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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS OPERATIVOS  

UNIDAD DE INMUNOHEMATOLOGIA 
 

 

 

INTRODUCCIÓN 

 

 

Los manuales de procedimientos son los documentos que contienen la descripción paso                   

a paso de actividades que deben seguirse en la realización, en  este caso específico,                            

de los procesos analíticos del área de inmunohematología del Banco de Sangre. 

 

Teniendo en cuenta la importancia de la implementación de los Manuales de 

Procedimientos Operativos, en el banco de sangre, presentamos este Manual de 

Procedimientos Operativos de Inmunohematología, constituido por los procedimientos de 

tipo técnico requeridos por el “Reglamento para el Funcionamiento y la Habilitación de los 

Bancos de Sangre” del MSP y por  los Estándares de Trabajo para Servicios de Sangre de la 

OPS/OMS 2012.  

 

Este manual incluye las normas generales, procedimientos e  instrucciones de trabajo 

necesarios para la realización de las pruebas inmunohematológicas, los cuales precisan el 

objetivo, alcance y responsabilidades,  así como materiales, requisitos de la muestras, el 

modo operativo entre otros muchos aspectos,  

 

Ha sido realizado para facilitar y estandarizar la labor del personal, contribuyendo    a    

hacer más fácil las labores de auditoria, la evaluación y  el    control  interno, creando la 

conciencia en los empleados y en los niveles de dirección del Banco o Servicio de Sangre  

y del Hospital mismo de  que el trabajo operativo,  se está realizando de una manera 

adecuada. 

 

Preparado con la colaboración del personal del banco de sangre y acatando los 

requerimientos del Reglamento del MSP  en materia de bancos de sangre. Estos 

procedimientos técnicos deben ser implementados, revisados y mejorados continuamente 

por el personal, para el buen funcionamiento del Banco de Sangre y para la entrega de 

sangre segura y oportuna. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.monografias.com/trabajos13/mapro/mapro.shtml
http://www.monografias.com/trabajos13/mapro/mapro.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/control/control.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/estacon/estacon.shtml
http://www.monografias.com/trabajos/fintrabajo/fintrabajo.shtml
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ÁMBITO DE APLICACIÓN 

 

 

Este Manual de Procedimientos Operativos  de Inmunohematología del Hospital de 

Maternidad  Nuestra Señora de la Altagracia, describe la forma en que la organización 

aplica los Procedimientos Operativos Estandarizados (POEs) en la unidad de banco de 

sangre, ha sido  preparado por nuestro personal  para su uso exclusivo en nuestras  

instalaciones. 

 

En él se describen con detalles los procedimientos requeridos por el Reglamento para el 

Funcionamiento y Habilitación de los Bancos de Sangre, para el tamizado adecuado de las 

unidades sanguíneas a ser transfundidas. 
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS OPERATIVOS  

UNIDAD DE INMUNOHEMATOLOGIA 
 

 

 

 

 

OBJETIVOS 

 

 

Objetivo General: 

 

Compilar en un solo manual las normas generales y los procedimientos operativos 

estándares de acuerdo  a los requerimientos de los Estándares de Trabajo para Servicios de 

Sangre de la OPS/OMS 2012  en el Banco de Sangre del Hospital Maternidad Nuestra 

Señora de la Altagracia.     

 

 

Objetivos Específicos: 
 

Describir y documentar las normas generales para las buenas practicas del proceso analítico 

en el banco de sangre  

 

Dotar al Banco de Sangre de los procedimientos operativos estándares (POEs) necesarios 

para la ejecución estandarizada  de sus pruebas inmunohematologicas. 

 

Proporcionar al personal las normas y  procedimientos que se deben observar. 
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RESPONSABILIDADES 

 

 

Es responsabilidad de la encargada del Banco de Sangre, la encargada de calidad y la 

encargada de unidad que el personal técnico que realice la prueba, esté capacitado y 

entrenado en la ejecución de la misma, a fin  de lograr resultados confiables y oportunos. 
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS OPERATIVOS  

UNIDAD DE INMUNOHEMATOLOGIA 
 
 

DEFINICIONES DE TÉRMINOS 

 

 

 

Aglutinina: Anticuerpo capaz de provocar aglutinación especifica de bacterias o células 

(en especial eritrocitos) por estímulos de los aglutinógenos presentes. 
 

Aglutinación: Cuando se agregan cantidades de sueros específicos (aglutininas) a 

suspensiones homogéneas de microorganismo y también cuando la aglutinina sanguínea de 

un tipo se pone en contacto con glóbulos que poseen aglutinógenos del mismo tipo. 
 

Anticuerpo: Seroglobulina modificada que en un animal en respuesta a un estímulo 

antigénico y que reacciona in vivo o in vitro con el antígeno homologo. 
 

Anticuerpos Irregulares: Son proteínas integradas por cadenas de aminoácidos unidas por 

puentes peptídicos. Son de dos tipos IgG/IgM. 
 

Antígeno: Es una sustancia o complejo de sustancias de alto peso molecular (por lo general 

una proteína o complejo de proteínas y polisacáridos y otras veces un polisacárido natural), 

que al ser introducida en el organismo determina la aparición de sustancias llamadas 

anticuerpos, que reaccionan específicamente con ellas. 
 

Antígeno Rho (D): Antígeno que se desarrolla a principio de la vida fetal y se mantiene 

durante toda la vida. Es tan potente tanto en la sangre del cordón umbilical del recién 

nacido como en la vida adulta.  
 

Decantar: Separar de un sedimento el líquido claro sobrenadante. 

 

Especificidad: Es la de un método analítico para obtener únicamente el o los componentes 

que se desean sin que interfiera otro compuesto. Se define como la proporción de muestras 

negativas (no reactivas) correctamente identificadas. 

  

Glóbulos rojos lavados: Es la unidad de sangre desplasmatizada, sometida a tres lavados 

sucesivos con solución salina fisiológica con el objetivo de reducir el plasma contaminante. 

 

Grupos sanguíneos: Los grupos sanguíneos están constituidos por aloantígenos presentes 

en la superficie de la membrana de los glóbulos rojos, que se transmiten hereditariamente 

de padres a hijos. Su importancia clínica se debe a sus propiedades sensibilizantes, es decir, 

son capaces de estimular la formación de anticuerpos y provocar una reacción inmune. 

 

Floculación: Precipitación de una solución coloidal en forma de copos. 
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Hemocomponentes: Son los productos preparados por el Banco de Sangre a partir de la 

unidad de sangre entera por medio de métodos de separación física: Sangre 

desplasmatizada, Plasma Fresco, Concentrado Plaquetario. 

 

Hemólisis: Proceso que consiste en la separación de la hemoglobina de los  glóbulos y su 

aparición en el líquido en el cual se hallan suspendidos dichos glóbulo. Puede ser causada 

por hemolisinas o sustancias químicas, por enfriamiento mediante agua destilada. 
 

Hemolizado: Que ha sufrido hemólisis. 
 

Homogenizar: Hacer homogénea una cosa. 

 

Inactivar: Hacer inactivo, destruir la actividad de una cosa. 
 

Incubar: Colocar en Baño María a una temperatura determinada por un tiempo. En este 

caso la temperatura es de 37° C. 
 

Inmunohematología: Es la rama de la hematología que estudia los procesos inmunitarios 

que tienen lugar en el organismo en relación con los elementos sanguíneos. 
 

Informe de Resultados: Documentos escritos, validados y firmados por el analista clínico 

que contienen los resultados de análisis cualitativos y cuantitativos de acuerdo a las 

reglamentaciones vigentes, acompañados de comentarios cuando así se considere necesario. 

 

Interferencia Analítica: Los medicamentos o sus metabólicos pueden alterar en cualquier 

etapa la valoración de un componente. Estas pueden aumentar o disminuir la concentración 

del o los analíto (s) sobre el cual actúa. 

