y la persona responsable de este cambio. El registro original no se puede
alterar, si se trata de registros escritos, se podra encerrar en un circulo o marcar el dato
que debe ser cambiado, pero se debe mantener legible. También se pueden corregir o

afadir datos a registros electronicos usando el mismo sistema que deja constancia de los

. 16.19
cambios.

» Almacenamiento

Los registros se guardardn de manera que se protejan de dafios y de modificaciones
alteraciones o destrucciones accidentales o no autorizadas. El grado de accesibilidad a los
registros estard en dependencia de la frecuencia de su uso. El método de almacenamiento

y la localizacion de los registros estara en dependencia del nimero de registros y la

cantidad de espacio disponible, el lugar donde se deben indicar y organizar. te.19

Es muy importante y razonable contener un registro de destruccion, que debe incluir: 15
1. Titulo de registro destruido.

2. Periodo al que corresponde los registros destruidos.

3. Fecha de la destruccion.
4

Responsable de la destruccion

» Registros de procesamiento
Se debe registrar cada paso significativo y puntos criticos de un procedimiento. Estos

deben identificar en procesos legales o de investigacion, a las personas responsables de

. . 16.19
cada paso significativo.
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Los estandares de la Asociacion Americana de Bancos de Sangre exigen que los resultados
de cada prueba se registren a medida que se efectuan las observaciones o al realizarse a
cada paso. Los registros de procesamiento deben ser completos, legibles e indelebles,

deben ser producidos en forma concomitante con las acciones u observaciones y

. .y 16.19
suficiente detalle para una compresion clara.

» Requerimientos minimos de registro.19

1. Registro de prueba de Control de la Calidad efectuadas con reactivos de prueba para
marcadores de enfermedades infecciosas, globulina antihumana, suero para agrupacion
de sangre vy eritrocitos reactivos de acuerdo con lo especificado en el Manual de
Procedimientos Estandar.

2. Registro de prueba de Control de Calidad de componentes preparados.

3. Registro de controles peridodicos de la técnica estéril si los componentes son
preparados en un sistema abierto a menos que haya sido aprobado un método
equivalente por la FDA.

4. Registro de esterilizacion de los suministros y reactivos preparados en el servicio con
fecha intervalo de tiempo, temperatura, método, registro de prueba con indicadores
biolégicos para determinar la eficacia de esterilizacion.

5. Registro de suministro de reactivos usados, fabricante, nimero de lote, fecha de

recepcion, fechas de utilizacion y fecha de vencimiento.

» Requisitos que deben cumplir los procesos: 2

1. No deben contradecir politicas de calidad.
2. No pueden entrar en conflicto entre si.

3. Deben elaborarse de manera uniforme.
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4. Deberan cubrir todos los aspectos de la actividad o proceso, particularmente aquellos
que puedan influir en la calidad.

5. Deberan elaborarse racionalmente fundiendo los que sean posibles y haciendo
referencia a las normas, instrucciones o especificaciones cuando sean aplicables.

6. Deben ser obedecidos.

Para garantizar la trazabilidad del producto se codifican: Documentos, materias primas,
locales, equipos, personas, instrumentos de medicién. El control de la documentacion
permite mantener la vigencia, operatividad y la disposicion del sistema de gestion de la

calidad.

1.4.5 Manual de organizacion y procedimientos.

Los manuales de procedimiento se elaboraran para el programa de garantia de calidad y
para el funcionamiento operativo. Cuando son aplicables los procedimientos deben
integrar la funcionalidad computacional en las operaciones de procesamiento de sangre.
Incluso si se sigue un procedimiento publicado en el Manual Técnico, Asociacion

Americana de Bancos de Sangre u otro texto, el procedimiento se debe incluir dentro del

. .. 16.19
cuerpo del manual de procedimientos del servicio.

El Manual de Organizacion y procedimientos se elaborard y desarrollara tanto por el
grupo de Aseguramiento de la Calidad como por el resto de las unidades operacionales de
la institucidn, se tendra tanto en version impresa como electronica (si fuera posible), y
cuando sea aplicable, el manual integrard las operaciones para el procesamiento de la

sangre con los adelantos de la funcionalidad que ofrece la computacion.
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Aun cuando se sigan integramente los procedimientos publicados en Procederes para
Bancos de Sangre y Servicios de Transfusion o en los Estandares para Bancos de Sangre
de la Republica de Cuba, cada institucion tiene la obligacion de transcribirlos totalmente a
su propio Manual de Organizacién y Procedimientos y mantenerlo actualizado
periddicamente. Los procedimientos se escribiran en un formato uniforme y las partes

mas relevantes del Manual deberan estar accesibles en los lugares donde se aplican estos

- 16. 19
procedimientos.

» Contenido de los procedimientos.

El Manual de Organizaciéon y Procedimientos tiene que incorporar las instrucciones de
los fabricantes de los reactivos y equipos en uso y en caso de que hagan desviaciones,
estos datos tiene que sustentar la eficacia de los métodos modificados y el cumplimiento

de los métodos regulatorios. Las instalaciones que han obtenido licencia, tienen que tener

el permiso de CEDMED antes de implementar los cambios en estos documentos. te-19

El Accreditation Requirements Manual (ARM) exige la inclusion en los manuales de
procedimientos ejemplos de formularios usados para registrar los resultados de prueba e

interpretaciones. Los procedimientos para la revision, mantenimiento y distribucion de

: . . . 16. 1
estos registros también deben estar disponibles. ?

El Manual de Procedimientos Estandar debe contener descripciones escritas y/o graficas
acerca de como leer, establecer puntajes y registrar todos los resultados de pruebas e
interpretaciones, cuando se corresponda. Se incluyen orientaciones para el manejo de
posibles problemas, asi como limites establecidos sobre los juicios y criterios

independientes de los individuos con relacion a las consultas al supervisor.
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Los detalles de los procedimientos, por ejemplo el volumen de los reactivos, el tiempo y la
temperatura de incubacion de las muestras, tienen que reflejar exactamente en el protocolo

escrito lo que se hace en la practica y lo que se indica que se debe recoger en los

. 16.19
registros.

Se incluird en el Manual copia de las etiquetas de los productos mds relevantes que se
emplean en la produccion, asi como copias como ejemplo de los modelos o planillas de los
registros de resultados de las pruebas y de su interpretacion. Los procedimientos para la

revision, mantenimiento y disposicion de estos registros también estaran disponibles.

» Validacion de los Procedimientos de los Procesos.
Los procedimientos relacionados con los procesos deberan ser validados antes de su
implementacion, por ejemplo se debe probar su completamiento, precision, cumplimiento

de las regulaciones, e impacto potencial sobre otros sistemas y se deben revisar y aprobar

por Aseguramiento de la Calidad.'® "

» Control de los Documentos de Procedimientos.

Existira una copia de maestra de cada procedimiento y un indice de todos los
procedimientos actualizado ademas de las copias de trabajo que se encuentran distribuidas
por todas las instalaciones. El nimero de procedimientos en circulaciéon estara controlado
para asegurar que no hay copias en exceso cuando se implementen los cambios. Un

procedimiento incluird la fecha en que se redactd por primera vez y la fecha en que se

: . . 16.19
implemento y se reviso.
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» Revision y Renovacién de los Procedimientos.

