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NORMAS INTERNACIONALES PARA LOS SUEROS
ANTI-A Y ANTI-B DE CLASIFICACION DE
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Director del Departamento de FEstandardizacién Bioldgica, Instituio Na-
ctonal de Investigaciones Médicas, Londres, Miembro de la Comisién
Téenica de Bstandardizacion Biolégica, Organizacion Mundial
de la Salud

La Comisién Técnica de Estandardizacién Biolégica de la Organizacién
Mundial de la Salud recomendd, en su primera sesién celebrada en Ginebra en
junio de 1947, el establecimiento de estdndards internacionales para sueros
Anti-A y Anti-B, a cuyo fin, muestras mezcladas de ambos sueros, de alta poten-
cia, deberdn ser sometidas a pruebas comparativas por varios trabajadores y
su potencia expresada en unidades adecuadas.

PREPARACION DE LOS ESTANDARDS

El Dr. J. J. Griffitts, de los Institutos Nacionales de Higiene, Bethesda,
Md., E.U, y el Dr. A. E. Mourant y sus colegas, del Laboratorio de
Referencia de Grupos Sanguineos del Ministerio de Salubridad en el
Instituto Lister, de Londres, y del Servicio Nacional de Transfusién
de Sangre, recolectaron sueros humanos anti-A vy anti-B. Tanto para
el suero anti-A, como para el suero anti-B, las contribuciones colectadas
en los Estados Unidos procedian principalmente de personas cuyos anti-
cuerpos circulantes habian sido aumentados por inmunizacién artificial;
los titulos del anti-A en sueros individuales oscilaban de 128 a 1,024,
y los titulos del anti-B, de 256 a 512; los sueros fueron mezclados y
conservados en estado de congelacién en Washington. Las contribu-
ciones britdnicas de sueros anti-A y anti-B, cuyos titulos en ambos
casos oscilaban de 256 a 512, contenfan solamente anticuerpos de pre-
sencia natural y fueron conservados separadamente en estado de con-
gelacién. En junio de 1948, las contribuciones de los Hstados Unidos
fueron enviadas por avién a Londres en estado de congelacién, efectudn-
dose inmediatamente la preparacién de los estdndards. Las distintas

* Este trabajo se publica simultdneamente en inglés en el Bulleiin of the World
Health Organization, Vol. 3, No. 2.
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contribuciones fueron sometidas a pruebas y mezcladas por el Dr. M.
Mackay, del Instituto Lister. Tanto los sueros mezclados de Estados
Unidos como los individuales de Inglaterra fueron licuados; las mues-
tras fueron valoradas y sometidas a pruebas de esterilidad. Después
se mezclaron los sueros adecuados con la mezcla final, pasdndolos por el
filtro Seitz, y sacdndose muestras para pruebas de valorizacién y es-
terilizaci6n. La mezcla filtrada fué distribuida en ampolletas de 1 ml
v 5 ml, las cuales fueron desecadas por medio de una centrifuga congela-
dora-desecadora, por el Dr. R. A. Kekwick del Instituto Lister, de Lon-
dres. Los cuellos de las ampolletas fueron reducidos y el contenido some-
tido a més desecacién, a temperatura ambiente, sobre Py0s al vacio.
Luego las ampolletas fueron llenadas con nitrégeno seco y selladas.

Los sueros fueron distribuidos en microburetas Grado A, determindn-
dose el error de la distribucién en una muestra seleccionada al azar,
por desecacién del contenido de eada ampolleta, pesando, lavando la
ampolleta y pesando la ampolleta vacia. El margen total de error fué
aproximadamente de 1.5%, en el lote de 5 ml y 29, en el lote de 1 ml.
Es de comprender, por lo tanto, que la reconstitucién de los sueros por
1a adicién de 1 ml y 5 ml, respectivamente, de agua, proveeria una solu-
cién de anticuerpo cuya potencia no varia més del 29, en comparacién
con el material original; ya que para fines ordinarios de comparacién
por medida del titulo de aglutinacién en esta forma la reconstitucién
es suficientemente exacta. Para aquellos que deseen reconstituir con més
exactitud, el peso del suero desecado puede ser determinado, caleuldn-
dose exactamento el volumen de agua que debe ser agregado. El pro-
medio de peso del material seco en 1 ml del suero anti-A es de 88.7 mg,
y para el suero anti-B es de 90.1 mg.