  

Interferencia Biológica: El medicamento provoca una modificación de un componente 

biológico, por una acción fisiológica, farmacológica o toxicológica. Estas pueden 

manifestarse al aumentar o disminuir la concentración del o los analíto (s) sobre el cual 

actúa. 
 

Intervalos de Referencia: Son los límites que representan los intervalos de valores 

aceptados en una población considerada sana o bajo condiciones especiales que se usa para 

establecer comparaciones con los resultados obtenidos en los usuarios. 

 

Literatura: Cualquier material impreso o gráfico que acompaña a un reactivo para 

diagnóstico sin estar unido o fijado a este y que contiene instrucciones para su uso. 

 

Lote: Una cantidad definida de material en forma de producto en bruto interno o terminado 

que es uniforme en carácter y calidad como evidencia al cumplimiento de los requisitos de 

producción y de aseguramiento  la calidad del ensayo. 

 

Muestra o espécimen: Parte representativa de un material que se usará para ser analizado 

en los laboratorios de salud. Material biológico que se obtiene con el propósito de  detectar 

o medir una o más cantidades. 
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Prozona o fenomeno de prozona: Es la ausencia de aglutinación o presencia de 

aglutinación completa en las diluciones altas, se presenta cuando se añaden cantidades 

menores de antígeno a cantidades constantes de anticuerpo, dando una precipitación o 

aglutinación con una rapidez e intensidad máximas. 

 

Inversamente, si se añaden cantidades mayores de antígeno a cantidades constantes de 

anticuerpo, se alcanza una proporción para la cual no se presentan precipitación ni 

aglutinación. 

 

Reacción Antígeno Anticuerpo: Reacción que consiste en la combinación especifica de 

un antígeno con su anticuerpo homologo, puede hacerse visible in vitro en forma de 

aglutinación, precipitación, etc. 

  

Receptor: Es todo individuo que recibe un hemocomponente o hemoderivado por 

inyección parental. 

 

Sangre total: Producto que resulta después de agregar 63 ml de solución anticoagulante a 

los 450 ml de sangre obtenida de un donante. Su almacenamiento se realiza entre 2 y 6ºC.  

 

Sensibilidad: Es la capacidad mínima detectable, por un método analítico, es decir la 

cantidad mínima diferenciable de cero. Se emplea para evaluar la actividad diagnostica y se 

define como la proporción de individuos enfermos con resultados positivos con el método 

que se evalúe en una población enferma. 

 

Sistema ABO: Primer sistema antigénico que se describió y el más importante en la 

práctica transfusional. Está determinado por la presencia o ausencia de dos antígenos 

diferentes, A o B, sobre la superficie del hematíe y por la presencia constante en el suero de 

cada individuo de anticuerpos que reaccionan con los antígenos ausentes en sus hematíes.  

 

Sistema Rh: Fue descubierto en 1940 por Landsteiner y Wiener tras investigaciones 

realizadas con el mono Rhesus. Posteriormente  se pasó a denominar Rh positivos a los 

individuos que poseían el antígeno Rh, más tarde llamado antígeno D, y Rh negativos 

aquellos que no lo tienen. 

 

Unidad: En el contexto de la transfusión de sangre se refiere a un hemocomponente.  La 

unidad puede estar constituida por un volumen variable del hemocomponente, sujeto a las 

necesidades particulares de cada receptor. 

 

Vencimiento: De un hemocomponente o hemoderivado es el último día en el cual se puede 

transfundir el mismo. 
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NORMAS GENERALES 

 

 

1. OBJETIVO: 

 

Normatizar los procedimientos operativos realizados para el desarrollo del proceso analítico 

en el Banco de Sangre del Hospital de Nuestra Señora de la Altagracia (HMNSA). 

 

 

2. ALCANCE: 

 

Estas normas abarcan la etapa analítica de las pruebas realizadas en el banco de sangre del  

HMNSA 

 

 

3. NORMAS: 

 

3.1 La persona responsable de supervisar  la ejecución, control de calidad, interpretación y 

otros aspectos de los procedimientos es la Directora Técnica.  

 

3.2  Antes de comenzar a procesar las muestras, el material a utilizar debe colocarse sobre 

la mesa de trabajo, la cual debe estar limpia, desinfectada y organizada. 

 

3.4 Los reactivos que se almacenan en la nevera deben colocarse a temperatura ambiente 

por lo menos veinte (20) minutos antes de comenzar a trabajar. 

 

3.5 La cristalería que se va a utilizar, debe estar en buen estado, limpia y seca. 

 

3.6 Si la solución salina se encuentra turbia debe ser cambiada por una fresca o de reciente 

preparación. 

 

3.7 El agua utilizada  para los procedimientos analíticos,  debe  ser bidestilada o 

desionizada. 

 

3.8 La temperatura de la nevera para almacenamiento de sangre y otros productos 

sanguíneos debe ser tomada y registrada  cada seis horas. 

 

3.9 La temperatura de la nevera para almacenamiento de reactivos y del Baño María deben 

ser tomadas y registradas todos los días antes de iniciar los procedimientos analíticos. 

 

3.10 Se debe verificar que el Baño María tenga la temperatura deseada y el nivel de agua 

adecuado, antes de comenzar a trabajar. 
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3.11 Las pruebas para la tipificación sanguínea deberán realizarse en tubo, con su 

correspondiente prueba inversa como forma de comprobación. 

 

3.12  Determine la variante  D débil a todos los donantes y receptores Rho Negativo. 

 

3.13  Realice por lo menos una vez al año la prueba para la determinación del tiempo 

óptimo de centrifugación anotando los resultados en el formulario correspondiente. 

 

3.14 Realice diariamente a prueba de avidez de los anti-sueros  y anote los resultados, 

identificando el número de lote de los reactivos en el formulario correspondiente. 

 

3.15 Realice la prueba de titulación de los anti-sueros  cada vez que cambia el número de 

lote, identificando el número de lote de los reactivos en el formulario elaborado para tal fin. 

 

3.16 Almacene por lo menos tres días, las  muestras ya  procesadas antes de ser 

descartadas. 

 

3.17 La sangre o componentes sanguíneos que sean no satisfactorios porque los resultados  

de las pruebas requeridas, no estén disponibles, serán transfundidas únicamente  previo 

consentimiento informado del paciente y la autorización por escrito del médico tratante. 

 

3.18 Identifique  las unidades de sangre o componentes sanguíneos, cuyas pruebas no se 

hayan podido completar y señale  que las pruebas serológicas no han sido terminadas. 
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INSTRUCCIONES PARA LA PREPARACIÓN DE CÉLULAS AL 5% 

 

 

1. Objetivo:  

 

Facilitar al personal las instrucciones para la preparación correcta de  células al 5%. 

 

 

2. Equipos: 

 

Centrifuga de mesa de velocidad variable. 

 

 

3. Reactivos: 

 

Solución salina 0.9% 

 

 

4. Materiales: 

 

Pipetas de Pasteur ó goteros plásticos 

Tubos de ensayos 13 x 100 o  12 x 75 mm 

Guantes desechables  

Lápices marcadores 

 

 

5.  Muestra y estabilidad de la misma: 

 

Según el procedimiento adecuado para cada técnica. 

 

 

6. Instrucciones de preparación: 

 

6.1  Centrifugar los hematíes y retirar el suero o plasma. 

 

6.2  Servir de cinco (5) a diez (10) gotas de sangre en un tubo 13 x 100 o 12 x 75 mm. 

 

6.3 Lavar los hematíes con solución salina 0.9%  por lo menos tres (3) veces, resuspender 

los hematíes  en cada lavado antes de agregar la solución salina. 

