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DESCRIPCION
Medio de suspension de hematies

Sector al gue pertenece la invencién

La presente invencidon concierne a nuevo medio de suspension de hematies para la realizacion de las principales
pruebas inmunohematolégicas de aglutinacion que requieren de eritrocitos que se llevan a cabo en los hospitales y
centros de transfusion sanguinea. La determinacién del grupo sérico, la deteccién e identificacién de anticuerpos
irregulares, la preparacion de controles positivos y negativos, y la necesidad de conservar muestras para la investigacion
de resultados anémalos, requieren de hematies resuspendidos en un medio acuoso que mantengan su funcionalidad.

Estado de la técnica

Los Patent abstracts de Japon referente al documento 61012626 dan a conocer un conservante para sangre que
contiene una transfusion de aminoacido, que muestra actividad antihemolitica similar a la sacarosa con respecto a la
disminucién de presion osm@tica de eritrocitos, utilizable para transfusiones de sangre directamente, sin eliminar el
aminoacido.

El Patent abstract de Japon en el documento 61015838 da a conocer un conservante de la sangre obtenido utilizando un
aminoacido acidico y/o una sal del mismo, por ejemplo, una sal de metal alcalino con Na, o una sal con un acido mineral
tal como HCI, como componente principal.

El documento WO 87/04072 da a conocer un procedimiento y aditivos para mejorar la calidad y vida de almacenamiento
de la sangre almacenada por manipulacion de las actividades de las encimas clave de los eritrocitos incluyendo la
utilizacion de L-aminoacidos u otros productos a afiadir a los concentrados de eritrocitos a almacenar para inhibir la
actividad de DPG fosfatasa.

El documento WO 02/31122 da a conocer un suplemento del plasma a utilizar en sistemas de ayuda al higado, para uso
clinico, incluyendo concentraciones especificas de aminoacidos y hormonas para fomentar y ampliar la funcién de los
hepatocitos que se desarrollan en el sistema.

El avance clinico que supuso la transfusién sanguinea conllevd un desarrollo de la inmunohematologia. Sin ello no
hubieran sido posibles el nimero de transfusiones que se realizan actualmente en victimas de accidentes, en cirugia o
en el tratamiento de leucemia, cancer y otras enfermedades. En Espafia, se realizaron durante el afio 2004 un total de
1,6 millones de donaciones de sangre (1), en EE.UU., se valora alrededor de 15 millones las bolsas de sangre donadas
por afio (2) y la Organizacion Mundial de la Salud a partir de los datos de 178 paises estima en 81 millones las unidades
de sangre total donadas anualmente (3). Este nimero de donaciones no seria Util sin una determinacion
inmunohematolégica previa. Los principales grupos sanguineos que se determinan son el sistema ABO y el sistema RH,
y particularmente de este segundo sistema, el antigeno D (RH1).

En una situacion de emergencia todos los individuos podemos recibir hematies o glébulos rojos del grupo O y los
individuos AB pueden recibir globulos rojos de cualquier grupo ABO. De ahi que los individuos del grupo O son
conocidos como donantes universales y los individuos AB como receptores universales. La aceptacion de glébulos rojos
o hematies procedentes de una persona de un determinado grupo sanguineo por parte de otra persona, esta
condicionada por los anticuerpos presentes en el plasma de la persona receptora. Asi, los individuos del grupo O tienen
anticuerpos contra antigenos A y B, los individuos del grupo A anticuerpos contra B, viceversa por los individuos del
grupo B, y no presentan anticuerpos los individuos del grupo AB. En consecuencia, no los hematies, pero si el plasma de
los individuos AB, puede ser donado a todos los grupos sanguineos.

La base del analisis inmunoldgico es pues la determinacion del grupo ABO y el grupo RH. El sistema ABO se determina
por antigenos y anticuerpos (conocidos como anticuerpos regulares), mientras que el sistema RH y los otros sistemas
solo presentan anticuerpos (conocidos como anticuerpos irregulares) como consecuencia del embarazo y de la practica
transfusional. Sin embargo, a pesar de su baja frecuencia en la poblacién, la determinacién de anticuerpos irregulares es
de cabal importancia y se va implementando en todos los hospitales y centros de transfusion sanguinea para evitar
riesgos y lograr transfusiones de alta seguridad. También se han implementado las determinaciones neonatales, tanto
para diagnosticar posibles enfermedades hemoliticas del recién nacido, como para profilaxis a realizar a la madre en
caso que sea Rh - (carece del antigeno D) y el hijo sea Rh + (presenta en antigeno D).

