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REPUBLICA DE CUBA
MINISTERIO DE SALUD PUBLICA
CENTRO PARA EL CONTROL ESTATAL DE LA
CALIDAD DE LOS MEDICAMENTOS, EQUIPOS Y
DISPOSITIVOS MEDICOS

RESOLUCION No. 35/2011

POR CUANTO: Por Resolucién No. 263 de fecha 11 de mayo
del .afio 2011, del Ministerio de Economia y Planificacion, se
autorizo la fusion de las unidades presupuestadas denominadas
Bur6 Regulatorio para la Proteccién de la Salud, Centro para el
Control Estatal de Calidad de los Medicamentos y Centro de
Control Estatal de Equipos Médicos, y la creacién de la unidad
presupuestada denominada Centro para el Control Estatal de
Medicamentos, Equipos y Dispositivos Médicos, en forma
abreviada cECMED, todas subordinadas al Ministerio de salud
Publica.

POR CUANTO: Por Resolucion No. 153 de fecha 27 de junio
del afio 2A11, del Ministerio de Salud Publica, se creé el Centro
para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos Yy
Dispositivos Médicos, en forma abreviada CECMED, donde se
dispuso que los bienes, recursos, derechos y obligaciones de
toda indole de las unidades presupuestadas que se autorizaron
fusionar se transfieren al CECMED, la cual se subroga en sus
lugares y grados a todos los efectos legales segun corresponda.

POR CUANTO: Por Resolucién No. 208 de fecha 24 de agosto
del afio 2011, del Ministerio de Salud Publica, la que suscribe
fue designada como Directora Adjunta del CECMED.

POR CUANTO: Mediante la Resolucion Ministerial No. 154
de fecha 21 de agosto del afio 2003 se puso en vigor el
Reglamento para el Registro Sanitario de Diagnosticadores el
cual establece en el articulo 9 inciso (a) del capitulo I, que los
tramites relacionados con el Registro Sanitario de
Diagnosticadores se aprobaran sélo si el solicitante cumple con
lo establecido en la Regulacién vigente: "Requisitos Generales
para el Registro de los Diagnosticadores".

POR CUANTO: La Regulacion No. 8 del afio 2001.
"Requisitos Generales para el Registro de los Diagnosticadores”,

aprobada y puesta en vigor por el centro para el control Estatal
de calidad de los Medicamentos mediante la Resolucion No. 24
de fecha 24 de julio del mismo afio, dispone en el apartado 12.1
sobre Requisitos Especiales, que los diagnosticadores utilizados
para la determinacién de los grupos sanguineos y el suero
antiglobulinico, incluyendo los materiales de referencia
asociados, cumpliran adicionalmente con los requisitos
establecidos en las Recomendaciones para la Evaluacion de los
Diagnosticadores para uso en Inmunchematologia, las que a su
vez fueron aprobadas y puestas en vigor mediante la Resolucion
No. 5 de fecha | de diciembre del afio 1997.

POR CUANTO: Resulta necesario actualizar los requisitos de
los productos usados en Inmunohematologia, de modo que estén
acorde con el estado del arte de esta especialidad en el &mbito
internacional y garantizar asi la calidad, seguridad y efectividad
de los mismos.

POR TANTO: En el gjercicio de las facultades que me estan
conferidas,

RESUELVO:

PRIMERO: Aprobar y poner en vigor la Regulacion 59 del afio
2011 "Requisitos de los diagnosticadores utilizados en
Inmunohematologia”, que se anexa a la presente Resolucién y
forma parte integrante de la misma.

SEGUNDO: Se deroga la Resolucién No. 5 de fecha 8 de
diciembre del afio | gg7 y cualquier otra disposicion de igual o
inferior rango que se oponga a lo establecido en este acto.

TERCERO: La presente Resolucién surtira efectos a partir de
la fecha de su firma.

COMUNIQUESE a, Cuantas personas naturales y/o juridicas
proceda.

ARCHIVESE, la presente Resolucion quedaré archivada en el
protocolo de la Asesoria Juridica del Centro desde el que se
emitiran las copias fieles que sean menester.

PUBLIQUESE, en el Ambito Regulador, 6rgano oficial del
CECMED, para su general conocimiento.

DADA en La Habana a bs 5 dias del mes de octubre del afio
2011.
"Afo 53 de la Revolucion”
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1 Generalidades

Internacionalmente  se reconoce  que los  sueros
hemoclasificadores y los antiglobulinicos son diagnosticadores
que tienen asociado un alto riesgo para el paciente, en caso de
producirse una falla en su funcionamiento, pues esto podria
provocar un dafio importante e incluso la muerte del paciente.
En Cuba, estos productos estan clasificados en el Categoria Il1
(méximo riesgo), segin la Regulacién "Clasificacion de los
Diagnosticadores por Categoria de Riesgo" vigente. Por ello, la
Autorizacion de Comercializacion (AC) de estos productos
requiere evidenciar que los mismos cumplen determinados
requisitos especificos, ademas de los requisitos generales
vigentes para este fin, comunes a la mayoria de los
diagnosticadores.

El objetivo de este documento es actualizar los requisitos que el
CECMED  considera  necesarios para evaluar  los
diagnosticadores que se utilizan en Inmunohematologia. Es
aplicable a los diagnosticadores disefiados para ese fin, que se

comercialicen en el territorio nacional, sean fabricados en el pais
0 importados. Esta regulacién sustituye al documento
"Recomendaciones para la evaluacion de los Diagnosticadores
para uso en Inmunohematologia”, puesta en vigor mediante la
Resoluciéon no.5 de 1997 del Director del CECMED vy
complementa lo establecido en la Regulacion vigente "Requisitos
Generales para el Registro de los Diagnosticadores™.