 

6.4 Luego del tercer lavado agregar solución salina hasta obtener  un color rojo tomate. 
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Nota:  

La suspensión de células rojas (hematíes) debe ser preparada con sangre fresca, en  el 

momento que se requiera utilizarla.  La misma puede ser conservada durante varios días a 

una   temperatura entre  4 y 8 
O
C. 

 

 

7. Referencia; 

 

Manual de procedimientos de inmunología. Escuela de Bioanálisis. 2013. UASD 

 

 

8. Anexos:  

 

Inserto comercial Anti A, anti B y Anti A,B. 
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INSTRUCCIONES PARA LA PREPARACIÓN DE CÉLULAS CONTROL DE 

COOMBS. 

 

 

1. Objetivo:  

 

Facilitar al personal las instrucciones para la preparación correcta de las células control de 

Coombs. 

 

 

2 Equipos: 
 

Centrifuga Serofuge 

Reloj 

Centrifuga 

 

 

3. Reactivos: 
 

Anti-D 

Solución salina 0.9% 

 

 

4. Materiales: 
 

Pipetas de Pasteur o goteros plásticos 

Tubos de ensayos 13 x 100 y 12 x75 mm 

Guantes desechables  

Lápices marcadores 

 
 

5. Muestra y estabilidad de la misma: 

 

Preparar un pool (mezcla de diferentes células en un tubo de ensayo) de células rojas con 

sangre fresca O Rho positivo, extraídas con EDTA.   

 

 

6. Instrucciones de preparación 
 

6.1 Sacar los antisueros de la nevera y dejarlos poner a temperatura ambiente antes de 

comenzar a trabajar.  

 



 

 

 

 

15  

 

6.2 Centrifugar los hematíes provenientes del pool de sangre O Rho positivo con 

anticoagulante EDTA para retirar estos de plasma. 

 

6.3 Lavar los hematíes con solución salina 0.9% y preparar una suspensión al 5%. 

 

6.4  Preparar una dilución 1:10 de suero anti D con solución salina. 

 

6.5 Depositar en un tubo diez (10)  ml de hematíes Rho positivos lavados y diez (10)  ml de 

dilución 1:10 del suero anti D.  

 

6.6  Mezclar e incubar por 30 minutos a 37 
O
C. 

 

6.7 Lavar tres (3) veces con solución salina 0.9%.  

 

6.8 Preparar con estas células sensibilizadas una suspensión al 5 %. 

 

 

Notas:  

 

Mantener esta suspensión de células control en la nevera a temperatura entre 2 - 8 
O
C.    

En caso de que se preparen cantidades mayores de estas células control, mantenerlas 

siempre en la nevera.  

Pueden utilizarse durante una semana sí no están hemolizadas. 

 

 

7. Referencias: 

 

Kohler C, & Milstein c. (1975), Continuous cultures of fused cells secreting antibody and 

of predefined specificity, Nature, 256,495-497. 

 

Lee H. Rouger P. Germain C. Muller A & Salmon c. (1983), The production and 

standardisation of monoclonal antibodies as AB blood group typing reagents, Symposium 

of International Association of Biological Standardisation on monoclonal antibodies. 

 

Human Blood Groups, by Geoff Daniels, 1
st
 Ed. Blackwell Science, Oxford 1995. 

 

HMSO, Guidelines for Blood Transfusion Services, 2
nd

 Ed. 1994. 

 

Data on File: Tulip Diagnostics (p) Ltd. 

 

 

8. Anexo:  

 

Inserto comercial Antiglobulina Humana 
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PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DE LA TIPIFICACION 

SANGUINEA 

 

 

1. Objetivo: 

 

Determinar  los diferentes grupos y subgrupos (Sistema ABO) y tipos sanguíneos (Factor 

Rho o D), mediante reacciones antígeno-anticuerpo, utilizando el procedimiento en tubo. 

 

 

2. Alcance: 

 

Este procedimiento comprende desde la llegada de la muestra al laboratorio, hasta la 

entrega de los resultados. 

 

 

3. Significación Clínica: 

 

Posibles inmunizaciones y reacciones transfusionales. 

 

 

4. Fundamento o Principio de la Prueba: 

 

Los glóbulos rojos humanos que poseen  antígenos y en presencia de anticuerpos  

hemoclasificadores producen una reacción visible Antígeno-Anticuerpo de aglutinación. 

 

 

5. Referencia Comercial: 

 

Este es un procedimiento estándar que puede ser realizado con antisueros provenientes de 

diferentes casas comerciales. 

 

 

6. Requerimientos:  

Insumos Requeridos Especificación Cantidad 

Muestras Sangre total Preferiblemente sin anticoagulante y 

no requiere ayuno 

Cinco (5)  

ml 

Suero Sanguíneo Separado de los eritrocitos, Limpio, 

libre de hemolisis  

Dos (2)  a  

tres (3)  ml 
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7.  Conservación de la muestra: 

 

La muestra debe ser almacenada entre 2 y 8  
o
C 

 

Si se extrae la muestra  con anticoagulante debe ser procesada en el tiempo señalado a 

continuación:   
         

 

 

 

Reactivos 

Suero  Anti  A Monoclonal  Un  (1) 

frasco 

Suero  Anti B Monoclonal  Un  (1) 

frasco 

Suero Anti A,B Monoclonal  Un  (1) 

frasco 

Células conocidas  a Frescas Cantidad 

suficiente  

Células conocidas  b Frescas Cantidad 

suficiente 

Suero  Anti D Monoclonal Un  (1) 

frasco 

Solución Salina 0.9 % (isotónica) Fresca  Cantidad 

suficiente 

Albumina Bovina al 22 % Monoclonal  Un  (1) 

frasco 

Lecitina Anti-A1 (Para subgrupos 

de A y AB) 

Monoclonal  Un  (1) 

frasco 

Células Rho positivas (Para la 

Variante Rh débil) 

Comerciales o preparadas en el 

Banco de Sangre con células 

conocidas. 

Un  (1) 

frasco 

Células Rho negativo (Para la 

Variante Rh débil) 

Comerciales  o preparadas en el 

Banco de Sangre con células 

conocidas. 

Un  (1) 

frasco 

Células control de Coombs (Para 

la Variante Rh débil) 

Monoclonal o preparadas en el 

Banco de Sangre. 

Un  (1) 

frasco 

 

 

 

 

Materiales 
 

 

Guantes Látex,  desechables Un (1) par 

Goteros Plásticos o de cristal, desechables Varios  

Gradillas Cristal galvanizado, metal o plástica Una (1)    

Marcadores Para escribir en cristalería y en 

adhesivo 

Varios 

Tubos Preferiblemente empaque al vacío, 

tapón rojo, 12 x 75  y 13 x 100 mm 

Varios  

 

 

Equipos 

Centrifuga Serofuge  Una (1) 

Centrifuga de mesa 

 

Convencional, capacidad para 4 ó 

más tubos. 

Una (1) 

Baño María A 37 
 o
C. Una (1) 

Lámpara de luz Preferiblemente cuello de ganso Una (1) 

Reloj Cronómetro u otro Uno (1) 
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            EDTA y Heparina:      2 días 

            Oxalato o Citrato de sodio:  14 días 

            ACD o CPD:    28 días 

 

 

8. Conservación de los reactivos: 

 

Los reactivos deben almacenarse  entre 2 y 8 
o
C. 

No congelar. 

La vida  de almacenamiento del reactivo  depende de la fecha de caducidad. 

No utilizar si se observa cualquier cambio en el aspecto. 

 

 

9. Método:  
 

Reacción de aglutinación Antígeno - Anticuerpo en tubo de ensayo. 

 

 

10. Modo Operativo: 

 

10.1 Encendido del equipo: 

 

El Baño María debe encenderse de manera tal que alcance la temperatura apropiada en el 

momento de su uso. 