Con el objeto de evitar cualquier procedimiento que pueda introducir
heterogeneidad en las preparaciones estindards, tal como se hallan final-
mente al sellar las ampolletas, se decidié limitar el ndimero de ampolletas
preparadas a la cantidad de suero mezclado que podria en un dia de
trabajo, utilizarse para llenar ampolletas por métodos de precisién y
que pudiera ser desecado por congelacién en una revolucién de la centri-
fuga de desecacién por congelacién. De acuerdo con esto, 140 ampolletas
de 5ml y 700 de 1 ml del lote del suero anti-A fueron preparadas en
un dia y desecadas por congelacidén; 145 ampolletas de 5 ml y 880 de
1 ml. del lote de suero anti-B, fueron tratadas igualmente en la semana
giguiente.

Sin embargo durante el proceso de desecacién por congelacién, en cada
caso se hizo una nueva licuacién del suero en algunas de las ampolletas,
de forma que el producto final, aunque esponjoso, formaba una capa
plana en la base de la ampolleta; en el resto de las ampolletas el suero
desecd adecuadamente en declive, a un lado de la ampolleta. Las prue-
bas no mostraron diferencia considerable entre las valoraciones de sueros
reconstituidos de las preparaciones en forma plana o en declive. Sin
embargo, los titulos en el primer caso tendieron a ser ligeramente més
bajos v, por esa razén, solamente las preparaciones oblicuas fueron
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consideradas para el estdndard internacional. Del suero anti-A aun
quedaron 52 ampolletas del lote de 5 ml y 478 del lote de 1 ml, y del
suero anti-B, 53 del de 5 ml y 823 del lote de 1 ml.

Las ampolletas fueron conservadas a —10°C después de la desecacion.
La valorizacién de los contenidos después de la reintegracién dié subs-
tancialmente los mismos resultados que los de la mezcla original. Por
lo tanto, puede manifestarse con alguna confianza, que no hubo pérdida
substancial de potencia de aglutinacién durante la desecacién.

PrRUEBAS PARA LA PREPARACION ESTANDARD

Se distribuyeron muestras de los estdndards propuestos entre investi-
gadores de 11 laboratorios, pidiéndoles su opinién sobre los dos sueros
¥ atencidn especial a:

(a) Los titulos obtenidos por el método de titulacién usado corriente-
mente en su laboratorio;

(b) Los titulos obtenidos por cualquier otro método estdndard que
el investigador quiera ensayar;

(e) Avidez;

(d) Especificidad para las células A4, A,, A:B y B.

Los siguientes investigadores accedieron bondadosamente a empren-
der estas investigaciones:

Canadd Dr. J. Gibbard, Laboratory of Hygiene, Department of
National Health & Welfare, Ottawa, Ontario.

Checoslovaquia Dr. K. Raska, Department of Microbiology, State Publie
Health Institute, Prague XII.

Dinamarea Dr. E. Freiesleben, Statens Seruminstitut, Amager Boule-
vard 80, Copenhagen.

Francia Dr. J. Moullee. Centre National de Transfusion Sanguine,
53, boulevard Diderot, Paris.

Italia Profesor E. Carlifanti, Istituto Sieroterapico Italiano, S.
Giacomo dei Capri 60, Naples.

Pafses Bajos Dr. J. J. van Loghem jr., Centraal Laboratorium van den
Bloedtransfusiedienst, Binnengasthuis, Amsterdam.

Noruega Dr. O. Hartmann, Statens Institutt for Folkehelse, Gei-
temyrsvegen, 75, Oslo.

Suecia Dr. B. Broman, Statens Rattskemiska Laboratorium, Stock-
holm

Reino Unido Dr. A. E. Mourant, Blood Group Reference Laboratory,

Lister Institute, Chelsea Bridge Road, London.
Estados Unidos Dr. J. J. Griffitts, National Institutes of Health, US Public
Health Service, Bethesda, Md.
Dr. H. C. Batson, Department of Biologic Products, Army
Medical Department, Research and Graduate School,
Washington, D. C.

REsurTADOS DE LA PRUEBA

El Cuadro No. 1 relaciona los resultados de los 11 laboratorios parti-
cipantes. Solamente se anotaron las valorizaciones contra los eritrocitos
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Cuabro I