Los Estandares de Bancos de Sangre establecen que se haga una revision de cada uno de
los procedimientos una vez cada ano.Los procedimientos también se revisaran cada vez
que surjan problemas de manera que se adopten medidas correctivas o las alternativas
técnicas, y si se aprueban, se incorporen al Manual. El Manual de Organizacion y
Procedimientos se revisard y si fuera necesario, corregird de acuerdo a la politica de los
cambios establecidos cada vez que un nuevo procedimiento o politica sea implementada, o

cambien las instrucciones de los fabricantes de reactivos y equipos, o surja una nueva

., . 16. 19
regulacion o estandar.

Cada vez que salga una nueva edicion de los Estandares de Bancos de Sangre y una vez
que se reciban los cambios adoptados en los documentos reguladores del CEDMED, o
del Ministerio de Salud Publica, el Manual de Organizacion y Procedimientos se
examinara pagina por pagina para que cumpla con estos requerimientos. Cuando se
afladen nuevos procedimientos al Manual o se eliminen las nuevas instrucciones tienen

que ser marcadas con la fecha de su retiro registrada.

1.4.6 Control de las etiquetas y liberacion de los lotes.

Los procedimientos para el control de las etiquetas (rotulados) incluiran los controles de
los siguientes aspectos: desarrollo de las especificaciones; aprobacion de los
suministradores; recepcion y cuarentena, con chequeo de las que estén pendientes de
aceptacion; manejo de las etiquetas defectuosas; control de almacenamiento e inventarios;
medidas de seguridad; aspectos a reflejar en las etiquetas y rétulos; y conciliacion de

cualquier discrepancia una vez rotulada unidad de sangre y/o componentes.
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Se establecera un proceso de control paso a paso del proceso de rotulado para asegurar
que solo las unidades adecuadas estén listas para el rotulado, y que la sangre y/o

componentes se han mantenido ha la temperatura adecuada, durante el proceso de rotulado,

y que se ha usado el rotulo adecuado.'®

Antes de la distribucion debe chequearse la documentacion de que el producto
completamente etiquetado ha sido examinado para un correcto etiquetado (Exactamente

debe ser verificado por una segunda persona si se hace de forma manual).
El grupo de Aseguramiento de la Calidad tiene una gran responsabilidad en aprobar las

especificaciones de las etiquetas, a su proveedor, dar los criterios para aceptarlas y auditar

el proceso de rotulado.

27



Cép. 2 Materiales y métodos

MATERIALES Y METODOS

2.1 Desarrollo de un procedimiento normalizado de operaciones para el proceso de

produccion de los reactivos hemoclasificadores policlonales ABO.

En la Norma Cubana del afio 1979 ° se establecen a grandes rasgos los métodos a seguir
para elaborar los reactivos hemoclasificadores policlonales de manera tal que permita
clasificar la sangre de cualquier donante del sistema ABO, documento por el cual se rige

el departamento de produccion del BSP de Cienfuegos.

Con el propésito de demostrar que existe una metodologia de mayor calidad que la
Norma Cubana, se realiza una investigacion descriptiva la que consta de varias etapas.
Inicialmente se desarrolla una amplia y actualizada revision bibliografica que
proporcion6 la metodologia para la produccion de los reactivos hemoclasificadores
policlonales ABO, en la que se incluyen las normas, resoluciones ministeriales y
regulaciones vigentes, emitidas por el CEDMED vy el Ministerio de Salud Publica. Estos
entre otros documentos nos permiten crear un Procedimiento Normalizado de

Operaciones que regule la metodologia para la produccion de dichos reactivos.
Los equipos, materiales y reactivos utilizados en la produccion se encuentran aptos para

el uso y con la calidad requerida, se describen en el capitulo 3, epigrafes 6.1, 6.2, 6.3

respectivamente del procedimiento normalizado de operaciones propuesto.
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2.2 Aplicacion de la metodologia propuesta para la produccion de un lote del reactivo

anti-AB policlonal.

Con la finalidad de validar el procedimiento se desarrolla una produccion de un lote del
reactivo anti-AB policlonal utilizando como materia prima la bolsa de plasma anti —AB
con historia clinica nimero 014HAB-1 que posee un titulo inicial de 1: 256 la cual se

obtiene por plasmaféresis.

Método del potenciador
Para obtener el volumen ideal de solucién salina que se le debe adicionar al reactivo
hemoclasificador anti-AB policlonal, en el segundo paso del procedimiento se evalta el

efecto sobre la avidez de los siguientes volimenes de NaCl al 10%: 0.025- 0.05- 0.075-
0.1- 0.125- 0.15-0.175- 0.2- 0.225- 0.25 mL frente a hematies de los fenotipos Al y B. >

2.3 Evaluacion de la calidad de un lote del reactivo anti-AB policlonal.

Con el objetivo de realizar una evaluacion de la calidad a un lote de reactivo
hemoclasificador anti-AB policlonal producido en el Banco de Sangre Provincial de
Cienfuegos segun la metodologia propuesta, se desarrollan los ensayos funcionales
establecidos por el CEDMED para la evaluacion de los reactivos  hemoclasificadores
policlonales del sistema de grupos sanguineos humanos ABO”. (anti-A, anti —-B y anti -

AB).

2.3.1 Equipos, materiales y reactivos
Equipos
% Centrifuga Hettich. Universal 32

X/

< Barfio de Maria. Precisterm
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« TermoOmetro
«  Timer
+* Contador de colonias. Retomed CC-05

#*  CronOmetro

Materiales

% Lamina de acrilico

¢ Pipetas 100 A.

% Tubos de ensayo 13 x100 mm
* Gradilla para tubos

+ Puntas amarillas

Reactivos

% Reactivo hemoclasificador anti-AB (producto terminado). Lote: 030602

% Reactivo hemoclasificador anti-AB monoclonal. Lote: 0501. Centics Diagndstico
% Suspension al 5 % de eritrocitos de grupo Al, By O

Suero Antiglobulinico Humano (Coombs), Lote: 7401 Laboratorio BETERA

+* Soluciodn salina 0.9%. Lote: 05082207

X/
o

2.3.2 Los parametros que se evallian son:

% Esterilidad

Para comprobar la esterilidad, debido a que el producto es de uso in-vitro, solamente se
realiza la prueba en el medio de tioglicolato incubado a 30 °C-32 °C, durante 14 dias.El

volumen del material para la prueba no debe ser menor de 2 mL. Ver PNO de

microbiologia L-CC-01. o
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« Potencia
La potencia se determina en la técnica de tubo por centrifugaciéon con 5 minutos de

incubacion entre 20 y 30 °C. Se utiliza como diluente salina con albimina bovina al 2 %

., . . 2 , . J . . .y
y suspension de los eritrocitos al 5 % .~ La técnica utilizada se describe a continuacion:

1. Enuna gradilla se colocan 10 tubosy se marcan cada uno en orden ascendente en
el siguiente orden: P (puro), 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512.

2. A partir del segundo tubo se afiade a cada uno 0.1 mL de solucidn salina y albumina
bovina al 2 %. En el primer y segundo tubo se afiade 0.1mL del suero a titular (anti-
AB policlonal). Con una punta limpia se mezcla el contenido del segundo tuboy se
transfiere 0.ImL de este al tercer tubo, se cambia la punta de la pipeta y se mezcla
el contenido del tercer tubo y se transfiere 0.lmL de este al cuarto y asi
sucesivamente hasta el altimo tubo. El volumen que se extrac de este ultimo se
conserva en un tubo limpio por si se necesita continuar con la titulacion.