 

La lámpara de luz debe encenderse antes de iniciar el trabajo diario. 

 

10.2 Mantenimiento diario del equipo: 

 

Realizar  el control de temperatura del Baño María. 

Verificar el aspecto del agua del Baño María, si está turbia cambiar. Utilizar agua destilada 

o desionizada.  

Mantener los porta tubos de la centrifuga limpios y secos. 

 

10.3 Calibración: 

 

A la centrifuga Serofuge se le debe calibrar o verificar  las RPM y determinar los tiempos 

óptimos  de centrifugación para la reacción Antígeno-Anticuerpo y para el lavado de 

células (calibración de la centrifuga) periódicamente. (Ver procedimiento de control de 

calidad de la centrifuga Serofuge. 

El termómetro del Baño María debe estar calibrado y/o verificado. 

 

10.4 Consideraciones medioambientales, precauciones y eliminación de residuos: 

 

Toda muestra debe considerarse como altamente infecciosa, por lo que  deben  tomarse 

todas las precauciones de lugar. 
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Los residuos y restos de muestras deben ser eliminados de acuerdo a las normas 

establecidas en el Manual de Bioseguridad. 

 

 

10.5 Procedimientos: 

 

10.5.1 Determinación de grupo y tipo: 

 

10.5.1.1  Sacar los antisueros de la nevera y dejarlos poner a temperatura ambiente antes de 

comenzar a trabajar.  

 

10.5.1.2 Centrifugar la muestra de sangre del paciente y/o del donante, separar ambos  

sueros en tubos previamente rotulados con su número correspondiente. 

 

10.5.1.3 Preparar suspensión de hematíes al 5 %: depositar de 5 - 10 gotas de hematíes del 

paciente o del donante en el tubo previamente rotulado. 

 

10.5.1.4 Lavar tres (3) veces con solución salina al 0.9 % (preferiblemente comercial)  y 

preparar  una suspensión  

 

10.5.1.5 Rotular siete tubos de la siguiente manera: A, B, AB, AC, D, Ca y  Cb. 

 

10.5.1.6 Depositar una (1) gota de la suspensión hematíes al 5% en los tubos A, B, AB, AC 

y  D. 

 

10.5.1.7 Depositar en los tubos marcados Ca y Cb una (1) gota del suero de la sangre del 

paciente o del donante. 

 

10.5.1.8 Agregar al tubo marcado A una (1) gota de Anti-A; al tubo marcado B,  una (1) 

gota de Anti-B; al tubo marcado AB una (1)  gota de Anti-A,B; al tubo marcado AC, una 

(1) gota del suero problema; al tubo marcado D una (1) gota de Anti-D y una (1) gota de 

Albumina Bovina al 22%  Incubar (solo el tubo marcado D) a 37 
o
C  por 15 minutos. 

 

10.5.1.9 A los tubos marcados Ca y Cb agregar una (1) gota de células A y células B, 

respectivamente. 

 

10.5.1.10 Centrifugar todos los tubos según el tiempo optimo establecido en el control de 

calidad de la Serofuge. 

 

10.5.1.11 Leer  con  una fuente de luz en busca de aglutinación macroscópica y anotar  los 

resultados. 
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10.5.2 Determinación de los subgrupos: 

 

10.5.2.1 Muestra: 
 

Hematíes Grupo A ó AB 

 

10.5.1.2 Procedimiento: 

 

a) Rotular un tubo 12 x 75 mm y depositar una (1) gota de la suspensión de hematíes grupo 

A o AB al 5%  

 

b) Agregar una (1) gota del reactivo Anti-A1, mezclar, centrifugar, resuspender y leer en 

busca de aglutinación. 

 

10.5.2.3 Interpretación de los Resultados: 

 

Si hay ausencia de aglutinación se reporta: subgrupo A2 ó A2B. 

Si hay presencia de aglutinación, se reporta: subgrupo A1 ó A1B. 

 

Notas:  
Las muestras que resulten del grupo  sanguíneo A y AB se les deben realizar la 

determinación del subgrupo.  

 

Las muestras que resulten ser Rho o D negativas hay que realizarle la Variante D Débil 

(D
u
). 

 

10.5.3 Determinación de Variante D débil (D
u
): 

 

10.5.3.1 Muestra:  

 

Células Rho (D) negativa. 

 

10.5.3.2 Procedimiento: 

 

a) Sacar los antisueros de la nevera y dejarlos poner a temperatura ambiente antes de 

comenzar a trabajar.  

 

b) Rotular tres (3)  tubos: Muestra (M). Control Positivo (CP) y Control Negativo (CN). 

 

c) Agregar al tubo M, una (1)  gota de reactivo Anti-Rho, una (1) gota de Albumina Bovina 

al 22%  y dos    (2) gotas de  la muestra Rho Negativa. 

 

d) Agregar al tubo CP una (1) gota de anti-Rho y dos (2) gotas de células Rho Positivo. 
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e) Agregar al tubo  CN una (1) gota de  Albúmina Bovina y dos (2) gotas  de células Rho  

Negativo. 

 

f) Mezclar y llevar al Baño María  a 37  
o
C por 15 minutos. 

 

g) Lavar todos los tubos tres (3) veces con solución  salina  0.9% y secar toda la salina del 

último lavado. 

 

h) Agregar dos (2)  gotas de  anti globulina  humana,  centrifugar  y  leer  en busca  de 

aglutinación macroscópica. 

 

10.6 Interpretación de los Resultados: 

 

Ausencia de aglutinación se reporta Rho Negativo. 

Presencia de aglutinación, se reporta Rho Positivo débil. 

 

10.7 Limitaciones del procedimiento: 

 

Tener la precaución de  utilizar la temperatura indicada. 

Si no concuerdan los resultados obtenidos (globular y séricos) repita el procedimiento 

tomando las precauciones de lugar. 

Puede conllevar a error, el uso de muestras viejas y hemolizadas. 

La muestra no debe ser  utilizada si presenta hemólisis. 

 

 

11. Procesamiento de los Resultados: 

 

11.1 Registro de datos: 

 

Anotar los resultados en el libro correspondiente, completando todos los datos requeridos. 

 

 

12. Control de  la Calidad Analítica: 

 

12.1 Control Interno de la Calidad: 

 

Realizar la prueba de comprobación de grupo o prueba inversa con células conocidas A y B 

(ver procedimiento de control de calidad). 

A las muestras de Grupo A ó AB se les deben comprobar los subgrupos con el reactivo 

Lectina Anti A 1 

Realizar la prueba  de investigación del D débil (D
u
) a todas más muestras que resulten Rho 

negativas)  
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12.2 Control Externo de la Calidad: 

 

Se recomienda que todos los Bancos de Sangre  participen de un Programa de Evaluación 

Externa de Calidad (PEEC) para pruebas inmunohematológicas  

 

 

13. Validación: 

 

Validar los resultados de los Grupos A, B y AB con el uso del Suero Anti A,B. Todos estos 

grupos deben aglutinar en presencia del Anti A, B. Uso de las células conocidas A y B para 

identificación de anticuerpos anti A y Anti B. 

 

Todos los resultados negativos y controles negativos, en la determinación de la Variante D 

débil, deben ser validados con el uso de las células control de Coombs. (Ver instrucciones 

para la preparación de las células control de Coombs). La Variante D débil negativa debe 

aglutinar en presencia de las células control de Coombs al igual que el control negativo. 

 

 

14. Resultados Analíticos: 

 

14.1 Transmisión de los resultados analíticos: 

 

Los resultados deben ser transcritos en una hoja de resultados, firmada por el responsable, 

sellada y entregada al usuario correspondiente. 

 

14.2 Resultados de información urgente: 

 

Las indicaciones médicas urgentes serán reportadas a la mayor brevedad posible.  