Esta Regulacion estd basada en documentos vigentes de
autoridades reguladoras de la Unién Europea y Estados Unidos,
asi como en recomendaciones de la Organizacién Mundial de la
Salud, convenientemente adaptadas. Consta de 10 apartados y
dos anexos en sus 17 paginas.

2 Definiciones

A los efectos de esta regulacion se considera:

21 Anticuerpos irregulares. Anticuerpos contra los
antigenos de los grupos sanguineos diferentes al ABO.

22 Antigeno B adquirido. Eritrocitos de grupo A®, que
expresan el antigeno B por deacetilacion del antigeno A;
se encuentran en pacientes con antecedentes de
carcinoma de colon o de infecciones gastrointestinales.

23 Avidez. Es el tiempo que media entre la mezcla del
reactivo con los eritrocitos y la aparicion de la
aglutinacion.

24 Categorias D. Variantes del antigeno D que carecen de
algunos de los epitopes del antigeno.

25 Diagnosticadores utilizados en Inmunohematologia.
Son los reactivos utilizados en el estudio de los
antigenos y de los anticuerpos de los grupos sanguineos
humanos.

26 Ensayo de Terreno. Evaluacion del desempefio con
caracteristicas especificas y muestras seleccionadas para
corroborar las caracteristicas funcionales de los sueros
hemoclasificadores y antiglobulinicos.

2.7 Especificidad. La capacidad del producto para
identificar correctamente las muestras carentes del
antigeno en cuestion.

2.8 Fendmeno Rouleaux. Falsa reaccion de aglutinacion,
donde los eritrocitos se agrupan en formacion de "pilas
de monedas".

29 Fenotipos A, y AiB. Son los eritrocitos de grupo A y
AB que reaccionan con anti-A,, y no reaccionan con
anti-H.

210 Fenotipos A, y A,B. Son los eritrocitos de grupo Ay AB
que no reaccionan con anti-A! y reaccionan con anti-H.
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Fenotipo D débil (D"). Expresion débil del antigeno
Rho(D).

Grados de la reaccion de aglutinacion. Valores
numéricos 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 sélo
cimulo grande en un fondo claro.
3+ Dos o tres aglutinados grandes en un fondo claro.
2+ Aglutinados pequefios, de igual tamafio, en un
fondo rojo.
1+ Aglutinados muy pequefios, pero definidos, en un
fondo rojo.
+: Pequefios aglutinados no definidos, que pueden
resultar dudosos. Para los propdsitos de este
documento, esta reaccidn es negativa.
0 No aglutinacién.

Monoclonales. Son aquellos productos obtenidos a
partir de hibridomas secretores de anticuerpos
monoclonales.

Policlonales. Son aquellos diagnosticadores obtenidos
por inmunizacién a humanos o a animales con antigenos
de los grupos sanguineos.

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

Prozona. Es el término usado para definir la ausencia o
la presencia de aglutinaciones  -débiles en exceso de
anticuerpos.

Salina. A los efectos de este documento es una solucion
isotonica que contiene de 8,5 a 9 g/L de cloruro de sodio
y tiene un pH de 7,0 + 0,2 a temperatura de 22 + 1 °C.

Solucién de baja fuerza iénica (LISS). Solucién que
contiene 0,003 M de cloruro de sodio en un tampo6n
fosfato 0,003 M de fosfato dibasico de sodio y fosfato
monobaésico de sodio y 0,2 M de glicina, de pH 6,7 a 22
+1°C.

Sueros antiglobulinicos. Reactivos obtenidos por
inmunizacién a animales o reactivos monoclonales con
anticuerpos contra las inmunoglobulinas humanas o el
fragmento C; del complemento, conocidos como suero
de Coombs.

Sueros hemoclasificadores. Son los productos
utilizados en la determinacion de los antigenos de los
grupos sanguineos eritrocitarios.

Requisitos generales para los productos usados en
Inmunohematologia

31

32

33

34

35

36

Caracteristicas fisicoquimicas

El producto terminado deberd clarificarse
mediante filtracion; sera transparente, estara libre
de particulas y contendrd algin preservante
antimicrobiano apropiado.

Envase primario

El producto terminado se envasara en frascos gotero de
vidrio neutro transparente.

Estabilidad

El producto mantendré la actividad biolégica y las
caracteristicas fisicoquimicas durante el periodo
de validez declarado, a la temperatura de
conservacion recomendada por el fabricante. El
estudio de estabilidad se realizara acorde a las
normas y regulaciones vigentes.

Reproducibilidad

Se estudiard la  reproducibilidad de  los
diagnosticadores utilizados en Inmunohematologia
considerando el nUmero de muestras y las
caracteristicas de las mismas que se describe en los
apartados 4 al 8 de esta regulacion.

En los estudios se incluird un material de referencia—
apropiado, de caracter internacional o, en su defecto,
uno que cuente con la AC del CECMED vy la
trazabilidad con su correspondiente  estandar
internacional. Los resultados discrepantes entre el
producto en estudio y el material de referencia seran
analizados para investigar las causas de las
discrepancias.

Rotulado

El rotulado de los diagnosticadores utilizados en
Inmunohematologia cumplira con lo establecido en la
Regulacion "Requisitos para el Registro Sanitario de los
Diagnosticadores" vigente y con los requisitos
especificos descritos en los apartados 4 al 8 de este
documento.