3. Afadir a todos los tubos 0.1 mL de la suspension al 5% de los eritrocitos que
presenten el antigeno especifico para el anticuerpo para titular.

4. Mezclar e incubar a temperatura adecuada y el tiempo requerido: Ejemplo para la
titulacion de anticuerpos anti-AB, la incubacioén se realiza a temperatura ambiente
durante 15 minutos.

5. Centrifugar los tubos 1 minuto a 1000 r.p.m. o de 20 a 30 segundos a 2500 r.p.m.

6. Leer resuspendiendo el botén suavemente. Observar la presencia de aglutinacion en el
contador de colonia, anotar los resultados expresandolos en grados de aglutinacion
como en el inciso anterior. El titulo de anticuerpos es el reciproco de la ultima dilucion
en que se observa aglutinacion visible. Ejemplo: Si el Gltimo tubo donde se observa

aglutinacion es en la dilucion 1:32 el titulo se informa como 32.
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El numero de muestras por fenotipo requeridas para los ensayos de potencia y avidez de

los hemoclasificadores anti-A, anti-B y anti-AB sera el indicado en la Tabla 1.

Tabla 1. Numero de muestras por fenotipo requerido para los ensayos de potencia y

avidez de los hemoclasificadores anti- A, anti-B y anti-AB. 2

Fenotipos ABO y cantidad de muestras a utilizar en el ensayo
Reactivos Al A2 AlB A2B B
Anti-A 1 3
Anti-B 3 1
Anti-AB 1 2 2

% Avidez
La avidez se precisa a través de la técnica de hemoaglutinacion en lamina de acrilico

utilizando los métodos recomendados por el CECMED para la evaluacion de los reactivos

) 2
hemoclasificadores.

Al mezclar en una ldmina y a temperatura ambiente un volumen del reactivo con un
volumen de la suspension al 40% de los eritrocitos en salina, se deben observar
aglutinados en un intervalo no mayor de 60 segundos. Los aglutinados no deben ser
menores que 1 mm de didmetro a los 2 minutos, segiin inspeccion visual. Los fenotipos del

panel de eritrocitos que se utiliza esta compuesto por: grupos Aj, By O.
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% Especificidad

Para conocer la intensidad de la reaccion se coloca una gota de la suspension de hematies
en una lamina de acrilico y se mezcla con una gota del reactivo, al completar un minuto,
se evalta el tamafo de los camulos de aglutinacion, segin los grados de la reaccion de

aglutinacion.

- .., 16 L ., .
Grados de la reaccion de aglutinacion : Valores numéricos y puntuacion que se le asignan

a la intensidad de la aglutinacion y se expresan de la siguiente forma.

% 4+: Aglutinacion total de los eritrocitos en un solo ciimulo grande en un fondo claro
(Puntuacion 12).

s 3+:Dos o tres aglutinados grandes en un fondo claro. (Puntuacion 10).

s 2+: Aglutinados pequetios, de igual tamafio, en un fondo rojo (Puntuacion 8).

% 1+: Aglutinados muy pequefio, pero definidos, en un fondo rojo. (Puntuacion 5).

% <+ Pequeio aglutinados no definidos, que pueden resultar dudosa (Puntuacion 3).

s 0; No Aglutinacioén (Puntuacion 0).

Por otra parte se comprueba la ausencia de reactividad frente a otros grupos sanguineos,
se utilizan hematies que expresan los siguientes fenotipos K, D, C E, c, e, mediante el

método de Coombs indirecto, el cual se describe a continuacion:

1. En tubos de ensayos de 13 x 100 mm mezclar 3 gotas del suero problema (anti-AB
policlonal), 2 gotas de los hematies del panel.

Incubar a 37 °C durante 30 minutos.

Lavar los hematies 3 veces con solucion salina abundante, decantar el Gltimo lavado.

Afiadir una gota de suero antiglobulinico IgG.

AN

Centrifugar 1 minuto a 1500 r.p.m.
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6. Agitar suavemente el ultimo tubo y examinar microscOpicamente en busca de la
aglutinacion.

7. Controles positivos: consiste en verter 2 gotas de la suspension de hematies del
antisuero correspondiente. Ej. O + con reactivos anti —D y se procesa por igual que
las demés muestras. Se deben observar aglutinados en los controles positivos, de lo

contrario hay que repetir el ensayo.

El nimero minimo de muestras por fenotipo requerido para determinar la especificidad de

los hemoclasificadores anti-A, anti-B y anti-AB sera el indicado en la Tabla 2.

Tabla 2. Numero minimo de muestras por fenotipo requeridas para determinar la

especificidad de los hemoclasificadores anti-A, anti-B y anti-AB. Reactivos Fenotipos

ABO y cantidad de muestras para el ens,ayo.2

Fenotipos ABO y cantidad de muestras para el ensayo
Reactivos Al A2 AlB A2B B 0]
Anti-A 2 2 2 2
Anti-B 2 2 2 2
Anti-AB 1 2 2 4

El personal del departamento de Aseguramientote la Calidad responsable de la
evaluacion del reactivo se entrena con el objetivo de que conozca los procedimientos

necesarios para realizar esta actividad.
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2.4 Evaluacion en paralelo del reactivo anti — AB policlonal con el reactivo Anti-AB

monoclonal.

Con la intenciéon de completar la evaluacion de la calidad del producto terminado, se
desarrolla una evaluacion en paralelo del reactivo anti — AB policlonal con el reactivo
Anti-AB monoclonal producido por Centics Diagndstico en cuanto a los siguientes

requisitos:
» Titulo
» Avidez

» Grados de aglutinacion de la reaccion

Los cuales se evaluan por las técnicas antes recomendadas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Descripcion del procedimiento.

El procedimiento descrito en la investigacion explica como realizar las operaciones y la
metodologia a utilizar en el desarrollo de los ensayos funcionales de los lotes producidos
que son entregados al departamento de Aseguramiento de la Calidad. Asi como toda la
documentacion correspondiente con los registros de trazabilidad, solicitud de ensayos y
protocolo de liberacion que son entregados al Departamento de Aseguramiento de la

Calidad para su liberacion, evitando los errores.
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1- Objetivo

Este procedimiento normalizado de operaciones regula la metodologia para el proceso de
produccion de reactivos hemoclasificadores policlonales en el Banco de Sangre
Provincial de Cienfuegos, y establece las especificaciones que deben tener los tres tipos de
reactivos hemoclasificadores policlonales denominados Anti A, Anti B y Anti AB, que se
utilizan para la clasificacion de la sangre humana del tipo ABO.

2-Alcance.

Este procedimiento se apicarara en el Banco de Sangre Provincial de Cienfuegos por el
personal que labora en el departamento de produccion.

3-Términos y definiciones.

3.1 Reactivos hemoclasificadores: Son los productos utilizados en la determinacién de los
antigenos de los grupos sanguineos eritrocitarios.

3.2 Policlonales. Son aquellos diagnésticadores obtenidos por inmunizacion a humanos o a
animales con antigenos de los grupos sanguineos.

3.3 Avidez. Es el tiempo que media entre la mezcla del reactivo con los eritrocitos y la

aparicion de la aglutinacion.
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3.4 Especificidad. La capacidad del producto para identificar correctamente las muestras
carentes del antigeno en cuestion.

3.5 Potencia. Es el reciproco de la mayor dilucion del reactivo que provoca una reaccion
de aglutinacion de 1+.

3.6 Proceso: Se entiende por proceso el conjunto de actividades relativas a la obtencion,
elaboracion, fabricacion, preparacion, liberacion, conservacion, envasado, manipulacion,
transporte, distribucion, importacidon, exportacion, almacenamiento y suministro al cliente
del reactivo.