 

14.3 Valores de Referencia: 

 

Grupo: 

Grupo O 

Grupo A 

Grupo B 

Grupo AB 

 

Tipo: 

Rho Negativo  

Rho Positivo 

Rho Positivo débil 

 

 

15. Formularios y Registros: 

  

Libro de registro de pacientes y donantes. 
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Formularios de mantenimiento preventivo  y control del Baño María, Nevera, 

Termómetros, Centrifuga de mesa y  de la Centrifuga Serofuge.  

Hoja de vida del Baño María,  Nevera,  Termómetros, Centrifuga de mesa y  de la 

centrifuga Serofuge. 

Los registros de las tipificaciones sanguíneas son archivados durante un periodo mínimo de 

cinco años.  

 

 

16.  Referencias: 

 

Kohler C, & Milstein c. (1975), Continuous cultures of fused cells secreting antibody and 

of predefined specificity, Nature, 256,495-497. 

Lee H. Rouger P. Germain C. Muller A & Salmon c. (1983), The production and 

standardisation of monoclonal antibodies as AB blood group typing reagents, Symposium 

of International Association  of Biological Standardisation on monoclonal antibodies. 

Human Blood Groups, by Geoff Daniels, 1
st
 Ed. Blackwell Science, Oxford 1995. 

HMSO, Guidelines for Blood Transfusion Services, 2
nd

 Ed. 1994. 

Data on File: Tulip Diagnostics (p) Ltd. 

 

 

17. Anexos: 

 

Insertos comerciales de reactivos: Anti A, Anti B, Anti A,B, Lectina Anti A1, Anti D. 

Albúmina Bovina, Antiglobulina Humana. 
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS OPERATIVOS  

UNIDAD DE INMUNOHEMATOLOGIA 
 

PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DE LA PRUEBA DE LA 

ANTIGLOBULINA DIRECTA (PAD) 

 

 

1. Objetivo: 

 

Detectar o poner en evidencia las células rojas revestidas de anticuerpos lo que ocurre 

cuando los anticuerpos se fijan sobre los eritrocitos de la persona in vivo.   

  

 

2. Alcance: 

 

Este procedimiento comprende desde la llegada de la muestra al laboratorio, hasta la 

entrega de los resultados. 

 

 

3. Significación Clínica: 

 

Posibles inmunizaciones y reacciones transfusionales y enfermedad  hemolítica del recién 

nacido. 

 

 

4. Fundamento o Principio de la Prueba: 

 

La presencia de células rojas revestidas o sensibilizadas de anticuerpos, producto de una 

reacción antígeno anticuerpo, al ponerse en contacto con la antiglobulina humana 

reaccionan produciendo aglutinación visible. 

 

 

5. Referencia comercial: 

 

Este procedimiento estándar aplica para el uso  cualquier Antiglobulina Humana comercial 

 

 

6. Requerimientos:  

Insumos Requeridos Especificación Cantidad 

Muestras Sangre total Sin anticoagulante y no requiere 

ayuno. En los recién nacidos la 

muestra es del cordón umbilical.   

Cinco (5) ml 

Reactivos Antiglobulina Humana Comercial  1 frasco 
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7. Conservación de la muestra: 

 

La muestra debe ser almacenada entre 2 y 8 
O
C, no debe ser  utilizada si presenta hemolisis, 

debe ser procesada antes de las 48 horas después de extraída. 

 

 

8. Conservación de los reactivos: 

 

Los reactivos deben almacenarse  entre 2 y 8 
O
C. 

No congelar 

El reactivo puede ser almacenado en las condiciones adecuadas hasta la fecha de caducidad.  

No utilizar si se observa cualquier cambio en el aspecto. 

 

 

9. Método:  

 

Reacción de aglutinación antígeno-anticuerpo en tubo de ensayo. 

 

 

10. Modo Operativo: 

 

10.1 Encendido del equipo: 

 

La lámpara de luz debe  encenderse antes de iniciar el trabajo diario. 

 

10.2 Mantenimiento diario del equipo: 

. 

Registrar la temperatura del Baño María. 

Mantener las cubetas de la centrifuga limpias y secas. 

Verificar el aspecto del agua del Baño María, si está turbia cambiarla, usando agua 

destilada o desionizada. 

 

Solución Salina  0.9 % (isotónica) 1 frasco 

Materiales 

de control 

Células control de Coombs Comerciales o preparadas  Cantidad 

suficiente 

Materiales 

Goteros Plásticos o de cristal, desechables Varios 

Gradillas Cristal galvanizado, metal o plástica Una (1) 

Marcadores Para escribir cristalería y en 

adhesivo 

Uno o dos  

Tubos Preferiblemente empaque al vacío, 

tapón rojo, 12 x 75  y 13 x 100 mm 

Varios  

 

 

Equipos 

Centrifuga Serofuge  Una (1) 

Centrifuga de mesa Convencional, capacidad para 4 ó 

más tubos. 

Una (1) 

Lámpara de Luz Preferiblemente cuello de ganso Una (1) 

Reloj Cronómetro u otro Uno (1) 
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10.3 Calibración: 

 

A la centrifuga Serofuge se le debe calibrar o verificar las RPM y  determinar los tiempos 

óptimos  de centrifugación para la reacción antígeno-anticuerpo y para el lavado de células, 

periódicamente. (Ver procedimiento de calibración de la centrifuga). 

 

10.4 Consideraciones medioambientales, precauciones y eliminación de residuos: 

 

Toda muestra debe considerarse como altamente  infecciosa y debe de tomarse todas las 

precauciones de lugar. 

 

Los residuos y restos de muestras deben ser eliminados de acuerdo a las normas 

establecidas en el manual de bioseguridad. 

    

 

10.5  Procedimiento: 
 

10.5.1 Sacar los antisueros de la nevera y dejarlos tomar la temperatura ambiente antes de 

comenzar a trabajar. 
 

10.5.2 Centrifugar la sangre problema y separar el suero en un tubo rotulado. 
 

10.5.3 Enumerar los tubos como muestras a procesar. 

 

10.5.4 Servir en un tubo cinco (5) o diez  (10) gotas de la sangre problema, lavar tres (3) 

veces (sí es del cordón umbilical lavar por lo menos siete (7) veces  y preparar una 

suspensión del dos (2)  al cinco (5)  %.   
 

10.5.5 Depositar una (1) gota de esta suspensión en un tubo de ensayo 12 x 75 mm y lavar 

de nuevo por lo menos tres (3) veces con solución salina 0.9 %. 
 

10.5.6 Después del lavado final, decantar la solución salina completamente, y secar en 

papel absorbente. 

 

10.5.7 Agregar dos  (2) gotas de antiglobulina humana. 
 

10.5.8 Centrifugar durante el tiempo establecido en el control de calidad de la centrifuga a 

3,400 rpm. 
 

10.5.9 Resuspender suavemente el botón. 
 

10.5.10 Leer  sobre una fuente de luz en busca de aglutinación macroscópica y anotar los 

resultados. 

 

10.6 Interpretación de los resultados: 
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Ausencia de aglutinación se reporta Negativo. 

Presencia de aglutinación, se reporta Positivo. 

 

10.7 Limitaciones del procedimiento: 

 

Centrifugación inadecuada. 

Lavados en exceso o insuficientes. 

El  uso de muestras viejas y contaminadas, puede conllevar a errores. 

Temperatura y tiempo inferior o superior a lo indicado 

Solución salina y reactivos contaminados 

Dilución de los glóbulos rojos inadecuados  

No secar completamente la solución salina 

 

10.8 Solución de Problemas: 

 

Las muestras que resulten sin aglutinación, se deben probar con las células control de 

Coombs. Si no aglutinan se debe de repetir el procedimiento. 