Colorantes

Los  colorantes  utilizados en los  sueros
hemoclasificadores y antiglobulinicos cumpliran con los
requisitos especificos descritos en los apartados 4 al 8
de esta regulacion y ademas:

a No afectaran las caracteristicas bioldgicas del
producto.
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4.

4.1
411

b. Mantendran la coloraciéon del producto sin
cambios significativos durante el periodo de
validez del mismo.

C. Permitiran la observaciéon del contenido y la
deteccion de particulas o turbiedad en el
producto durante el uso.

Evaluacion del desempefio.

Los estudios para demostrar la evaluacion del
desempefio de los sueros hemoclasificadores y
antiglobulinicos  se  realizaran  siguiendo  la
metodologia establecida en la Regulacién "Requisitos
para la Evaluacion del Desempefio de los
Diagnosticadores” vigente del CECMED.

Los protocolos correspondientes de las evaluaciones
del desempefio descritas en el apartado 3.7 de esta
regulacién seran aprobados por el CECMED previo a
la realizacion de las mismas.

Se realizara una evaluacién del desempefio in situ de
los sueros hemoclasificadores y antiglobulinicos, en la
cual se considerardn los requisitos generales y
especificos descritos en los apartados 4 al 8 de esta
regulacién, como requerimiento indispensable para
obtener la AC de dichos diagnosticadores.

Se realizard un Ensayo de Terreno después de haber
obtenido la AC de los diagnosticadores
correspondientes. Los requerimientos especificos del
Ensayo de Terreno se describen en el apartado 9 de
esta regulacion.

EL CECMED podria eximir al fabricante de la
realizacion de un Ensayo de Terreno, si durante el
proceso de AC se hubieran presentado evidencias que
demuestren los resultados satisfactorios de la
validacion del producto.

Liberacion de lotes por el CECMED

Cada lote, fabricado en el pais o importado, de
cualquiera de los productos contemplados en el alcance
de esta regulacion sera evaluado por el CECMED para
verificar que se cumplen los requisitos de potencia,
avidez, especificidad, colores, rotulado y el efecto
prozona en el caso del anti-D, con posterioridad a la
obtencion de la AC y previo a la distribucidn de cada lote
hacia las unidades asistenciales del SNS.

Requisitos especificos de los hemoclasificadores del
sistema ABO (anti-A, anti-B, anti-AB)

Potencia

La potencia se determinard mediante la técnica de tubo

412

con centrifugacion, incubando 5 minutos a un intervalo
de temperatura de 20 a 30 °C. El diluente utilizado sera
salina con albumina bovina al 2 % y suspension de los
eritrocitos al 2 %.

La potencia minima requerida y la cantidad de muestras
a ensayar por fenotipo se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Potencia minima y cantidad de muestras requeridas

para el ensayo segun el fenotipo ABO.

SUERQS| Potencia minima y cantidad de muestras requeridas
A A, AB A,B B
anti-A | >512(1) - - >512(3) -
anti-B - - >512(3) - >512(1)
anti-AB [ >512 (1) [>512(2) - - >512(2)

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

4.1.4 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.

42 Avidez

421 La avidez se determinara mezclando un volumen del
suero con un volumen de la suspensién al 40% de los
eritrocitos en salina a temperatura ambiente.

4.2.2  Se observaran aglutinados en un intervalo < 30 s. Los
aglutinados tendrdn un didmetro > 1 mm a los 2
minutos, segun inspeccién visual.

4.2.3 Lacantidad de muestras a ensayar para la avidez sera la

4.3
431

misma descrita en la Tabla 1.

Especificidad.

La cantidad minima de muestras requerida por fenotipo
para determinar la especificidad sera el indicado en la
Tabla 2.
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Tabla 2. Cantidad de muestras requeridas para determinar la
especificidad segun el fenotipo ABO.

SUEROS Cantidad de muestras rael
requeridas pa especificidad  |ensayo de
Ai A, AiB A,B B 0
anti-A 2 - - 2 2 2
anti-B 2 - 2 - 2 2
anti-AB 1 2 - - 2 4

4.3.2 Los hemoclasificadores del sistema ABO, cualquiera sea
el método de ensayo, cumpliran con los siguientes
requisitos:

a  Aglutinaran con > 2+ con todas las muestras de
eritrocitos que contengan el antigeno
especifico.

b.  No aglutinaran con los eritrocitos carentes del
antigeno.

¢ No presentaran anticuerpos contra los antigenos de
los grupos sanguineos: H, | Le* Le° K, k, Kp®, 3’ P,,
D,C,c,E e, C" M, N,S,s, U, Lt I I, Fy?, Fy?,
Xd.

d. No poseeran actividad hemolitica ni provocaran
fendmeno Rouleaux.

e.  No aglutinaran 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.

44 Reproducibilidad

a  Se estudiaran no menos de 300 muestras de sangre
de donantes en cada uno de los
métodos para los que se recomienda el producto.

b. El grupo sanguineo ABO de estas muestras
sera verificado determinando las
isoaglutininas en el plasma o suero del donante.

45 Caodigo de colores

Se utilizara el indicado en la Tabla 3.

Tabla 3. Cbdigo de colores requerido para los
hemoclasificadores del sistema ABO.