3.7 Lote: Numero de unidades del mismo disefio y formulacion, fabricados al mismo
tiempo, utilizando el mismo proceso y materias primas.

3.8 °C. Simbolo utilizado en este documento como abreviatura de grados Celsius.

3.9 mL. Simbolo utilizado en este documento como abreviatura de mililitro.

3.10 mm. Simbolo utilizado en este documento como abreviatura de milimetro.

3.11 g/L. Simbolo utilizado en este documento como abreviatura de gramos por litros.
3.12 %.Simbolo utilizado en este documento como abreviatura de por ciento.

3.13 min. Simbolo utilizado en este documento como abreviatura de minutos.

3.14 r.p.m. Simbolo utilizado en este documento como abreviatura de revoluciones por

minutos.

Cap. 3 Resultados y discusion
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3.15 s. Simbolo utilizado en este documento como abreviatura de segundos.

3.16 L. Simbolo utilizado en este documento como abreviatura de litro.

4-Responsabilidades.

4.1 Es responsabilidad del director del Banco de Sangre Provincial de Cienfuegos
garantizar los recursos necesarios para la realizacion de la técnica descrita en este
procedimiento.

4.2 Es responsabilidad del jefe de area de Produccion garantizar el adiestramiento del
personal  técnico que labora en el departamento de Produccion de Reactivos
hemoclasificadores, asi como su superacion de forma continuada.

4.3 Es responsabilidad del jefe de area de produccion hacer cumplir lo normado en este
procedimiento.

4.4 Es responsabilidad del personal encargado de realizar esta técnica, cumplir con lo
normado en este procedimiento.

4.5 Es responsabilidad del representante de Calidad de la Direccion ejercer vigilancia y

auditoria, sobre la aplicacion de las reglas establecidas en este procedimiento.
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5. Condiciones de seguridad.
5.1 Se debe cumplir con lo establecido en el reglamento de Bioseguridad de Banco de
Sangre Provincial de Cienfuegos en lo que se refiere a las normas de trabajo con

material biologico Capitulo 2, Articulo 4.

6. Equipos, Materiales y Reactivos.
6.1 Equipos:
6.1.1 Flujo laminar. SKS Nylund AB.DPA —200 P
6.1.2 Selladora de tubuladura. Terumo teruflex tube escaler ACS-152.
6.1.3 Refrigerador. Sanyo TSE.
6.1.4 Congelador. Dometic MF280 (Medical System).
6.1.5 Centrifuga. HITACHI SCR7B.
6.1.6 Equipo de infusioén
6.1.7 Contador de colonias. Retomed CC-05
6.2 Materiales
6.2.1 Gradilla para transportar bolsa
6 .2.2 Pinza recta

6.2.3 Tijera
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6.2.4 Boligrafo
6.2.5 Nylon para los desechos
6.2.6 Jeringuilla desechable de 10 mL
6.2.7 Frascos de 2L
6.2.8 Adaptadores plasticos
6.2.9 Tubos de ensayo 13 x 100 mm
6.2.10 Torundas de algodon
6.2.11 Viade aire. Aguja 21
6.2.12 Pipetas de 1 mL
6.2.13 Soporte metalico
6.2.14 Frascos estériles de cristal de 5 mL (con goteros)
6.2.15 Micropipeta
6.2.16 Porta suero de tela
6.3 Reactivos
6 .3.1 Azida sédica 10 %
6 .3.2 Solucién de Kaolin 5%
6 .3.4 Solucién colorante de los hemoclasificadores

% Color rojo: fuchsine 2%
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% Color amarillo: Acriflavina clorhidrato 2%
«  Color azul: Erioglaucine 2%

6.3.5 Solucion collodiom puro. Resina selladora
6.3.6 Alcohol etilico al 76 %

6.3.7 Cloruro de sodio al 10%

7. Operacion preliminar.

7.1 Buscar la bolsa de plasma a utilizar ubicada en el congelador en la gaveta de
productos liberados  verificando que la misma se corresponda con el tipo de
hemoclasificador a producir (anti A, anti B, anti AB) , seleccionando la de mayor tiempo
de almacenamiento , y comprobando en la documentacion de la misma que provenga de
donadores sanos negativos a las pruebas del antigeno del virus de la Hepatitis B y a los
anticuerpos del virus del Sindrome de Inmunodeficiencia Humana Adquirida y anticuerpos
del virus de la Hepatitis C y TGP menor de 25 unidades , y ensayo microbiologico
negativo. Debe tener ademas un titulo del anticuerpo especifico no menor de 1:128. (Ver
anexo B)

7.2 Si se detecta algtn error en la documentacion de la bolsa seleccionada, colocarla
en el congelador en la gaveta de cuarentena hasta verificar el mismo. En caso de rotura

trasladar la misma al departamento de descontaminacion.
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7.3 Si la inspeccion realizada a la bolsa de plasma cumple satisfactoriamente los
parametros antes mencionados almacenar la misma en el refrigerador a una temperatura
de 6 + 2 °C por 24 horas.

7.4 Localizar todos los materiales y reactivos de acuerdo al paso del procedimiento que

se vaya a realizar.

8. Procedimiento.

8.1 Primer paso.

8.1.1 Trasladar la bolsa seleccionada hacia el area estéril y colocarla bajo flujo laminar.
8.1.2. Realizar la conversion de plasma en suero de la siguiente forma:

8.1.2.1 Colocar la bolsa en el compresor de plasma, pinzar tubuladura por zona intermedia
mas cercana al extremo final y desinfectar el mismo utilizando una pinza y torunda de
algodon con solucion de alcohol etilico al 76%.

8.1.2.2 Con ayuda de una tijera cortar el extremo superior de la tubuladura e introducir la
tijera en solucion desinfectante (alcohol etilico al 76 %) y el extremo de la tubuladura
depositarlo en el recipiente de desechos

.8.1.2.3. Localizar el frasco de kaolin retirar la tapa metélica e introducir aguja de una
jeringuilla desechable de no menos de 10 mL en el frasco y extraer 9 mL de esta solucion,

retirando la aguja del interior del frasco.
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8.1.2.4. Abrir pinza y afiadir la solucion de kaolin al interior de la bolsa, cerrar la pinza y
homogeneizar suavemente.

8.1.2.5. Localizar el frasco de azida sodica retirar la tapa metalica e introducir aguja de
una jeringuilla desechable de no menos de 10 mL en el frasco y extraer 6 mL de esta
solucion, retirando la aguja del interior del frasco.

8.1.2.6 Abrir pinza y afiadir la solucion de azida sodica al interior de la bolsa, cerrar la
pinza y homogeneizar suavemente.

8.1.2.7 Sellar el extremo de la tubuladura de la bolsa utilizando la selladora de tubuladura
y retirar la pinza.

8.1.2.8. Colocar la bolsa en sobre de nylon y trasladarla a un Bafio de Maria a una
temperatura de 37 °C por un tiempo no menor de 30 min.

8.1.2.9 Almacenar en el refrigerador a una temperatura de 6 + 2 °C por 24 horas.

8.1.2.10 Anotar la fecha de inicio de la produccién en el registro de trazabilidad

correspondiente. (Ver anexo B).
8.2 Segundo paso.