 

  

11. Procesamiento de los Resultados: 

 

11.1 Registro de datos: 

 

Anotar los resultados en el libro correspondiente, completando los datos requeridos. 

 

 

12.  Control de  la Calidad Analítica: 

 

12.1 Control Interno de la Calidad: 

 

Usar células control de Coombs 

 

12.2 Control Externo de la Calidad: 

 

Se recomienda que el Banco de Sangre, participe en un programa de evaluación externa de 

la calidad (PEEC) para pruebas inmunohematológicas. 

 

 

13. Validación: 

 

Todos los resultados negativos y controles negativos, en la determinación de la prueba de 

Coombs directa, deben ser validados con el uso de las células control de Coombs. 

 

14. Resultados Analíticos: 
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14.1 Rangos de valores a informar: 

 

Negativo - Positivo 

 

14.2 Transmisión de los resultados analíticos: 
 

Los resultados deben ser transcritos en una hoja de resultado, firmada por el responsable, 

sellada y entregada al usuario correspondiente. 

 

14.3 Resultados de información urgente: 
 

Las indicaciones médicas urgentes serán reportadas a la mayor brevedad posible. 

 

 

15.   Formularios y Registros: 
 

Libro de registro de pacientes y donantes. 

Formularios de mantenimientos y control del Baño María, Nevera, Termómetros, 

Centrifuga de mesa y  de la Centrifuga Serofuge.  

Hoja de vida del baño María, Nevera, Termómetros, Centrifuga de mesa y de la Centrifuga 

Serofuge. 

Los registros de la Prueba Antiglobulina Directa (PAD)  son archivados durante un periodo 

mínimo de cinco años. 

 

 

16.  Referencias: 

 

Kohler C, & Milstein c. (1975), Continuous cultures of fused cells secreting antibody and 

of predefined specificity, Nature, 256,495-497. 

Lee H. Rouger P. Germain C. Muller A & Salmon c. (1983), The production and 

standardisation of monoclonal antibodies as ABB blood group typing reagents, Symposium 

of International Association  of Biological Standardisation on monoclonal antibodies. 

Human Blood Groups, by Geoff Daniels, 1
st
 Ed. Blackwell Science, Oxford 1995. 

HMSO, Guidelines for Blood Transfusion Services, 2
nd

 Ed. 1994. 

Data on File: Tulip Diagnostics (p) Ltd. 

 

 

17.  Anexos: 

 

Inserto comercial de Antiglobulina Humana. 
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS OPERATIVOS  

UNIDAD DE INMUNOHEMATOLOGIA 
 

 

PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DE LA PRUEBA DE LA 

ANTIGLOBULINA INDIRECTA (PAI) 

 

 

1.  Objetivo: 

 

Investigar la presencia de anticuerpos irregulares circulantes en la sangre los cuales 

reaccionan in vitro a través de una reacción antígeno-anticuerpo. 

 

 

2. Alcance: 

 

Este procedimiento comprende desde la llegada de la muestra al laboratorio, hasta la 

entrega de los resultados. 

 

 

3.  Significación Clínica: 

 

Posibles inmunizaciones y reacciones transfusionales. 

 

 

4. Fundamento o Principio de la Prueba: 

 

Los antígenos conocidos presente en las  suspensiones de células comerciales  de grupo O 

se ponen de manifiesto con los  anticuerpos presentes en el suero de la muestra produciendo 

in vitro una reacción visible Antígeno-Anticuerpo de aglutinación y/ o hemólisis. 

 

 

5. Referencia comercial: 

 

Este procedimiento estándar aplica para cualquier Antiglobulina Humana comercial 

 

6. Requerimientos:  

Insumos Requeridos Especificación Cantidad 

Muestras Sangre total Preferiblemente sin anticoagulante 

No requiere ayuno 

Cinco (5) ml 

Suero Sanguíneo Separado de los eritrocitos, limpio, 

libre de hemolisis  

Dos (2)  a 

tres  (3) ml  
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7. Conservación de la muestra: 

 

La muestra debe ser almacenada entre 2 y 8 
O
C. No debe ser  utilizada si presenta 

hemólisis.  

 

Debe  procesarse antes de las 48 horas. 

 

 

8. Conservación de los reactivos: 

 

Los reactivos deben almacenarse  entre 2 y 8 
O
C. 

No congelar. 

El reactivo puede ser almacenado  hasta la fecha de caducidad indicada. 

No utilizar si se observa cualquier cambio en el aspecto. 

 

 

 

 

 

 

 

Reactivos 

Células de grupo O con antígenos 

conocidos  

(Selectógeno o Search-Cyte) u otro 

comercial 

 

Un (1) 

frasco 

Antiglobulina Humana o suero de 

Coombs 

Comercial  Un (1) 

frasco 

Albúmina Bovina  Al 22% 

 

Un (1) 

frasco 

Solución Salina  

 

Al 0.9% (isotónica) Un (1) 

frasco 

Materiales 

de control  

Células control de Coombs Comerciales o preparadas Un (1) 

frasco 

 

 

 

Materiales 
 

 

Guantes Látex,  desechables Un (1) par  

Goteros Plásticos o de cristal, desechables Varios  

Gradillas Cristal galvanizado, metal o plástica Una (1) o 

dos (2)  

Marcadores Para escribir cristalería y en 

adhesivo 

 

Tubos Preferiblemente empaque al vacío, 

tapón rojo, 12 X 75  y 13 x 100 mm 

Varios  

 

 

Equipos 

Centrifuga Serofuge  Una (1) 

Centrifuga de mesa 

 

Convencional, capacidad para 4 ó 

más tubos. 

Una (1) 

Baño María A 37 
 o
C. Uno (1) 

Lámpara de Luz Preferiblemente cuello de ganso Una (1) 

Reloj Cronómetro u otro Uno (1) 

 



 

 

 

 

31  

 

9. Método:  
 

Reacción de aglutinación Antígeno - Anticuerpo en tubo de ensayo. 

 

 

10.  Modo Operativo: 

 

10.1 Encendido del Equipo: 

 

El Baño María debe encenderse de manera tal que alcance la temperatura apropiada en el 

momento de su uso. 

La lámpara de luz debe  encenderse antes de iniciar el trabajo diario. 

 

10.2 Mantenimiento diario del Equipo: 

 

Registrar la temperatura del Baño María. 

Mantener las cubetas de la centrifuga limpias y secas. 

Verificar el aspecto del agua del Baño María, si está turbia cambiarla, usando agua 

destilada o desionizada. 

 

10.3 Calibración: 

 

En la centrifuga Serofuge se le debe calibrar o verificar  las RPM y  determinar los tiempos 

óptimos  de centrifugación para la reacción antígeno-anticuerpo y para el lavado de células 

periódicamente. (Ver procedimiento de control de calidad de la centrifuga). 

 

10.4 Consideraciones medioambientales, precauciones y eliminación de residuos: 

 

Toda muestra debe considerarse como altamente contaminante y debe de tomarse todas las 

precauciones de lugar. 

Los residuos y restos de muestras deben ser eliminados de acuerdo a las normas 

establecidas en el manual de bioseguridad. 

      

 

10.5 Procedimiento: 

 

10.5.1 Centrifugar la sangre problema y separar el suero en un tubo previamente rotulado. 

 

10.5.2 Depositar de cinco (5) a diez (10) gotas de los hematíes de la sangre problema en un 

tubo rotulado y proceder a lavar  tres (3) veces con solución salina al 0.9%. 

 

10.5.3 Preparar con estas células lavadas una suspensión  aproximadamente  al 5% en 

solución salina 0.9%. 

 

10.5.4 Rotular tres tubos de la siguiente manera: I, II. y AC. 
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10.5.5 Depositar  dos (2) gotas de suero de la muestra en cada tubo.  