Sinopsis de las pruebas de las pautas de sueros internacionales anti-A y anti-B

para la clasificacién de grupos sangutneos

Resultados
Laboratorio Método -
Células Auti-A y Ay, As, AsB | CElfas Auti-

1 NIH Titulo® 128 128 64 256

Avidez® 5 5 22 5

2 LabJd (2% RBC)¢ Titulo 1,536 1,536

Avidez 3 15 2

3 MRC’/ (Aprox. Titulo 256 64 256
2% RBC) Avidez

4 Lab. Titulo 256 32 256

Avidez 6 17 4

5 Lab. (3% RBC) Titulo 512 256 128 512

Avidez 8 11 15 6

6 MRC Titulo 512 256 128 512

Avidez 10 15 45 15

7 MRC Titulo 256 128 64 512

Avidez 7 9 23 7

8 Lab. (29% RBC) Titulo 256 64 16 128
Avidez

9 NIH Titulo 512 256 32-64 256-512

Avidez 4 4 18 3

(a) | MRC Titulo 256 32 128
Avidesz

10 (b) | NIH Titulo 512 64 256
Avidez

(e) Lab. (1% RBC) Titulo 355 108 215

Avidez 3 12 3

(a) | NIH Titulo 256 128 16 256

Avidez 5 5 11 5

11 (b) | MRC Titulo 256 128 32 256
Avidez

¢ NTH—Institutos Nacionales de Higiene, Bethesda, Md., Estados Unidos.
b Tilt—Reciprocidad de suero diluido.

¢ Avidez—Tiempo en segundos por aglutinacién en portaobjetos.

4 Lab.—El método empleado por el laboratorio de investigacién.
* RBC—Eritrocitos.
I MRC—Método recomendado en: “The determination of blood groups,”
Londres, 1945 (Med. Res. Coun. Wat Mem. No. 9).
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A, AB, A;B y B; y donde fué necesario, los titulos fueron ajustados para
hacerlos equivalentes a la dilucién inicial de los sueros que daria ¢l mismo
resultado al ser mezclados con un volumen igual de hematies en suspen-
sién. En vista de la gran variedad de técenicas empleadas, los resultados
fueron satisfactoriamente consistentes.

Los estdndards son necesarios para la valorizacién de la potencia de
aglutinacién y la medida de avidez de los antisueros de diagndstico.

Potencia de aglutinacién de los sueros.—La prueba de aglutinacién
macrosedpica no puede proporcionar una medida abscluta de la poten-
cia de aglutinacién de los sueros, porque el resultado de una valoriza-
cién variard de acuerdo con la técnica y el grupo de células usadas. En
verdad, no es necesaria uns medida absoluta. La funcién del estdndard
es proveer una preparacién de potencia fija aunque arbitraria. Debe
considerarse que cuando un suero estindard y uno “‘desconocido” son
valorizados paralelamente por un método dado, ambos sueros son igual-
mente afectados por todos los factores que determinan la sensibilidad

Cuapro II
Frecuencia de las valorizaciones obtenidas en 12 pruebas (ezcluyendo pruebas
2 y 10c)
Ntimero de pruebas
Valorizaciones
Anti-A versus A Anti-B versus B

128 1 2
256 7 6 4 3¢
512 4 3+ 4

12 12

« K] Laboratoric No. 9 anota ambos 256 y 512.

de una valorizacién. La potencia del suero desconocido puede entonces
ser expresada en términos del estdndard internacional, y, teniendo en
cuenta los errores inherentes a los métodos, deberd ser la misma, sea
cual fuere el método empleado. Por lo tanto, la Comisién Técnica de
Estandardizacién Bioldgica, de la Organizacién Mundial de la Salud,
ha asignado para los dos sueros una potencia arbitraria, expresiandola
en unidades de aglutinacién. La unidad escogida deberfa tener un
méiximo general de utilidad. Se verd (Cuadro I) que, con la excepcién
del resultado de laboratorio No. 2, donde la prueba fué extremadamente
sensible, los titulos de aglutinacién macroscépica de ambos sueros
fluctuaron entre 1/128 y 1/512; y que (Cuadro II) el titulo encontrado
con mayor frecuencia en las 12 pruebas fué en ambos casos de 1/256

En la mayoria de las valorizaciones, las diluciones de antisuero fueron
hechas en dos pasos y no es Gtil ni necesario determinar un promedio
més exacto de los resultados. Serfa, sin embargo, conveniente que la
unidad de aglutinacién del suero anti-A fuera aproximadamente equi-
valente a la del suero anti-B. Los titulos del suero anti-A y anti-B son
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iguales en 8 de las 13 valorizaciones (Cuadro III); el titulo del suero
anti-B es menor que el del anti-A en 3 de los casos, y mayor que el
suero anti-A en 2 de las valorizaciones. Las potencias pueden, por lo
tanto, ser consideradas como substancialmente iguales, aunque probable-
mente el anti-B es un poco menos fuerte, como se deduce de los resultados
de la tercera valoracién hecha en el laboratorio No. 10, donde se aplicéd
una, cuidadosa interpolacién a los resultados obtenidos por un método
doble de dilucién. Sin embargo, en vista de que la doble dilucién serd
utilizada usualmente con el propésito de valorizar antisueros de diag-
ndstico la diferencia no es lo suficientemente grande para garantizar
una distineién entre los dos sueros, asignindoles potencias diferentes.