8.2.1 Localizar bolsa utilizada en el paso anterior, extraerla del refrigerador, y protegida

aun por el nylon poner en Bafio de Maria por 30 min a 56 °C
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8.2.2 Revisar el contenido de la bolsa, comprobar la formacion del codgulo y retirar el
nylon.

8.2.3 Centrifugar la bolsa por S min. a 3000 r.p.m. y a una temperatura de 4°C.

8.2.4 Pasar al area estéril la bolsa, el frasco de 2 L y los adaptadores y poner bajo flujo
laminar.

8.2.5 Colocar la bolsa en el compresor y ubicar la pinza en una zona media de la
tubuladura cercana al extremo y desinfectar el mismo utilizando una pinza y torunda de
algodon con solucion de alcohol etilico al 76%.

8.2.6 Retirar la zona superior de la tapa metalica del frasco de 2L perforando el tapén de
goma con el adaptador y una via de aire.

8.2.7 Cortar el extremo de la tubuladura de la bolsa manteniendo la pinza cerrada.

8.2.8 Retirar la bolsa del compresor e introducir el extremo de la tubuladura en el
adaptador ubicado en la parte superior de la tapa del frasco de 2L, colocar la bolsa en
posicion vertical hacia abajo Sujetando con una mano la parte de la bolsa que queda hacia
arriba y que contiene el codgulo, abrir la pinza, decantar el suero hacia el interior del
frasco, garantizando la extraccion de todo el suero hacia el frasco de 2 litros.

8.2.9 Sellar el extremo de la tubuladura de la bolsa que contiene el codgulo y colocar la

misma en nylon destinado al material de descontaminacion.
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8.2.10 Anadir al suero depositado en el frasco de 2 litros la solucion colorante utilizando
una jeringuilla desechable de 10 mL en proporcién de ImL por cada 500 mL de suero
escogiendo el reactivo de acuerdo al hemoclasificador que se este produciendo segun las
especificaciones del mismo y homogeneizar. (Ver anexo E).

8.2.11 Utilizando una jeringuilla desechable tomar muestra de 2 mL en tubo de ensayo
estéril con medio de tioglicolato para posterior analisis microbiologico (Ver PNO L-CC-
01), tomar una muestra de 10 mL en un frasco de cristal estéril para posterior desarrollo
del método del potenciador (Ver anexo A).

8.2.12 Retirar adaptador y via de aire del frasco de 2 litros, colocar una torunda de
algodon en el extremo de una pinza y afadir collodiom y frotar por el tapén. Colocar tapa
metalica, rotular el frasco con el nimero de la historia clinica y la fecha de preparacion.
8.2.13 Colocar el frasco de 2L en el refrigerador a una temperatura de 6 = 2 °C y entregar
la muestra al laboratorio de microbiologia junto al modelo de solicitud de ensayo. (Ver
anexo C) esperar los resultados.

8.2.14 Reflejar en el registro de trazabilidad del producto correspondiente los datos

necesarios para el segundo paso del proceso de produccion.
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8.3 Tercer paso.

8.3.1 Localizar el frasco de 2L almacenado en el paso anterior.

8.3.2 Trasladar el frasco de 2L hacia el area estéril y colocar bajo flujo laminar.

8.3.3 Analizar el volumen del frasco y calcular la cantidad de solucién de cloruro de
sodio al 10% de acuerdo al resultado del método del potenciador.

8.3.4 Retirar de la zona superior del frasco la tapa metalica perforando el tapén de goma
con jeringuilla desechable y afadir la cantidad de solucion de cloruro de sodio al 10%
segun célculo anterior y homogeneizar.

8.3.5 Colocar el frasco de 2 L dentro del porta suero de tela y colocar en posicion vertical
hacia abajo, colgandolo del soporte metalico.

8.3.6 Localizar equipo de infusion y perforar con la aguja el tapon para via de aire.

8.3.7 Pinzar tubuladura y cortar por el extremo del equipo.

8.3.8 Localizar frascos con goteros estériles, destapar uno a uno cada frasco.

8.3.9 Dispensar 5 mL de volumen en cada frasco y tapar inmediatamente hasta agotar
todo el volumen del frasco.

8.3.10 Separar para analisis microbiologico y ensayo funcional tres frascos, una muestra
se obtendra al inicio, una intermedia y al final del proceso de llenado.

8.3.11 Trasladar los frascos y demaés instrumentos fuera del area estéril.
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8.3.12 Entregar los frascos a microbiologia y control de la calidad para ensayo funcional y
adjunto el modelo de solicitud ver anexo (C), los demdas frascos colocarlos en cajas
identificadas, almacenar en refrigerador en 4rea de cuarentena a una temperatura 6+2 ° Cy
esperar 14 dias hasta obtener los resultados de microbiologia y ensayo funcional.

8.3.13 Reflejar en el registro de trazabilidad del producto correspondiente los datos

necesarios para el tercer paso del proceso de produccion.

8.4 Cuarto paso.

8.4.1 Si el resultado del ensayo funcional y andlisis microbioldgico estan dentro de los
parametros establecidos (ver anexo D y E), se procede a poner etiqueta a cada frasco
siguiendo los requisitos expuestos en el anexo E.

8.4.2 Confeccionar protocolo del producto a liberar segun anexo F.

8.4.3 Informar al departamento de aseguramiento de la calidad para que revise toda la
documentacion y el producto a liberar.

8.4.4. El productor retendrd como minimo tres muestras del lote y las conservara en las
condiciones por ¢l recomendadas 6 meses después de la fecha de vencimiento del
producto.

8.4.5 Reflejar en el registro de trazabilidad del producto correspondiente los datos

necesarios para el cuarto paso del proceso de produccion.
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3.2 Resultados de la aplicacion de la metodologia propuesta.

Es indiscutible la superioridad del procedimiento implementado con respecto a la Norma
Cubana’ del afio 1979 que existia hasta el momento, debido a que en los Gltimos afios han
surgido nuevas normas, regulaciones y resoluciones ministeriales que son emitidas por el
CEDMED y el Ministerio de Salud Publica las cuales han sido incorporadas al

procedimiento y que son de vital importancia para el proceso de produccion.

En la Norma Cubanas, el proceso de produccion comienza a partir de sangre total lo que
es una técnica muy invasiva para el donante. Los pasos criticos del proceso de produccion
no son detallados y no se plantea trabajar bajo flujo laminar. Las unidades de medidas no
estdn acordes con las existentes actualmente. Los ensayos funcionales que se deben
realizar no lo suficientemente precisos, ya que no enumera las muestras a utilizar, y para
la esterilidad no especifica el medio de cultivo, y tampoco el tiempo de incubacion. La
etiqueta del reactivo no cumple con los requisitos del rotulado de los diagn()sticadores12

establecidos por el CEDMED.

Este procedimiento se puso en practica durante la produccion de un lote del reactivo anti-
AB para el cual se utiliz6 la bolsa de plasma anti-AB con historia clinica niimero
014HAB-1 con el proposito de validar el procedimiento. Para este propdsito se adiestro al
personal necesario y se crearon los documentos que soportan esta actividad para cumplir

con las Buenas Practicas de Produccion.

Metodo del potenciador.
A la formulacion del hemoclasificador anti-AB policlonal para incrementar la avidez y el
grado de la reaccion de aglutinacion se le deben adicionar 0.125 mL de NaCl al 10% por

cada 1 mL de suero. (Tabla #1)
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Tabla # 1. Avidez del reactivo hemoclasificador anti-AB policlonal con cantidades

crecientes de NaCl al 10%.