Al  tubo marcado I una (1) gota del reactivo I  

                        Al tubo marcado II una (1) gota del reactivo II  

             Al tubo marcado AC una (1) gota de células al 5%  de la muestra, 

 

10.5.6 Mezclar mediante agitación suave. 

 

10.5.7 Centrifugar a 3,400 rpm por el tiempo establecido en el control de calidad de la 

Serofuge y observe aglutinación y/o hemólisis. 

 

10.5.8 Agregar a los tres (3) tubos,  dos (2) gotas de Albúmina bovina al 22%. 

 

10.5.9 Centrifugar y observar aglutinación y/o hemólisis. 

 

10.5.10 Llevar los tres (3) tubos a incubar a 37 
O
C por 15- 30 minutos.(Puede dejarlos  

hasta una (1) hora pero no sobrepasar este tiempo)  

 

10.5.11Centrifugar y observar en busca de aglutinación y/o hemólisis. 

      

10.5.12 Proceder a realizar tres (3) lavados con abundante salina 0.9% 

 

10.5.13 Escurrir bien después del último lavado (secar) y agregar dos (2) gotas de  

Antiglobulina Humana.  

               

10.5.14 Mezclar y centrifugar todos los tubos según el tiempo optimo establecido en el  

control de calidad de la centrifuga y observar en busca de aglutinación y /o hemólisis y 

observar al microscopio. 

    

10.6 Método: 

 

Reacción de aglutinación y / o hemólisis Antígeno-Anticuerpo. 

 

10.7 Limitaciones del procedimiento: 

 

Tener la precaución de  utilizar la temperatura adecuada. 

Pueden ser insuficientes 15 minutos de incubación a 37 
O
C para detectar algunos 

anticuerpos. 

 

A veces algunos antígenos pueden  estar presentes en el reactivo en pequeña cantidad y 

necesitan doble dosis de antígeno para detectar anticuerpos que reaccionan débilmente.   

 

 

Una reacción negativa no indica ausencia de anticuerpo desconocido. 

 

Puede conllevar a error, el uso de muestras viejas, hemolizadas y contaminadas, exceso o 

deficiencia en los tiempos de lavado. 
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10.8 Solución de Problemas: 

 

Los resultados negativos se les deben agregar células control de Coombs y deben  aglutinar.   

Si no aglutinan se debe  repetir el procedimiento. 

 

10.9 Interpretación de los resultados 

 

Presencia de aglutinación y/o hemolisis se interpreta positivo 

Ausencia de aglutinación y/o hemolisis se interpreta negativo. 

 

 

11. Procesamiento de los Resultados: 

 

11.1 Registro de los datos: 

 

Anotar los resultados en los libros correspondientes, completando todos los datos 

requeridos. 

 

 

12.  Control de  la Calidad Analítica: 

 

12.1 Control Interno de la Calidad: 

 

Usar células control de Coombs. 

Uso de autocontrol 

 

12.2 Control Externo de la Calidad: 

 

Se recomienda que el Banco de Sangre participe en un programa de evaluación externa de 

la calidad (PEEC), para pruebas inmunohematológicas. 

  

 

13.  Validación: 

 

Todos los resultados negativos, y autocontroles negativos,  deben ser validados con el uso 

de las células control de Coombs. 

 

 

14.  Resultados Analíticos: 

 

14.1 Transmisión de los resultados analíticos: 

 

Los resultados deben ser transcritos en una hoja de resultados por el  responsable, sellados 

y entregados al usuario correspondiente. 
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14.2  Resultados de información urgente: 

 

Las indicaciones médicas urgentes serán reportadas a la mayor brevedad posible. 

 

14.3  Valores de Referencia: 

 

 Negativo 

 Positivo 

 

 

15.  Formularios y Registros: 

 

Libro de registro de pacientes y donantes. 

Formularios de mantenimientos y control del Baño María, Nevera, Termometros, 

Centrifuga de mesa y de la Centrifuga Serofuge.  

Hoja de vida del Baño María, Nevera, Termómetros, Centrifuga de mesa y  de la Centrifuga 

Serofuge. 

Los registros de la Prueba de Antiglobulina Indirecta (PAI), deben ser archivados por un 

periodo mínimo de cinco años. 

 

 

16.  Referencias: 

 

Mollison  P. L, Blood transfusión in clinical medicine. 11th. ed. Blackwell Scientific 

Publication; 2005. Chapter 8. 

Technical manual of the American association of  Blood Bank. 16
th

 ed 2008. Chapter 15 

and 17. 

Ibidem: Method 8-5. p 980. 

Manual de procedimientos de inmunología. Escuela de Bioanalisis. 2013. UASD  

 

 

17. Anexo: 

 

Inserto comercial de Antiglobulina Humana. 
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MANUAL DE PROCEDIMIENTOS OPERATIVOS 

UNIDAD DE INMUNOHEMATOLOGIA 
 

 

PROCEDIMIENTO PARA LA REALIZACION DE LA PRUEBA DE 

COMPATIBILIDAD 

 

 

1. Objetivo: 

 

Detectar la presencia de anticuerpos irregulares del donante y el receptor causantes de 

reacciones post-transfusionales. 

 

 

2. Alcance: 

 

Este procedimiento comprende desde la llegada de la muestra al laboratorio, hasta la 

entrega de los resultados. 

 

 

3. Significación Clínica: 

 

Posibles inmunizaciones y reacciones transfusionales. 

 

 

4. Fundamento o Principio de la Prueba: 

 

Al poner en contacto suero y células del paciente con células y suero del donante 

respectivamente se produce una reacción antígeno anticuerpo. Esta reacción en busca de 

aglutinación y hemolisis, se realiza en cuatro fases. Salina, Albuminoidea, de Incubación a 

37 
O
C y Antiglobulinica.  

 

 

5. Referencia comercial: 

 

Este procedimiento estándar aplica para cualquier Antiglobulina Humana comercial 

 

 

6. Requerimientos: 

Insumos Requeridos Especificación Cantidad 

Muestras Sangre total del donante y 

receptor 

Sin anticoagulante y no requiere 

ayuno 

Cinco (5)  

ml 

Suero Sanguíneo del donante y 

receptor 

Separado de los eritrocitos,  limpio, 

libre de hemolisis  

 

Dos (2) a 
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7.   Conservación de la muestra: 
 

La muestra debe ser almacenada entre 2 y 8 
O
C  y no debe ser  utilizada si presenta 

hemólisis. 

 

 

8.  Conservación de los reactivos: 

 

Los reactivos deben almacenarse  entre 2 y 8 
O
C. 

No congelar 

El periodo de almacenamiento del reactivo  depende de la fecha de caducidad 

No utilizar si se observa cualquier cambio en el aspecto. 

 

 

9. Método:  
 

Reacción de aglutinación Antígeno - Anticuerpo en tubo de ensayo. 

 

 

 

 

tres (3) ml 

 

 

Reactivos 

Anti globulina Humana o suero de 

Coombs 

 Comercial  Un frasco  

Solución Salina 0.9%  (Isotónica) Cantidad 

suficiente 

Albumina Bovina 22%  o 30 % Un  (1) 

frasco  

Materiales 

de control 

Células control de Coombs Comercial o preparada en el Banco 

de Sangre. 

Cantidad 

suficiente 

 

 

 

Materiales 
 

 

Guantes Látex,  desechables Un (1) par 

Goteros Plásticos o de cristal, desechables Varios  

Gradillas Cristal galvanizado, metal o plástica Una (1) o 

(2) dos  

Marcadores Para escribir cristalería y en 

adhesivo 

Varios  

Tubos Preferiblemente empaque al vacío, 

tapón rojo, 12 X 75  y 13 x 100 mm 

Varios  

 

 

Equipos 

Centrifuga Serofuge  Una (1) 

Centrifuga de mesa 

 

Convencional, capacidad para 4 ó 

más tubos. 