PRODUCTO Color del suero | Color de las etiquetas
Anti-A azul azul
Anti-B amarillo amarillo
Anti-AB rojo o no coloreado rojo

4.6 Rotulado

461 Debe cumplir con lo descrito en el apartado 3.5 de
esta regulacion y ademas, en las
etiquetas de los envases primario y secundario y en la
literatura interior aparecera:

a Lapalabra "*Monoclonal*, si fuera obtenido en
ratones, también la palabra ""murino™ o
"humano’* si fuera obtenido en linfocitos humanos
inmortalizados.

b. La frase 'Para prueba en tubo o en lamina™.

c. Laclase o clases de inmunoglobulinas de los
anticuerpos monoclonales.

46.2 En la literatura interior se incluira, ademas, el nombre
del clon o de los clones de los
anticuerpos monoclonales utilizados.

5 Requisitos especificos de los hemoclasificadores del
antigeno D del Sistema Rh, (anti-D).

5.1 Potencia

511 La potencia se determinard mediante la técnica de
tubo con centrifugacion, incubando 5 minutos a un
intervalo de temperatura 20 a 30 °C o 37 °C. El
diluente utilizado sera salina con albdmina bovina al 2
% y suspension de los eritrocitos al 2 %.

512 La potencia requerida sera > 512 con eritrocitos del
fenotipo Ror (ccDee).

5.1.3 El producto que no cumpla el requisito de potencia
serd analizado nuevamente con eritrocitos de 4
individuos de igual fenotipo.

5.1.4  No se aceptaréd aquel producto que después de repetirse
el ensayo no cumpla con el requisito de potencia con
mas de una muestra del total de eritrocitos utilizados.

52  Avidez

521 La avidez se determinara mezclando un volumen del
suero con dos volimenes de la suspension al 50% en
salina de eritrocitos de fenotipo Ror (ccDee) e
incubarlo a temperatura ambiente sobre una lampara
para facilitar la lectura.

522 Se observaran aglutinados en un intervalo < 30 s. Los
aglutinados tendrdn un didmetro > 1 mm a los 2
minutos, segun inspeccién visual.

53 Especificidad
5.3.1 Los sueros anti-D cumpliran los siguientes requisitos:
a Aglutinaran con > 2+ con 2 muestras de eritrocitos

de fenotipo CcDee”r) y ccDee(Ror).
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5.7.2

b. No aglutinaran eritrocitos de fenotipo Ccddee(r'r);
ccddEe(r''r) y A’cddee; Bccddee 0
ATBccddee y Occddee(rr).

c. Aglutinardn con > 2+ con 2 muestras de eritrocitos
de fenotipo D débil en la técnica de
aglutinacion en tubo o en la prueba de antiglobulina
indirecta  (Coombs), de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante.

d. No presentaran anticuerpos contra los antigenos H, I,
Le®, Le® K, k Kp°’ J® P» C, ¢ E e
C", M, N, S, s, U, Lu®, Jk? JK®, Fy?, Fy®, Xg®.

e.  No poseeran actividad hemolitica ni provocaran
fendmeno Rouleaux.

Reproducibilidad

Se estudiardn no menos de 350 muestras de donantes de
sangre en cada uno de los métodos para los cuales se
recomienda el producto.

Prozona

Los sueros anti-D no mostrardn disminucion de la
aglutinacion con el incremento del tiempo de incubacion
al estudiarse con eritrocitos de fenotipo Rir en la técnica

en tubo y en tiempos de incubacion de 15, 30 y 60
minutos. En todos los tiempos la aglutinacién sera > 2+.

Cadigo de colores

a. Al suero anti-D no se le adicionara ningun colorante.

b. La etiqueta de los envases primario y secundario
sera de color gris.

Rotulado

Debe cumplir con lo descrito en el apartado 3.5 de esta
regulacion y ademas, en la etiqueta
de los envases primario y secundario y en la literatura
interior aparecera:

a La palabra Monoclonal™ vy, si se tratara de una
mezcla de anticuerpos  monoclonales, se
agregara la palabra 'mezclado™.

b. Lafrase ""Para prueba en tubo o en lamina®™.

¢ Laclase o clases de inmunoglobulinas de los
anticuerpos monoclonales.

En la literatura interior se incluird, ademas, el nombre

del clon o de los  clones de los

anticuerpos monoclonales utilizados.

6. Requisitos especificos de los sueros hemociasificadores de
otros antigenos del Sistema Rh (anti-C, -c, -E, -e, -C%)
monoclonales, policlonales humanos o de origen animal.

6.1 Potencia

6.1.1

6.1.2

La potencia se determinara en la técnica de tubo de
acuerdo al método que recomiende el fabricante.

La potencia requerida seré un titulo no menor de 1:8
con eritrocitos de los fenotipos que se expresan a
continuacion:

Tabla 4. Cantidad de muestras requeridas para el ensayo de

potencia.

Sueros Fenotipos

anti-C CcDEe(1) Ccdee (1)
anti-c CcDee(1)
anti-E ccdEe (1)
anti-e ccDEe(1)
anti-C" C"cDee(1) C"cdee(1)

6.2 Avidez

6.2.1 La avidez se le realizara Unicamente a los productos
recomendados en la técnica de lamina.

6.2.2  La avidez se determinard mezclando un volumen del
suero con un volumen de la suspension al 40% de los
eritrocitos en salina a temperatura ambiente.

6.2.3  Se observaran signos de aglutinacion a la mitad del
tiempo que recomienda el fabricante con didmetro > 1
mm en el tiempo recomendado, segun inspeccion
visual.