Volumen de NaCl al 10% (mL)

Fenotipo | 0.025| 0.05 | 0.075 | 0.1 |0.125| 0.15 | 0.175| 0.2 | 0.225| 0.25

Al 20 18 14 10 6 12 20 25 28 30

B 15 13 12 12 5 9 17 20 22 25

3.3 Evaluacion de la calidad del producto terminado.

En la Norma Oficial Mexicana” del afio 1993 se reporta que cada lote del reactivo debe

ser probado por el fabricante por los métodos por él recomendados al usuario en la

etiqueta y en el instructivo de uso.

El producto final debe ser estéril, transparente y libre de particulas y contener un

, S 2,16.25
conservador que podra ser azida sddica al 0.1%.

Los ensayos funcionales realizados al producto terminado permiten valorar la calidad del
producto final del lote anti-AB, en el Departamento de Aseguramiento de la Calidad del
BSP Cienfuegos, asi como la evaluacion en paralelo con el reactivo anti-AB de origen

monoclonal producido por Centics Diagnostico.
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Determinacion de la esterilidad.

Durante el tiempo de incubaciéon no se observd crecimiento microbiano en ninguno de

los tres frascos del lote del reactivo anti-AB policlonal producido. (Tabla # 2)

Tabla # 2. Esterilidad de los tres frascos del reactivo hemoclasificador anti-AB

policlonal incubado en el medio de tioglicolato durante 14 dias.

No. de frascos Tiempo de incubacién en tioglicolato
ensayados 24 horas 72 horas 7 dias 14 dias
1 SCB SCB SCB SCB
2 SCB SCB SCB SCB
3 SCB SCB SCB SCB

Leyenda: SCB: Sin Crecimiento Bacteriano.

Determinacion de la potencia.

El titulo de cada frasco del reactivo frente a los eritrocitos Al es de 1:128, mientras que

con los eritrocitos B en las dos muestras ensayadas el titulo es de 1:256. (Tabla # 3)

Tabla # 3. Titulo de los tres frascos del reactivo hemoclasificador anti-AB policlonal

frente a un panel de hematies de fenotipos diferentes.

Titulo
Fenotipos | No. de muestra Frasco # 1 Frasco # 2 Frasco # 3
Al 1 1:128 1:128 1:128
B 2 1:256 1:256 1:256
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Determinacion de la avidez.
El tiempo que demoro en aparecer la aglutinaciéon no supero los 5 segundos en cada uno
de los hematies de prueba. Segln la inspeccion visual los aglutinados son mayores de 2

mm de didmetro antes los 60 segundos. (Tabla # 4)

Tabla # 4. Ensayo de avidez de los tres frascos del reactivo hemoclasificador anti-AB

policlonal frente a los hematies de prueba.

No. de Tiempo de aglutinacion en segundos
Fenotipo muestra Frasco # 1 Frasco # 2 Frasco # 3
Al 1 5 5 4
1 4 3 4
B 2 3 3 3

Determinacion de la especificidad. =16

En cuanto a la especificidad se plantea que debe reaccionar con al menos 2+ de
aglutinacion con todas las muestras que contengan el antigeno especifico y no debe
reaccionar con eritrocitos carentes del antigeno y no presentaran anticuerpos contra los
antigenos de los grupos sanguineos: H, I, Lea, Leb, K, k, Kpb, Jsb P1, D, C, c, E, e, Cw,
M, N, S, s, U, Lub, Jka Jkb, Fya, Fyb, Xga.

En todas las muestras utilizadas que contienen el antigeno especifico el grado de

reaccion de aglutinaciéon no es menor que 3+ segin los grados de la reaccion de

aglutinacion. (Tabla # 5)
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Tabla # 5. Grados de la reaccion de aglutinacion de los tres frascos del reactivo

hemoclasificador anti-AB policlonal frente a un panel de hematies de fenotipos

diferentes.
Fenotipos No. de Grados de aglutinacion
muestras Frasco # 1 Frasco # 2 Frasco # 3
Al 1 3+ 3+ 3+
1 4+ 4+ 4+
B 2 4+ 4+ 4+
1 0 0 0
@) 2 0 0 0
3 0 0 0
4 0 0 0

No existio reaccion con los eritrocitos carentes del antigeno. No se detectaron anticuerpos

al enfrentar el reactivo a un panel de células compuesto por: K, D, C, c, E .e.

3.4 Evaluacion en paralelo del reactivo anti — AB policlonal con el reactivo Anti-AB

monoclonal.

Una evaluacion en paralelo del producto final con el reactivo anti-AB de origen
monoclonal producido por Centics Diagnostico, el cual posee numero de lote 0501 y
fecha de vencimiento 08/07 fue desarrollada con el fin de corroborar la calidad del

producto terminado.
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Se obtuvo un titulo de 1:512 con las muestras eritrocitos Al y B para el reactivo
monoclonal de referencia, mientras que el titulo del reactivo anti-AB policlonal para las
muestras eritrocitos Al es de 1:128 y para las muestras de eritrocitos B es de 1:256. (Tabla

4 6)

Los resultados demuestran la potencia del reactivo anti-AB obtenido ya que segun las
recomendaciones del CEDMED un reactivo anti-AB para su  evaluacion como

hemoclasificador debe tener un titulo no menor de 64 con una muestra de eritrocitos Al
6

y dos muestras de eritrocitos B.>!
Segin la Norma Oficial Mexicana y las Recomendaciones del CEDMED para la
evaluacion de los diagnosticadores, en el ensayo funcional de avidez, la aglutinacion

debe ocurrir en un intervalo no mayor de 60 segundos y los cimulos no serdn menores

., . , . -y . 2.16
que 1 mm de didmetro a los 2 minutos segln inspeccion visual.

La avidez e intensidad de la reaccion en cada una de las muestras ensayadas se
comportaron de forma similar. La aglutinacion ocurrié en un tiempo maximo de 5
segundos y el tamafio de los ctimulos finales fue mayor de 2 mm de diametro en un fondo
claro, lo que nos permite evaluar la intensidad de la aglutinaciéon de 3+ y 4+ en cada

una de las muestras ensayadas. (Tabla # 6)

Estos resultados se consideran satisfactorios y demuestran la calidad del producto
terminado, debido a que los pardmetros evaluados se comportaron de forma similar a los
del reactivo anti- AB de origen monoclonal, superando los requisitos de potencia, avidez e
intensidad de la reaccion establecidos por el CEDMED para la evaluacion de los reactivos

hemoclasificadores. (Tabla # 6)
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Tabla # 6. Evaluacion en paralelo del reactivo anti-AB policlonal con el reactivo

Anti-AB de origen monoclonal.

Origen del Fenotipos Titulo Avidez Grados de
reactivo aglutinacion

Al 1:128 5 seg. 3+
Policlonal B 1:256 4 seg. 4+

0 - - -

Al 1:512 3 seg. 3+
Monoclonal B 1:512 4 seg. 3+

O - - -
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1.

CONCLUSIONES

Se implement6 un procedimiento el cual result6 eficaz para el proceso de produccion

de los reactivos hemoclasificadores policlonales ABO.
La evaluacion de la calidad realizada al lote del reactivo anti-AB policlonal cumple
con los parametros de esterilidad, especificidad, potencia y avidez establecidos por el

CEDMED para la evaluacion de los reactivos hemoclasificadores.