Una (1) 

Baño María A 37  
 O

C Una (1) 

Lámpara de Luz Preferiblemente cuello de ganso Una (1) 

Reloj Cronómetro u otro Uno (1) 
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10.   Modo Operativo: 

 

10.1 Encendido del Equipo: 

 

El Baño María debe encenderse de manera tal que alcance la temperatura apropiada en el 

momento de su uso. 

 

La lámpara de luz debe encenderse antes de iniciar el trabajo diario. 

 

10. 2 Mantenimiento diario del Equipo: 

 

Registrar la temperatura del Baño María. 

 

Mantener las cubetas de la centrifuga limpias y secas. 

 

Verificar el aspecto del agua del Baño María, si está turbia cambiarla, usando agua 

destilada o desionizada. 

 

10.3 Calibración: 

 

A la Centrifuga Serofuge se deben calibrar y  verificar las RPM y determinar los tiempos 

óptimos  de centrifugación para la reacción antígeno-anticuerpo y para el lavado de células. 

(Calibración de la centrifuga). 

 

10.4 Consideraciones medioambientales, precauciones y eliminación de residuos: 

 

Toda muestra debe considerarse como altamente contaminante y debe de tomarse todas las 

precauciones de lugar. 

 

Los residuos y restos de muestras deben ser eliminados de acuerdo a las normas 

establecidas en el control de calidad. 

      

10.4 Procedimiento: 

 

10.5.1 Sacar los reactivos de la nevera y dejarlos tomar la temperatura ambiente antes de 

comenzar a trabajar.  

 

10.5.2 Centrifugar las muestras del paciente y donante, separando el suero de cada uno de 

ellos en dos tubos  previamente rotulados correctamente. 

 

10.5.3 Depositar de cinco (5) a diez (10) gotas de las muestras del paciente y donante en 

dos tubos rotulados y preparar células rojas al 5% en solución salina al 0.9%. 

10.5.4 Fase Salina:  

 

10.5.4.1 Rotular tres (3) tubos: Cruce mayor (C+), Cruce menor (C-), y Auto control (AC) 
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10.5.4.2 Depositar en el tubo rotulado cruce mayor (c+)  una (1)  gota de células del 

donante  al 5%  en solución salina y dos (2)  gotas del suero del paciente. 

 

10.5.4.3 Depositar en el tubo rotulado cruce menor (c-)  una (1) gota de células del paciente 

al 5% en solución salina y dos (2)  gotas del suero del donante. 

 

10.5.4.4 Depositar en el tubo rotulado auto control (AC)  una (1) gota de células del 

paciente al 5% en solución salina y dos (2)  gotas del suero del paciente.  

       

10.5.4.5 Centrifugar  los tres (3) tubos según el tiempo optimo establecido en el control  de 

calidad de la Serofuge. Leer  sobre una fuente de luz en busca de hemólisis y/ o 

aglutinación macroscópica y en el microscopio en busca de aglutinación microscópica. 

               

10.5.5 Fase albuminoidea:  

 

10.5.5.1 Agregar a los tres tubos una (1) gota de Albúmina Bovina al 22% 

 

10.5.5.2 Centrifugar  los tres (3) tubos según el tiempo óptimo establecido en el control de 

calidad de la Serofuge.  

 

10.5.5.3 Leer sobre  una fuente de luz en busca de hemólisis y/ o aglutinación macroscópica 

y en el microscopio en busca de aglutinación microscópica 

 

10.5.6 Fase de incubación:  

 

10.5.5.1 Incubar los tres (3) tubos a 37 
O
C durante 15-60 minutos. 

 

10.5.5.2 Centrifugar los tres tubos según el tiempo óptimo establecido en el control de 

calidad de la Serofuge.  

 

10.5.6.3 Leer sobre una fuente de luz en busca de hemólisis y / o aglutinación macroscópica 

y en el microscopio en busca de aglutinación microscópica. 

    

10.5.7 Fase antiglobulinica:  

 

10.5.7.1 Lavar los tres (3) tubos, tres (3) veces con abundante solución salina 0.9%, 

decantando y secando muy bien el último lavado. 

 

10.5.7.2 Agregar  a  los tres (3) tubos, dos  (2)  gotas de suero antiglobulina humana, 

centrifugar según el tiempo óptimo establecido en el control de calidad de la Serofuge.  

 

10.5.7.3 Leer sobre una fuente de luz en busca de hemólisis y /o aglutinación macroscópica 

y en el microscopio en busca de aglutinación microscópica. 

 

10.6 Método: 
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Reacción de aglutinación y/ o hemólisis Antígeno-Anticuerpo en tubo de ensayo. 

 

10.7 Limitaciones del procedimiento: 

 

En cada una de las fases tener la precaución de  utilizar la temperatura adecuada. 

Puede conllevar a error no agregar la Antiglobulina Humana 

Puede conllevar a error, el uso de muestras viejas y hemolizadas 

Exceso o deficiencia de lavados. 

 

10.8 Solución de Problemas: 

 

Las pruebas de compatibilidad que resulten ser incompatibles se debe  realizar la 

verificación de los grupos sanguíneos del donante y del paciente. 

 

10.9 Interpretación de los Resultados: 

 

La ausencia de aglutinación y/o hemólisis se interpreta compatible. 

La presencia de aglutinación y/o hemólisis, se interpreta  incompatible 

 

 

11. Procesamiento de los Resultados: 

 

11.1 Registro de datos: 

 

Anotar los resultados en el libro correspondiente, completando los datos requeridos. 

 

 

12. Control de  la Calidad Analítica: 

 

12.1 Control Interno de la Calidad: 

 

Usar células control de Coombs 

 

12.2 Control Externo de la Calidad: 

 

Se recomienda que el Banco de Sangre participe en un programa de evaluación externa de 

la calidad (PEEC) para pruebas inmunohematológicas. 

 

 

13. Validación: 

 

Todos los resultados sin aglutinación y/ o hemólisis  deben ser validados con el uso de   las 

células control de Coombs. 
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14.  Resultados Analíticos: 

 

14.1 Rangos de valores a informar: 

 

Compatible – Incompatible 

 

14.2 Transmisión de los resultados: 

 

Los resultados deben ser transcritos en una hoja de resultados, por el responsable, firmados, 

sellados y entregados al usuario correspondiente. 

 

14.3 Resultados de información urgente: 

 

Las indicaciones médicas urgentes, serán reportadas en la mayor brevedad posible. 

 

14.4 Valores de Referencia: 

 

Compatible 

Incompatible 

 

15.  Formularios y Registros: 

 

Libro de registro de pacientes y donantes. 

Formularios de mantenimientos y control del Baño María, Nevera, Centrifuga de mesa y  

de la Centrifuga Serofuge.  

Hoja de vida del Baño María, Nevera, Termómetros, Centrifuga de mesa, y de la Centrifuga 

Serofuge. 

Los registros de las Prueba de compatibilidad, deben ser archivados por un periodo mínimo 

de cinco años. 

 

 

16. Referencias: 

 

Lee H. Rouger P. Germain C. Muller A & Salmon c. (1983), The production and 

standardisation of monoclonal antibodies as AB blood group typing reagents, Symposium 

of International Association  of Biological Standardisation on monoclonal antibodies. 

Human Blood Groups, by Geoff Daniels, 1
st
 Ed. Blackwell Science, Oxford 1995. 

HMSO, Guidelines for Blood Transfusion Services, 2
nd

 Ed. 1994. 

Data on File: Tulip Diagnostics (p) Ltd. 

 

 

17. Anexos: 

 

Inserto comercial de la Antiglobulina Humana y la Albúmina Bovina. 
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