6.24 La cantidad de muestras a ensayar para la avidez serd
la misma descrita en la Tabla 4.

6.3 Especificidad

6.3.1 La cantidad minima de muestras requerida por fenotipo

para determinar la especificidad sera el indicado en la
Tabla 5.
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Tabla 5. Cantidad de muestras (x) requeridas segin fenotipo
para el ensayo de especificidad.

Sueros | Fenotipos (x)

7 Fenotipos
reaccion +
®)
reaccion -
anti-| CcDEe (2), | ccDEE(1), ccdEe (1), ccdee (1)
C | CcDEE (1),
Cedee (1)
anti-| CcDEe(1), CCDee(1), CCDEe (2)
c CcDee(2)

anti-| CcDEe (2), |CCDee (1), Ccdee (1), ccdee (1)
E | CCDEe(1)

anti-| ccDEe (2), ccDEE(1), CcDEE (2)
e CcDEe (2)

anti- | C"cDee (2) ccDee (1), ccdee (1)
CW

6.3.2 Los sueros hemociasificadores anti-C, -c, -E, -, -C" en
todos los métodos para los cuales se recomienda el
producto, deben cumplir con los siguientes requisitos:

a Aglutinaran con > 2+ con todas las muestras que
expresen el antigeno especifico y reaccion negativa
con todas las muestras negativas para el antigeno.

b. No presentaran anticuerpos contra los antigenos de

los grupos sanguineos  A,B,H, I, Le?,
Le®, K, k, Kp®, Js° P3s MN, S, s, U, LuP, Jk? JKP, Fy?,
Fy?, Xg™.

No poseeran actividad hemolitica ni provocaran
fenémeno Rouleaux.

6.3.3 Los reactivos salinos no aglutinardn eritrocitos de
grupo O, carentes del antigeno especifico con
prueba de Coombs directa positiva de 3 + a 4 +.

6.4 Reproducibilidad

Se estudiaran no menos de 50 muestras de sangre de
donantes en todos los métodos para los que se
recomienda el producto.

6.5 Cadigo de colores
Los sueros anti-C, -c, -E, -e, -C" no tienen requisitos
especificos de colores.

6.6 Rotulado

6.6.1 Debe cumplir con lo descrito en el apartado 3.5 de
esta regulacion y ademas, en la etiqueta de los
envases primario y secundario y en la literatura
interior aparecera:

La palabra Policlonal humano o Policlonal con el
nombre del animal donde se obtuvo, Monoclonal
humano o murino™ vy, si se tratara de una mezcla
de anticuerpos monoclonales, se agregara la palabra
""mezclado™.

La frase ""Para prueba en tubo o en lamina™.

La clase o clases de inmunoglobulinas de los
anticuerpos.

6.6.2 En la literatura interior, ademas, se indicara el nombre

del clon o de los clones de los anticuerpos monoclonales

utilizados.

7 Requisitos especificos de los sueros hemoclasificadores
anti-K, -k, -Fy?, -Fy®, -Jk?, -JK°, -S, -s, -M, -N, -Le?, -
Le®, y anti-P~ monoclonales, policlonales humanos o
de origen animal.

7.1 Potencia

711 La potencia se determinara en la técnica de tubo de

acuerdo al método que recomiende el fabricante.
7.12 La potencia requerida seré un titulo no menor de 1:8

con eritrocitos de los fenotipos que se presentan en la
tabla 6.

Tabla 6. Cantidad de muestras (x) requeridas para el ensayo de

potencia.
Sueros Fenotipos (x)
anti-K K+k+ (1)
anti-k K+k+(1)
anti-Fy? Fy(a+b+)(1)
anti-FyP Fy(at+b+) (1)
anti-Jk? Jk(a+b+)(1)
anti-JkP Jk(a+h+)(1)
anti-S S+s+(1)
anti-s S+s+(1)
anti-M M+N+(1)
anti-N M+N+(1)
anti-Le? Le(a+b-) (1)
anti-LeP Le(a-b+)(1)
7.2 Avidez

7.2.1 Laavidez se le realizara inicamente a los productos

722

7.2.3

recomendados en la técnica de lamina.

La avidez se determinard mezclando un volumen del
suero con un volumen de la suspension al 40% de los
eritrocitos en salina a temperatura ambiente.

Se observarén signos de aglutinacion a la mitad del



Fecha: 12/10/2011

ORGANO OFICIAL REGULATORIO Pag. 8

tiempo que recomienda el productor y se observaran
aglutinados no menores que 1 mm de didmetro en el
tiempo recomendado, seglin inspeccién visual.

7.24 La cantidad de muestras a ensayar para la avidez

sera la misma descrita en la Tabla 6.

7.3  Especificidad

7.3.1 La cantidad minima de muestras requerida por fenotipo
para determinar la especificidad sera el indicado en la

Tabla 7.

Tabla 7. Cantidad de muestras (x) requeridas segun fenotipo para
el ensayo de especificidad.