En inmunohematologia, la introduccion de nuevas tecnologias para el tipaje de hematies, pruebas de compatibilidad y
deteccién de anticuerpos regulares e irregulares, han representado los avances mas significativos en esta area. Las
mejoras han estado relacionadas con los componentes que favorecen la aglutinacion especifica (e.g. solucion de
Coombs, solucién LISS [solucion de baja fuerza ibnica], soluciones con albdmina, soluciones con enzimas proteoliticos u
otros potenciadores de la union antigeno-anticuerpo), la mejora de anticuerpos reactivos (e.g. anticuerpos
monoclonales), asi como aportandose metodologias nuevas o sustancialmente diferentes para visualizar la aglutinacion
(e.g. microplaca y técnica en gel). La aparicion de la técnica de microtubos en columna, también conocida como técnica
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en gel o tarjeta, presenta la base para la modernizacion de la inmunohematologia. Desde su aparicion en 1986 la técnica
de microtubos en columna (4) no ha dejado de experimentar un crecimiento espectacular. Debido a su facilidad de
automatizacion esta metodologia desplazara al resto de técnicas, previéndose como la Unica que permanecera para la
determinacion fenotipica. Conjuntamente con la técnica genotipica que prevalezca formaran la base del analisis
inmunolégico. Actualmente, la mayoria de metodologias para la determinacién genotipica se encuentran en fases
preliminares, a unos costes limitados a laboratorios de investigacion.

La técnica en gel separa las células aglutinadas de las que no han aglutinado a través de una centrifugacion en una
matriz de filtracion formada por pequefias bolas de gel (EP 194212, EP 305337), de vidrio u otro material esférico (EP
485228, EP725276, EP 755719). En la parte superior del microtubo, cadmara de reaccién, situada sobre la columna del
gel, se dispensan las muestras. En la columna donde esta contenido el gel o matriz de filtracion, hay una solucion
tamponada que dependiendo del andlisis puede contener anticuerpos especificos (e.g. anti-A, anti-B o anti-D) o
antiglobulina humana (anticuerpos anti-lgG o anti-lgM humanos), conocida como solucién de Coombs. La matriz de
filtracion son particulas esféricas que sedimentan en una solucién acuosa tamponada. Para visualizar la aglutinacién
inmunohematolégica se centrifuga, forzando las células (hematies) a que atraviesen la matriz de filtracién. El espacio que
gueda entre particulas es suficientemente grande para dejar pasar las células que no han aglutinado, es decir células
individuales. Mientras que en el caso que haya habido aglutinacién las células aglutinadas quedan retenidas entre las
bolas. Aunque estrictamente se trata de una técnica cualitativa, el recorrido a través de la matriz de filtracion permite
distinguir distintos grados de aglutinacion. En muestras positivas en la parte superior del gel quedaran retenidos los
aglutinados muy fuertes, mientras que aglutinados débiles podran realizar un cierto recorrido a través de la matriz,
guedandose por ejemplo a mitad de camino. La ausencia de aglutinacion hara que todas las células alcancen la base del
microtubo (reaccién negativa). Tal y como ocurre en inmunohematologia clasica, debido al intenso color rojo de los
hematies, la técnica no requiere de ninglin marcador o amplificador de la unién antigeno (hematies) - anticuerpos.

La técnica en gel ha permitido separar fisicamente los resultados positivos de los negativos, i.e. los positivos en la parte
superior del gel (aglutinado de alta intensidad), a lo largo de la columna (aglutinados medios o débiles), y en la parte
inferior de la columna los resultados negativos (hematies no aglutinados).

En las pruebas de inmunohematologia para la deteccion de anticuerpos regulares e irregulares en plasma o suero, se
utilizan hematies reactivo. Dichos hematies se preparan en una solucién con la finalidad de mantener su funcionalidad e
integridad durante un cierto periodo de tiempo, habitualmente entre 1 y 4 semanas. En los laboratorios de banco de
sangre o responsables de transfusiones sanguineas se seleccionan los hematies con antigenos especificos para que
puedan servir como hematies reactivo en cada una de las pruebas de inmunohematologia. Las combinaciones
necesarias para preparar las células de screening, conjunto de 2, 3 o 4 hematies con especificidades antigénicas
concretas que permiten detectar anticuerpos, o los paneles, conjunto de 11 0 mas hematies que permiten identificar la
especificidad de los anticuerpos detectados, no son de facil elaboracién e incluso pueden llegar a ser complicadas en
centros medianamente grandes. Las dificultades de obtener dichas células de screening o paneles, sumado a la
necesidad de prepara estos hematies reactivo a menudo, son bien conocidas por cualquier experto en la materia, asi
como la necesidad imprescindible de disponer de una soluciéon de suspensién de hematies o diluyente de hematies.
Adicionalmente también se preparan células de screening o paneles con un tratamiento enzimatico (e.g. papainizacion)
para potenciar la reactividad de determinados grupos sanguineos. Los grupos sanguineos potenciados por este
tratamiento son bien conocidos por cualquier experto en la materia.