La evaluacion en paralelo desarrollada con el reactivo anti-AB de origen monoclonal

cumple con los requisitos de potencia, avidez e intensidad de la reaccion.
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3.

RECOMENDACIONES
Introducir en el departamento de Aseguramiento de la Calidad los ensayos funcionales
establecidos por el CEDMED para la evaluacion de los reactivos hemoclasificadores
policlonales y monoclonales del sistema de grupos sanguineos humanos ABO.

Poner a prueba el procedimiento por un periodo de un afo.

Evaluar la postcomercializacion del reactivo.
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ANEXO A

Metodo del potenciador.

1. Para la determinacion de la concentracion de cloruro de sodio con la que se logra una

mayor avidez, se toman 10 tubos de ensayo numerados, y con ellos se colocan cantidades

progresivas de solucion salina al 10%.En el primer tubo se agregan 0.025 mL, en el

segundo tubo 0.05 mL en el tercero 0.075 mL, etc. Se agregard a cada tubo 1 mL de

suero en estudio.

2. Se enfrenta el suero en cada mezcla a las células Al y A2, AIBy A2B anotando el

tiempo exacto en segundos desde el momento en que se mezclan el suero y las células

hasta la presencia de la aglutinacion perfectamente visible.

3. La mezcla del menor tiempo en segundos (siempre inferior a 15 seg.) en provocar la

aglutinacion visible es la seleccionada.

Por ejemplo:

Si la mezcla de 0.175 mL de solucion salina al 10% con 1mL de sangre es la mas rapida

debe agregarse 0.175 mL de solucion salina al 10% a cada mililitro de suero.
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ANEXO B

Registro de trazabilidad de cada suero hemoclasificador

REGISTRO DE TRAZABILIDAD PARA REACTIVOS | Folio

HEMOCLASIFICADORES  POLICLONALES ANTI - AB.

No de HC

Lote de la donacion

Fecha de la donacion

Volumen inicial

Titulo inicial

Ensayo M.B Inicial

Liberado por A.C

Fecha de liberado

PRIMER PASO

Fecha de inicio

SEGUNDO PASO

Ensayo M.B

Meétodo del potenciador

TERCER PASO

Ensayo de M.B

E. Func satisfactorio

CUARTO PASO

Folio del protocolo

Fecha de Lib. por AC

Observaciones
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ANEXO B -1
Instrucciones para el llenado.
Folio: Se colocara el folio consecutivo perteneciente al modelo, se comenzard por el
numero 1 al inicio de cada afo.
No de HC: Se colocara el numero de historia clinica correspondiente a la bolsa de plasma
segun etiqueta de la misma.
Lote de la donacion: Se registrara el lote de la bolsa de plasma correspondiente segun lo
reflejado en la etiqueta de la misma.
Fecha de la donacion: Se registrarad la fecha de la donacién reflejada en la etiqueta de la
bolsa de plasma correspondiente.
Volumen inicial: Se registrard el volumen de la donacion reflejada en la etiqueta de la
bolsa de plasma correspondiente.
Titulo inicial: Se registrara el titulo del plasma que corresponde a la bolsa segiin informe
de laboratorio.
Ensayo M.B Inicial: Se registrara el resultado del ensayo microbiolégico de una muestra
tomada de la bolsa de plasma, recién realizada la donacion.
Liberado por A.C: Se reflejara con las siglas Lib, si la bolsa de plasma fue liberada por
aseguramiento de la calidad como que proviene de un donante sano negativo a las
pruebas del antigeno del virus de la Hepatitis B y a los anticuerpos del virus del Sindrome
de Inmunodeficiencia Humana Adquirida y anticuerpos del virus de la Hepatitis C y TGP

menor de 25 unidades.
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ANEXO B-2

Instrucciones para el llenado.
Fecha de liberado: Se registrard la fecha en que la bolsa de plasma correspondiente fue
liberada por aseguramiento de la calidad
Fecha de inicio: Se registrard la fecha en que se inicia la produccion del suero
hemoclasificador (Primer paso del proceso de produccion del suero hemoclasificador).
Ensayo M.B: Se registrara el resultado del ensayo microbiologico de una muestra tomada
de la bolsa de plasma durante el segundo paso del proceso.

Meétodo del potenciador: Se anotara el resultado del método del potenciador (mL de NaCl
al 10% que se necesitan para aumentar la avidez por cada mL de suero).

Ensayo M.B: Se registrara el resultado del ensayo microbiologico de una muestra tomada
de la bolsa de plasma durante el tercer paso del proceso.

E. Funcional: Se registrard con las siglas (satisfactorio o no satisfactorio) si los ensayos
funcionales realizados al producto corresponden o no con las especificaciones de calidad
descritas en este Proceder.

Folio del protocolo: Se registrard el niumero del folio del protocolo de liberacion
correspondiente a este producto.

Fecha de liberado por AC: Se registrard la fecha en que el suero hemoclasificador
correspondiente fue liberado por aseguramiento de la calidad.

Observaciones: Se registrard cualquier incidencia ocurrida durante el proceso de
produccion del suero hemoclasificador.

NOTA: En cada registro se llevara la trazablidad de 6 lotes.
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ANEXO C

Solicitud de ensayo microbiolégico y ensayo funcional.

Mod. Pro — SOLICITUD DE ENSAYO |FOLIO:

BSP. Cfgos.

PRODUCTO TIPO DE ENSAYO RESULTADOS
Solicitado por: Realizado por: Revisado por:
Dpto.: Dpto.: Dpto.:
Fecha: Fecha: Fecha:
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ANEXO C-1

Instrucciones para el llenado.

Folio: Se colocara el folio consecutivo perteneciente al modelo, se comenzard por el
numero 1 para cada lote de produccion.

Producto: Se registrara el nombre del producto, etapa de la produccion, nimero de historia
clinica, nimero de lote, segun proceda en cada paso de la produccion.

Tipo de ensayo: Se registrard el tipo de ensayo que se solicite de acuerdo a las
especificaciones de calidad del producto.

Resultados: Se registraran los resultados por parte del personal que realiza el ensayo.
Solicitado por: Se registrard el nombre y apellidos de la persona que solicita el ensayo, el
departamento al que pertenece y la fecha de la solicitud.

Realizado por: Se registrara el nombre y apellidos de la persona que realiza el ensayo, el
departamento al que pertenece y la fecha.

Revisado por: Se registrara el nombre y apellidos de la persona que revisa el resultado del
ensayo, el departamento al que pertenece y la fecha, en este caso debe ser el departamento

de aseguramiento de la calidad.
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ANEXO D

Especificaciones de calidad de los ensayos funcionales.

1.

Esterilidad: Se registrara segun proceda: sin crecimiento microbiano (SCB) o con

crecimiento microbiano (CC).

2. Potencia

El suero anti-A tendra una potencia no menor que 64 con eritrocitos Al y no menor
que 16 con eritrocitos A2B.

El suero hemoclasificador anti-B tendra una potencia no menor que 64 con eritrocitos
B y no menor que 32 con eritrocitos A1B.

El suero hemoclasificador anti-AB tendra un titulo no menor de 64 con eritrocitos Al y
B y no menor que 32 con eritrocitos A2.

El suero que no cumpla con los requerimientos de potencia con alguna muestra en
particular serd analizado nuevamente con 4 muestras de eritrocitos de diferentes
individuos de igual fenotipo al de la muestra discrepante.