Sueros|Fenotipos |Fenotipos | [Sueros|Fenotipos |Fenotipos
. 0 {0
reaccion + [reaccion - reaccion + | reaccion -

anti-K | K+k+ (4) | K-k+ (4) | | anti-S| S+s+(4) | S-s+(4)

anti-k | K+k+ (4) | K+k- (4) || anti-s | S+s+ (4) | S+s-(4)

anti- | Fy(atb+) | Fy(a-b+) [ |anti-M| M+N+ (4) | M-N+ (4)

=Ya (4 (4

anti- | Fy(atb+) | Fy(atb-) [|anti-N|M+N+ (4) | M+N- (4)

By’ (4) (4)

anti-Jk?| Jk(a+b+) | Jk(a-b+) anti- | Le(at+b-) | Le(a-b+)
(4 (4 Le? (4 (4)

anti-IC| Jk(a+b+) | Jk(a+b-) || anti- | Le(a-b+) | Le(at+b-)
(4) (4) LeP (4) (4)

*< anti-Pi| Pi+ (4) Pr (4)

7.3.2 Los sueros hemoclasificadores anti -K, -k, -Fy?, -Fy®, -3k -
P, =S, -5, -M, -N, -Le* -Le” y anti-Pi.en todos los
métodos para los cuales se recomienda el producto,
deben cumplir con los siguientes requisitos:

Aglutinaran con > 2+ con todas las muestras que
expresen el antigeno especifico y
reaccién negativa con todas las muestras negativas

Los reactivos anti-K, -k, no presentaran anticuerpos
contra los  antigenos de los  grupos
sanguineos AB,H, I, D, C, ¢, E, e, C"Le?, Le®, Kp®, Js”
P, MN, S s U L I K R

Los reactivos anti-Fy?>, -Fy® no presentaran
anticuerpos contra los antigenos de los
grupos sanguineos ABH, I, D, C, ¢, E, e, C",Le%,
Le®, K, k, Kp° J° P, MN, S, s U, LU

a
para el antigeno.
b.
Fy®, Xg®.
C.
JKEJK®, X,
d.

Los reactivos anti-Jk®, -Jk® no presentaran
anticuerpos contra los antigenos de los grupos

7.33

74

75

7.6
76.1

sanguineos ABH, I, D, C, ¢, E, e, C".Le* Le®, K, k,
Kp®, 3 P, MN, S, s U LW R? R
Xg?.

e.  Los reactivos anti-S, -s, no presentaran anticuerpos
contra los antigenos de los  grupos
sanguineos ABH, I, D, C, ¢, E, e, C"Le?, Le°, Kk,
Kp®, 3 Py MN, U LW, I K Ry
FyP, Xt

f  Los reactivos anti- Le?, Le° no presentaran
anticuerpos contra los antigenos de los
grupos sanguineos AB,H, I, D, C, ¢, E, e, C", Kk,
Kp®, J° Py MN, S, s, U, LW, J& JK,
Fy?, Fy®, Xg®

g Los sueros anti-M y anti-N no presentaran
anticuerpos contra los antigenos de los grupos
sanguineos H, I, Le* Le®, K, k, Kp®, 3’ P, D, C, ¢, E, e,
cY, S, s, U, LW I WK, RA R,
Xg?

Los sueros anti-P! no presentaran anticuerpos contra los
antigenos de los grupos sanguineos H, I, Le?, Le®,
K, k Kp° J’D, C,c, E, e, C", M,N, S s, U, L,
Ik IKP, FyR, FyP, Xg?.

i. No poseeran actividad hemolitica ni provocaran

fendmeno Rouleaux.

Los reactivos salinos no aglutinaran eritrocitos de grupo
O, carentes del antigeno especifico con prueba de
Coombs directa positivade 3 +a 4 +.

Reproducibilidad

Se estudiaran no menos de 50 muestras de sangre de
donantes en todos los métodos para los que se
recomienda el producto.

Cadigo de colores

Los sueros anti -K, -k, -Fy?, -Fy®, -Jk?, -Jk®, -S, -s, -M, -
N, -Le? -Le®, y anti-P!, no tienen requisitos especificos
de colores.

Rotulado

Debe cumplir con lo descrito en el apartado 3.5 de
esta regulacion y ademds, en la etiqueta
de los envases primario y secundario y en la literatura
interior aparecera:

a  La palabra Policlonal humano o Policlonal con
el nombre del animal donde se obtuvo,
Monoclonal humano o murino™ vy, si se
tratara de una mezcla de anticuerpos
monoclonales, se agregara la palabra
'mezclado™.



Fecha: 12/10/2011

ORGANO OFICIAL REGULATORIO Pag. 9

b.  Lafrase ""Para prueba en tubo o en lamina™.

c.  Laclase o clases de inmunoglobulinas de los
anticuerpos.

7.6.2 En la literatura interior, ademas, se indicara el nombre
del clon o de los clones de los anticuerpos monoclonales
utilizados.

8 Requisitos especificos de los sueros antiglobulinicos

humanos (Suero de Coombs).

81 Clasificacion
Para su evaluacion los sueros antiglobulinicos se
clasifican en los siguientes grupos:
a Grupo |I: Suero antiglobulina  humano
poliespecifico (anti 1gG, Cs). En ocasiones pueden
presentar actividad anti-IgA.
b.  Grupo II: Suero anti-1gG.
c.  Grupo I11: Suero anticomplemento (Cs).

8.2 Potencia

821 En el estudio de potencia de los sueros del Grupo |y
Il se utilizaran sueros anti-D y anti-Fy?
(de la Clase 1gG) con un titulo > 16 y < 64 en la
prueba de antiglobulina indirecta.

8.2.2 Los sueros del Grupo 1y 11y ladilucion 1:2'y 1:4 de
los mismos aglutinardn eritrocitos de grupo O Rhy
(D) positivos, Fy(a+b+) sensibilizados con la dilucion
1:16 o 1:64 (en dependencia del titulo de los
anticuerpos utilizados) de anti-D y anti-Fy®.