Actualmente se utilizan soluciones diluyentes que son variaciones de la solucion de Alsever originaria. Estas soluciones
contienen de forma general un anticoagulante (e.g. citrato), un tampén fosfato, una fuente energética (e.g. glucosa),
purinas y nucleésidos (e.g. adenina y inosina), cloruro de sodio, y conservantes (antibioticos). Sin embargo, los hematies
reactivo preparados con estas soluciones tradicionales pueden presentar problemas en la tecnologia en gel. La
separacion fisica que ha permitido la tecnologia en gel puede verse afectada porqué a menudo una parte de los
hematies no aglutinados quedan retenidos a lo largo de la columna. Esta retencién inespecifica provoca resultados falsos
positivos ya que se confunde con un aglutinado medio o débil.

La solucion de suspension de los hematies reactivo debe permitir mantener las caracteristicas funcionales y su
capacidad de atravesar la columna de gel hasta la parte baja de la columna en caso que no hayan aglutinado. Estas
caracteristicas deben mantenerse durante el maximo tiempo posible debido a las dificultades expuestas anteriormente de
preparacion de hematies en los laboratorios de inmunohematologia. Los parametros que deben mantenerse constantes
a lo largo de este periodo son entre otros, el pH, la osmolaridad y la fuerza iénica. Asi mismo es imprescindible
proporcionar glucosa y adenina para que los hematies mantengan su viabilidad. El conjunto y la concentracion de estas
sustancias provocan un aumento de la fuerza iénica que se reduce con la adicion de glicina. Los hematies han perdido el
nucleo genético y toda capacidad de biosintesis por lo que la adicion de este aminoacido no esta relacionada para nada
con la sintesis proteica.

Descripcién de la invencién

En las investigaciones realizadas por los inventores para reducir la pérdida de especificidad que se observa en los
hematies reactivo, han descubierto que sorprendentemente, la adicién en estas soluciones diluyentes de hematies
reactivo de combinaciones de aminoacidos aparte de la glicina, en concentraciones superiores a las necesarias para
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disminuir la fuerza iénica, permite reducir la perdida de especificidad que se observa en los hematies reactivo, es decir
reduce considerablemente la retencion inespecifica de hematies no aglutinados a lo largo de la columna de gel.

Por esta razén, se describen en la presente solicitud de patente las composiciones de soluciones diluyentes para
hematies reactivo que permiten mantener la integridad y funcionalidad de los hematies reactivo a lo largo de un periodo
de tiempo prolongado, por ejemplo, 8 semanas. Durante este periodo de tiempo los hematies conservan su capacidad
de pasar a través del gel o cualquier otro espacio estrecho y la capacidad de no aglutinar inespecificamente,
manteniendo la caracteristica de deformabilidad, integridad y antigenicidad, por lo que pueden ser utilizados como
reactivo inmunohematolégico para la determinacion del grupo sérico, prueba de deteccién de anticuerpos regulares, y en
la investigacion e identificacion de anticuerpos irregulares.

La incorporacion de las combinaciones de aminoacidos segin la invencién en una solucion diluyente o medio de
suspension de hematies mantiene los hematies en un estado de integridad y caracteristicas de funcionalidad que
permiten su uso en la tecnologia en gel. El paso de los hematies a través de una matriz de gel no presenta una retencién
diferente entre los hematies frescos (tiempo inicial de preparacion de la suspension) y los conservados durante 8
semanas. Es decir, los aminoacidos incorporados en la solucién diluyente permiten mantener a los hematies las
caracteristicas fisicas iniciales de los hematies frescos. Cuando mas tiempo tienen las preparaciones de hematies mas
posibilidades existen que aparezcan resultados falsos positivos. Los hematies reactivo son células vivas por lo que la
degradacion en un tiempo relativamente corto es perfectamente conocida por cualquier experto en la materia.

La técnica en gel permite una cuantificacion visual entre aglutinados de distinto tamafio. Habitualmente los resultados de
la aglutinacion se asignan con una graduacion en score similar a la de la Tabla 1. Tal y como se ha descrito
anteriormente hematies no aglutinados, hematies que deberian encontrarse al fondo de la columna, pueden presentar
resultados similares a +/- y 1+ que llevarian a un diagnostico erréneo, a una interpretacion positiva errénea.