A cada antisuero, por lo tanto, se le asigné una potencia de aglutina-
cién de 256 unidades internacionales por ml. de suero reconstituido.
Esto no quiere decir que un laboratorista dado debe producir sueros de
diagnéstico anti-A y anti-B con titulos de 256 por medio de un método
especifico. La concentracién del suero de diagndstico establecido para

Cvuapro III

Similitud de valorizaciones con sueros anii-A y anii-B en 13 pruebas (excluyendo
pruebe 10c)

Titules Ntimero de pruebas
Anti-B < anti-A..o.ooo e 3
Anti-B = anti-A ... ... e 8
Anti-B > anti-A... . ... 2
13

uso en unidades internacionales, es cuestién de criterio propio; pudiendo
ser, por ejemplo, 64, 100 6 512 unidades internacionales por ml.

Avidez de los sueros.—Hay una amplia escala de tiempo en las prue-
bas de avidez hechas por los 11 laboratorios. Asf el tiempo tomado en
segundos, varia de 3 a 10 para A;, 4 a 15 para A, 11 a 45 para A,B.
Teniendo en cuenta la variacién en las concentraciones de las suspen-
siones celulares, es claro que esas avideces son de la clase que es de es-
perar en un buen suero de aglutinacién, aunque algunos de los partici-
pantes ereen que la avidez para hematies A,B fué un poco baja.

Los tiempos para el suero anti-B oscilaron de 2 a 15 segundos y la
avidez, por lo tanto, puede considerarse satisfactoria.

PorExcia DEL SUERO INTERNACIONAL ABO para CLASIFICAR
Gruros SANGUINEOS

Anti-A—Una unidad internacional est4 contenida en 0.3465 mg del
suero estdndard internacional Anti-A de clasificacién de grupos sangui-
neos, que es una preparacién de suero desecado; y 256 unidades inter-
nacionales est4n contenidas en 1 ml de la preparacién estdndard una
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vez reconstituida con agua al volumen del suero estdndard del cual se
deriva.

Anti-B.—Una unidad internacional estd contenida en 0.3520 mg del
suero estandard internacional anti-B de clasificacién de grupos sangui-
neos, que es una preparacién de suero desecado; y 256 unidades inter-
nacionales estdn contenidas en 1 ml de la preparacién estindard una
vez reconstituida con agua al volumen del! suero estdndard del cual se
deriva.

Uso pE ros EsTAnNDARDS ABO

Para fines ordinarios de estandardizacién de sueros de agrupacién
por valorizacién y pruebas sencillas de avidez, es suficientemente exacto
reconstituir el contenido de la ampolleta con 1 ml de agua destilada,
medida cuidadosamente.

Debe recalearse que para asignar una unidad a un suero asi valorizado,
los valores absolutos de las titulaciones obtenidas no tienen gran impor-
tancia; la medida importante es el valor comparativo de las valoriza-
ciones obtenidas con suero estandard y con el suero que se va a probar.
Esto se aplica particularmente al suero anti-A estandard, ya que las
valorizaciones obtenidas en células A, y A,B serdn consistentemente
inferiores a las valorizaciones obtenidas en las células A,. Sin embargo,
cuando un suero anti-A es comparado con el estdndard, y prueba tener
valorizacién similar a la de las células A.B, por ejemplo, aunque ambas
titulaciones sean excepcionalmente bajas (v.g. 1/16), la unidad del
suero desconocido es de 256 ml. En la misma forma, la unidad de un
suero anti-A deberd ser también de 256 ml, si en una valorizacién con
células A, los titulos de los sueros estdndard desconocidos fuesen de
1/1024.

Este razonamiento se basa en la hipétesis de que el suero anti-A con-
tiene solamente una clase de anticuerpo, y que las diferencias en el
titulo con diferentes clases de células A son debidas tGinicamente a las
afinidades variantes de los diferentes antigenos A para ese anticuerpo.
El anti-A estdndard, no obstante, es probablemente una mezela de
anticuerpos para diferentes antigenos A, y en comparacién con un suero
anti-A “desconocido” que contiene una proporcién diferente de esos
anticuerpos, la relacién de las titulaciones, de estandard ‘“desconocido,”
puede variar de acuerdo con la clase de células A usadas. Para fines
generales, es justo considerar el suero anti-A estidndard como homogéneo
en relacién con la especificidad de sus anticuerpos.
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