8.2.3 Los sueros del Grupo I y 111 aglutinaran eritrocitos
recubiertos con Csb en titulos no menor que 4 y con
un titulo no menor que 1:1 y reacciéon de 2 + de
aglutinacion con eritrocitos recubiertos con Cad.

824 Los sueros del Grupo | con actividad anti-lgA
aglutinaran en un titulo no menor que 4 a eritrocitos
recubiertos de IgA.

Especificidad

831  Los sueros del Grupo I no aglutinaran a eritrocitos
recubiertos con C,d.

8.3.2  Los sueros del Grupo Il no aglutinaran a eritrocitos
recubiertos con Csb, Csd, C,d.

8.3.3  Los sueros del Grupo 11 no aglutinaran eritrocitos

recubiertos con IgG y C,d.
8.34  Los sueros de los Grupos I, 11y I1:

a  No aglutinaran ni hemolizaran a eritrocitos de los
grupos A-, B y O a temperaturas de 4
°C, de 20 a 30 °C y 37 °C, en un tiempo de
incubacion de 30 minutos.

b.  No aglutinardn ni hemolizarén a eritrocitos de los
grupos A™ B y O tratados con papaina.
Nota: Podrian utilizarse opcionalmente bromelina, ficina o

tripsina, ademas de papaina.

¢ No aglutinardn ni hemolizaran a suspensiones de
eritrocitos en salina 'y en solucion de
baja fuerza i6nica (LISS), provenientes de 2
donantes de cada uno de los grupos A, By
O. Los eritrocitos seran colectados del segmento de
las unidades de sangre que estén
almacenadas entre 2 'y 8 °C por un periodo entre 10
y 15 dias.

d.  No reaccionaran en la prueba de antiglobulina
indirecta  con los eritrocitos referidos
anteriormente y el suero de 6 donantes. Los sueros
de los donantes seran obtenidos
antes de las 24 horas de realizar el estudio, estaran
libres de anticuerpos irregulares y
seran ABO compatibles con las muestras de los
eritrocitos colectados.

84 Reproducibilidad

841 Se estudiara la reproducibilidad mediante la prueba de
Coombs directa e indirecta en no menos de 300
muestras de donantes de sangre, 5 muestras de
pacientes con anemia hemolitica autoinmune y 5
muestras de pacientes con anticuerpos irregulares.

84.2 En el grupo de pacientes con anticuerpos irregulares
podran incluirse muestras de donantes Rh, (D)
negativos inmunizados para la produccion de
anticuerpos anti-D y de mujeres Rhy (D) negativas
aloinmunizadas por embarazos.

84.3 De utilizarse muestras provenientes de los grupos
sefialados en 8.4.2, el estudio comprenderd la
determinacion del titulo de anticuerpos anti-D en la
prueba de Coombs indirecta y se comparara con los
resultados obtenidos con el producto de referencia. Se
permitiran diferencias de una dilucién inferior en el
titulo con respecto al producto de referencia.

85 Cadigo de colores

851 El suero antiglobulinico poljespecifico puede o no
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852

8.6
8.6.1

8.6.2

9

colorearse de verde. A los demas sueros
antiglobulinicos no se les afiadira colorante.

El color de la etiqueta se correspondera con el del
suero contenido en el envase.

Rotulado

Debe cumplir con lo descrito en el apartado 3.5 de esta
regulacion y ademas, en la etiqueta de los envases
primario y secundario y en la literatura interior
aparecera:

a. Suero antiglobulina humano poliespecifico (para los
diagnosticadores que presentan al
menos actividad anti IgG y anti C; y estén
recomendados para la Prueba de Coombs).

b. Suero anti IgG o anti C; (para los
diagnosticadores que presenten una de estas
actividades y se recomienden para la Prueba de
Coombs).

c. Lafrase 'Para la Prueba de Coombs"".
La palabra Monoclonal, y, si se tratara de una
mezcla de anticuerpos  monoclonales, se
agregara la palabra "'mezclado".

e. La clase o clases de inmunoglobulinas de los
anticuerpos  monoclonales contenidos en el
suero.

En la literatura interior, ademas, se indicara el nombre
del clon o de los clones de los anticuerpos
monoclonales utilizados.

Ensayo de terreno de los sueros hemoclasificadores y

antiglobulinicos (anti-A, -B, -AB, -D, -C, -c, -E, -¢, -C", -
K, -k, -Fy? -Fy®, -JK3, -JKP, -S, s, -M, -N, -Le® -Le", y
anti-P™).

91

9.2

9.3

9.4

9.5

El Ensayo de Terreno se realizara segun lo descrito en el
apartado 3.7 de esta regulacion.

Se evaluaran no menos de dos lotes del producto, en
paralelo con otro producto similar que haya sido
previamente autorizado por el CECMED.

Se realizard& como minimo en tres sitios diferentes
(excluyendo al productor) y que representen dareas
geogréficas y distribucién poblacional diferentes.

De los sitios que se seleccionen, al menos uno debe ser
un Banco de Sangre y otro un Servicio de
Transfusiones.

Las determinaciones realizadas comprenderan todos los
métodos para los cuales se recomienda el producto. Se

9.6

9.7

9.8
terreno

981

9.8.2

9.8.3

realizard al menos en un sitio por la técnica de tubo y en
uno por la técnica de l&mina. Para los sueros
antiglobulinicos se realizard Unicamente por la técnica
de tubo.

En la evaluacion de los sueros hemoclasificadores ABO
se realizaran las determinaciones de las isoaglutininas
para corroborar el grupo sanguineo.