No se aceptara aquel producto que después de repetirse el ensayo no cumpla con los

requerimientos de potencia con mas de una muestra del total de fenotipos utilizados.
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ANEXO D-1

3. Especificidad: Los hemoclasificadores del sistema ABO, cualquiera sea el método de

ensayo, cumpliran con los siguientes requisitos:

Reaccionaran con al menos 2+ de aglutinacion con todas las muestras de eritrocitos
que contengan el antigeno especifico.

No reaccionaran con los eritrocitos carentes del antigeno.

No presentaran anticuerpos contra los antigenos de los grupos sanguineos: H, I, Lea,
Leb, K, k, Kpb, Jsb P1, D, C, ¢, E, e, Cw, M, N, S, s, U, Lub, Jka Jkb, Fya, Fyb, Xga.
No poseeran actividad hemolitica ni provocaran fendmeno Rouleaux.

No aglutinardn a eritrocitos de grupo O con prueba de Coombs directa de 3+ a 4+

obtenidos de pacientes con anemia hemolitica autoinmune o preparados in-vitro.
Avidez: Se observaran aglutinados en un intervalo no mayor de 60 segundos. Los

aglutinados no serdn menores que 1 mm de diametro a los 2 minutos, segin inspeccion

visual.
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ANEXO E

Especificaciones de calidad de los hemoclasificadores policlonales.

1. El producto terminado cumplira con los siguientes requisitos:

Sera transparente y libre de particulas.

Contendra preservativos antimicrobianos.

Se envasard en frascos gotero de vidrio neutro transparente.

El producto mantendra la actividad biologica y las caracteristicas fisico-quimicas
durante el periodo de validez declarado, a la temperatura de conservacion que

recomienda el productor. Estard avalado por un estudio de estabilidad apropiado.

2 Colorantes de los diagnésticadores.

Los colorantes utilizados para los reactivos hemoclasificadores seran tales que:

No afecten las caracteristicas biologicas del producto.

Mantengan la coloracion del producto sin cambios significativos durante el periodo de
validez del mismo.

Permitan la observacion del contenido y la deteccion de particulas o turbiedad en el

producto durante el uso.
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ANEXO E-1

3. Caodigo de colores: Se utilizara el indicado en la tabla # 3.

Tabla 3. Cédigo de colores requerido para los hemoclasificadores anti-A, anti-B y anti-AB.

Producto Color del suero Color de las etiquetas
Anti —A Azul Azul

Anti -B Amarillo Amarillo
Anti -AB Rojo o0 no coloreado Rojo

4. Rotulado: Las etiquetas en el envase primario y secundario del producto deben contener
la siguiente informacion:
» Nombre del producto.
Nombre del fabricante.
Numero de lote
Fecha de produccion.
Fecha de expiracion.
Temperatura de almacenaje.
Volumen.
Origen del reactivo(humano o murino)

Para prueba en tubo o en lamina

YV V.V V V V V VY V

Aplicacién

Titulo: Metodologia para la produccion de reactivos|PNO: P-PS-02
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ANEXO F
Protocolo de liberacion.
REGISTRO DE LIBERACION DE REACTIVOS HEMOCLASIFICADORES
POLICLONALES

Nombre del producto:

Procedencia de la Materia Prima:
Numero de HC de la Materia Prima:
Fecha de Extraccion:

Volumen inicial:

Titulo inicial:

Fecha de inicio de la produccion:

Materiales utilizados en la produccion del lote:

MATERIALES DE PROCEDENCIA INDUSTRIAL

Nombre Lote Fecha de vencimiento

Titulo: Metodologia para la produccion de reactivos | PNO: P-PS-02
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ANEXO F-1
Volumen final:
Fecha de envasado:
Total de frascos envasados:
Volumen por cada frasco:
Caracteristica del frasco utilizado:
Numero de frascos escogidos para control M.B y ensayo funcional:

Numero de lote del hemoclasificador:

MATERIALES PRODUCIDOS EN EL BANCO DE SANGRE

Fecha de | Fecha de|Fecha y lote
Nombre Lote ‘ o o
Produccion vencimiento | esterilizacion

Resultado del
control M.B
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ANEXO F-2

RESULTADO DE ENSAYO FUNCIONAL Y CONTROL M.B

Nombre del ensayo Fecha

Resultado

Nota: Los resultados de ensayo funcional y control M.B se anexan al registro.

Se utiliza la siguiente etiqueta:

Observaciones:
Confeccionado por: Fecha: Firma:
Revisado por: Fecha: Firma:
Liberado por: Fecha: Firma:

Cuiio A.C

74



Titulo: Metodologia para la produccion de reactivos|PNO: P-PS-02

hemoclasificadores policlonales ABO Pag. 27 de 29

Revision:01

Fecha: 12-06-06

Aprobado por: Sustitucion

Firma: Pégina Fecha

ANEXO F-3

Instrucciones para el llenado.
Nombre del producto: Se registrard el nombre del reactivo hemoclasificador que se
produjo (anti-A, anti-B o anti-AB).

Procedencia de la Materia Prima: Se registrara si la materia prima fue obtenida en el
Banco de Sangre de Cienfuegos o si procede de otro Banco, especificando el nombre del
mismo.

Numero de HC de la Materia Prima: Se registrara el numero de la historia clinica de la
materia prima segin etiqueta de la bolsa y documentacion de la misma.

Fecha de Extraccion: Se registrara la fecha en que fue realizada la donacion segun etiqueta
de la bolsa y documentacion de la misma.

Volumen inicial: Se registrara el volumen inicial de la donacién segun etiqueta de la
bolsa y documentacion de la misma.

Titulo inicial: Se registrara el titulo del plasma que corresponde a la bolsa segin registro
de trazabilidad e informe de laboratorio.

Fecha de inicio de la produccion: Se registrara la fecha en que se inicia la produccién del
reactivo.
Materiales de procedencia industrial: Se registrara en las casillas correspondientes, el
nombre, el lote y la fecha de vencimiento del material utilizado.
Materiales producidos en el Banco de Sangre: Se registrard en las casillas
correspondientes, nombre, lote, fecha de produccion, fecha de vencimiento, lote de
esterilizacion, y resultado de control microbioldgico del material utilizado,

Volumen final: Se registrara el volumen total del reactivo antes del envasado final.
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ANEXO F-4

Instrucciones para el llenado]
Fecha de envasado: Se registrara la fecha de envasado del producto final.
Total de frascos envasados: Se registrara el numero del total de frascos envasados.
Volumen por cada frasco: Se registrara el volumen de cada frasco envasado.
Caracteristica del frasco utilizado: Se registraran las caracteristicas del envase utilizado
(capacidad, color, material y otros).
Numero de frascos escogidos para control M.B y ensayo funcional: Se registrara el nimero
de frascos utilizados para control microbiologico y ensayo funcional

Numero de lote del reactivo hemoclasificador: Se registrara correspondiente del reactivo
hemoclasificador.
Resultado del ensayo funcional y control microbioldgico: Se registrara el nombre del
ensayo funcional, la fecha y el resultado del ensayo.

Observaciones: Se registrard cualquier incidencia ocurrida durante el proceso de
produccion.

Confeccionado por: Se registrard el nombre y apellidos de la persona que confecciona el
protocolo de liberacion, la fecha y la firma.

Revisado por: Se registrara el nombre y apellidos de la persona que revisa el protocolo de
liberacion, la fecha y la firma.
Liberado por: Se registrara el nombre y apellidos de la persona que revisa el protocolo de

liberacion, la fecha y la firma.
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