Tabla 1.
Interpretacion Grado Score Descripcién
- Banda de hematies en el fondo de la columna, resto de la columna sin
Negativo: - 0 . -
aglutinados visibles.
- 3 Escasos aglutinados de pequefio tamafio en la mitad inferior de la columna,
con hematies al fondo de la columna.
1+ 5 Algunos aglutinados de pequefio tamafio en la columna.
Positivo: 2+ 8 Aglutinados de tamafio pequefio o mediano a lo largo de la columna.
34+ 10 Banda superior de aglutinados, de tamafio mediano en la mitad superior de
la columna.
4+ 12 Banda de hematies aglutinados en la parte superior de la columna.

La adicién de las combinaciones de aminoacidos de acuerdo con la presente invencion en un liquido que contenga los
componentes habituales y conocidos por cualquier experto en la materia, reduce considerablemente las retenciones
inespecificas de los hematies reactivo. Estos componentes son tampoén fosfato, cloruro sédico, glucosa, adenina,
conservantes (e.g. cloramfenicol y neomicina), EDTA y glicina.

La concentracion de cada uno de los aminoacidos que forman las combinaciones de aminoéacidos de la presente
invencion, pude variar de acuerdo con su solubilidad en soluciones acuosas y de manera que en su conjunto la
osmolaridad total de la solucion diluyente de hematies se encuentre en un rango de 100-700 miliosmol/kg.

A continuacion se describen ejemplos de combinaciones de aminoacidos en una solucion de suspension de hematies de
acuerdo con la presente invencion. Por ejemplo, si en un liquido base sin aminoacidos (liquido #1) se afaden
aminoacidos (liquido #2) el nimero total de falso positivos que se obtiene en 50 determinaciones individuales durante 10
semanas se reduce de 13 a cero en un screening de dos células en técnica Coombs para anticuerpos irregulares. Cabe
mencionar que 10 semanas desde la fabricacién de los hematies reactivo es un tiempo que sobrepasa los limites
tradicionales de conservacién de los hematies reactivo. Otra forma de cuantificar las diferencias entre liquidos es
comparar los scores medio obtenidos a partir de todas las determinaciones individuales. Los scores medios obtenidos en
50 determinaciones de 10 viales evaluados durante 10 semanas para el liquido #1 y el liquido #2 son, respectivamente,
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de 2,44 y 1,52. Para una técnica de screening de 2 células con hematies papainizados el nimero de falsos positivos se
reduce de 40 a 7 entre el liquido sin aminoacidos (liquido #1) y el liquido con aminoacidos (liquido #2). Los 7 falsos
positivos se han obtenidos en la semana 10, mientras que los falsos positivos del liquido #1 se obtienen en tiempos
inferiores desde la preparaciéon de la suspensién. Comparando los scores medio en esta técnica de screening de 2
células con hematies papainizados también se muestran claramente las diferencias entre liquidos, siendo el valor de
score medio de 50 determinaciones para el liquido #1 y el liquido #2, de 5,92 y 1,84, respectivamente.

Liquido #1
Ingredientes Concentracion (g/L)
KH,PO, (Fosfato monopotéasico anhidro) 1,36
NazHPO, (Fosfato disédico) 1,42
Cloramfenicol 0,17
Neomicina 0,10
NaCl 1,0
Dextrosa (D-Glucosa anhidra) 35
Adenina 0,02
EDTA (disddico dihidratado) 2,80
Glicina 14,70
Liquido #2

Ingredientes Concentracion (g/L)
KH2PO4 (Fosfato monopotasico anhidro) 1,36
NazHPO, (Fosfato disédico) 1,42
Cloramfenicol 0,17
Neomicina 0,10
NaCl 1,0
Dextrosa (D-Glucosa anhidra) 35
Adenina 0,02
EDTA (disddico dihidratado) 2,80
Glicina 14,70
L-Valina 3,20
L-Metionina 2,52
L-Leucina 2,60
L-Isoleucina 6,48

Si en un liquido base (e.g. liquido #1) se incorporan aparte de los aminoacidos otros componentes descritos y utilizados
ampliamente en soluciones de hematies como inosina, citrato, acido citrico y bicarbonato (e.g. liquido #3) el efecto de los
aminoacidos aln puede ser mayor. En el caso de un screening de dos células en técnica Coombs para anticuerpos
irregulares no se obtienen falsos positivos en 50 determinaciones durante 10 semanas y el score medio es de 0,96. En el
screening de dos células papainizadas tampoco se obtienen falsos positivos y el score medio es de 0,80.