En la evaluacion de los sueros antiglobulinicos se
realizara la prueba de Coombs directa y la prueba de
Coombs indirecta.

Caracteristicas de las muestras a estudiar en el ensayo de

Las muestras seleccionadas para la evaluacion de los
sueros hemoclasificadores y antiglobulinicos reuniran
las caracteristicas que se indican en la Tabla 8.

En la evaluacion de los sueros hemoclasificadores el 10
% de las muestras seleccionadas de cada grupo
corresponderan a eritrocitos carentes del antigeno
especifico para los anticuerpos evaluados.

Muestras no seleccionadas.

a  En la evaluacion de los sueros hemoclasificadores
ABO y Rhy(D) se estudiaran al menos
800 muestras de donantes de sangre, de las cuales a
400 se les determinara el grupo
sanguineo con eritrocitos provenientes del coagulo
y a 400 con eritrocitos obtenidos en
anticoagulante.

b. En la evaluacion de los sueros anti-C, -c, -E, -e, -C", -
K, -k -Fy% Ry’ -NE -k -S, s, oM,
-N, -Le&? -Leb, y anti-P?, se estudiaran al menos 50
muestras de  donantes de sangre  con
eritrocitos obtenidos en anticoagulante.

¢ En la evaluacion de los sueros antiglobulinicos se

estudiaran al  menos 100 muestras de
donantes de sangre con eritrocitos obtenidos en
anticoagulante para la prueba de Coombs
directa y el suero para la prueba de Coombs
indirecta.



Fecha: 12/10/2011

ORGANO OFICIAL REGULATORIO

Pag. 11

Tabla 8. Caracteristicas de las muestras seleccionadas.

TIPO DE MUESTRA No. de muestras a estudiar
ABO, | anti-C, -c, - |antiglobulinicos
Rho | E, -e,-C", -
(D) K,
-k, -Fy?, -y,
K3 -JKP, -
S,-s,-M, -N,
-Le® -Leby
anti-Pi,
Conservadas en 40 10 20
anticoagulantes durante
28 dias
Eritrocitos conservados 20 10 10
en glicerol a -20 °C entre
una semana y seis meses
a
De individuos mayores 10 10 10
de 70 afios
De cordén umbilical 20 10 10
De pacientes con 20 10 10
anomalias de las
proteinas séricas
(embarazadas,
mieloma multiple y
macroglobulinemia de
Waldenstrom)
De pacientes con anemia | 10 10 10
hemolitica autoinmune
De pacientes con 10 10 10
linfomas y leucemias
Lipémicas 20 10 10
Hemolizadas 20 10° 10°
Tratadas con enzimas ° 20 | no aplicable 10
Con antigeno B 3 | noaplicable [ no aplicable
adauirido
De individuos asiaticos 10 | noaplicable | no aplicable

.Debe eliminarse el glicerol antes de usarlos.

No se incluiran en el estudio si el fabricante declara que el
reactivo no puede utilizarse en técnicas enzimaticas.

Un resultado no satisfactorio con estos grupos de muestras no
invalida el producto, pero debe aclararse en la Literatura Interior
que los reactivos no pueden utilizarse en muestras de estas
caracteristicas.

9.9 Informe del Ensayo de Terreno.

991

9.9.2

El informe se elaboraréa de acuerdo a lo establecido en
la Regulacion 47-2007 del CECMED y contendra,
ademas el protocolo utilizado en el estudio.

Se describira un analisis de las discrepancias
encontradas, las cuales deberdn ser analizadas para

investigar su causa. Los resultados se compararan en
todos los métodos evaluados con los encontrados
utilizando el producto de referencia correspondiente.
Los resultados se expresaran en especificidad y
sensibilidad en todos los procederes analizados (Ver
Anexo 2).
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ANEXQO 1. Determinacion del titulo promedio por el
método del logaritmo de base 2 (log2).

Vennes JWet al: Use of Logarithms to the base 2 in recording
serological reactions. Nature 180-1363; 1957).

Cuando sea necesario dar un resultado de los titulos obtenidos
en diferentes muestras de un mismo lote con un fenotipo
determinado, o de una muestra con iguales fenotipos de
diferentes individuos, se utilizard el método del logaritmo de
base 2 para promediar las determinaciones.

Titulo
no diluido

8

—
(op}
ONDOIBRWNE O

256

No. de fenotipos
N2

Ejemplo

Titulo de 32 con 3 3 X 5
muestras de eritrocitos

f—
1l

Titulo de 64 con 2 2 X 6
muestras de eritrocitos

Y
N T

Titulo de 128 con 1 1
muestra de eritrocitos

NI

TOTALES

o
NS

Este valor se convierte a titulo de la siguiente forma:

Valor del log, = 34/6 = 5,66 log,5,66= log,5 + 10g,0,66 log, 5,66
= 32 +(0,66x32)log,566= 32 + 21,12 log,5,66=
53,12 El titulo promedio es 53.

ANEXO 2. Célculo de la especificidad y de

sensibilidad clinica. Cura E, Wendel S y col. Manual
de Procedimientos de control de calidad para los laboratorios
de serologia de los Bancos de Sangre, OPS, 1994.

Se elaboraré una tabla de contingencia de 2 x 2.

Reactivo de referencia
Reacti | Positivos |Negativo|  Total
Vo a S
Positivos a b (falsos a+b
(verdader | positivos)
Negativos | c (falsos d c+d
neaativos | (verdader
Total a+c b+d N=a+b+c
+d
Sensibilidad =a/a+| Especificidad=d/b
c +d
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