Liquido #3
Ingredientes Concentracion (g/L)
KH,PO, (Fosfato monopotasico anhidro) 0,30
NazHPO, (Fosfato disédico) 0,28
Cloramfenicol 0,17
Neomicina 0,10
NaCl 1,00
Dextrosa (D-Glucosa anhidra) 3,50
Adenina 0,02
EDTA (disddico dihidratado) 2,80
Inosina 0,02
NaHCO; 0,80
Nag Citrato dihidratado 2,00
Acido citrico monohidratado 0,18
Glicina 6,00
L-Valina 3,20
L-Metionina 2,52
L-Leucina 2,60
L-Isoleucina 6,48

Se ha descrito (5) que determinados antigenos de grupos sanguineos (M, P1, Fy?, Fyb, Sy s) pueden perderse o reducir
su antigenicidad al resuspender los hematies en soluciones de baja fuerza i6nica. La adicion de aminoacidos no altera la
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expresion de dichos antigenos observandose la misma reactividad, potencia antigénica, desde la preparacion de la
suspension hasta las 10 semanas de esta, i.e. durante el tiempo de vida util del producto.

La hemdlisis observada en los liquidos que incorporan aminoacidos es inferior a la obtenida con el liquido sin
aminoacidos o solo con glicina. Lo que indica que la adicién de estas sustancias no altera negativamente la fragilidad
osmética de la célula.

En el caso de los hematies reactivo para la determinacién del grupo sérico, es decir la deteccién de anticuerpos
regulares, las suspensiones de hematies que incorporan aminoacidos muestran un funcionamiento correcto.

En técnicas de grupo sérico con un liquido base sin aminoacidos, liquido #1, en 240 determinaciones utilizando 4 células
de grupo sérico (A1, Az, B y O) durante 10 semanas se obtiene 187 falsos positivos, mientras que si se afiaden
aminoacidos, liquido #2 y liquido #3, el nimero total de falso positivos se reduce a cero. Los falsos positivos del liquido
#1 se obtienen a partir de las 2 y 4 semanas desde la preparacion de la suspension de hematies, mientras que con los
liquidos que incorporan aminoacidos a las 10 semanas desde su fabricaciéon ain no se observan falsos positivos. Los
scores medio de 240 determinaciones utilizando 4 células de grupo sérico, con 10 viales para cada célula, evaluados
durante 10 semanas para el liquido #1, liquido #2 y liquido #3, son respectivamente, de 4,06, 1,37 y 0,94.

La adicién de aminoacidos distintos de la valina, leucina, isoleucina y metionina, los tres primeros pertenecientes a los
alifaticos no polares y el Ultimo a los que contienen azufre, también provoca el efecto de disminucién de las retenciones
inespecificas. Por ejemplo, con el liquido #4 que contiene aminoéacidos alifaticos no polares, aromaticos, hidrofilicos y
polares con carga positiva, negativa o neutra, se obtiene igualmente una disminucién de las retenciones inespecificas de
hematies en la columna de gel.

Liquido #4
Ingredientes Concentracion (g/L)
KH,PO, (Fosfato monopotéasico anhidro) 0,30
NazHPO, (Fosfato disédico) 0,28
Cloramfenicol 0,17
Neomicina 0,10
NaCl 1,00
Dextrosa (D-Glucosa anhidra) 3,50
Adenina 0,02
EDTA (disddico dihidratado) 2,80
Inosina 0,02
NaHCO; 0,80
Naz Citrato dihidratado 2,00
Acido citrico monohidratado 0,18
Glicina 6,00
L-Valina 1,60
L-Metionina 1,26
L-Leucina 1,30
L-Isoleucina 3,24
L-Fenilalanina 2,00
L-Lisina 1,22
L-Histidina 0,50
L-Triptofano 0,50
L-Arginina 1,60
L-Treonina 1,10

Gracias a la presente invencion ha sido posible ampliar notablemente la vida Gtil en almacenamiento de suspensiones de
hematies con finalidad de analisis desde el periodo habitual de cuatro semanas a un periodo minimo de ocho semanas,
tal como resulta de las pruebas llevadas a cabo.

BIBLIOGRAFIA

Federacion Espafiola de donantes de sangre. www.donantesdesangre.net. Julio 2005.

Facts about blood. American Association of Blood Banks (2004).

Global Database on Blood Safety: Report 2001-2002. Blood Transfusion Safety, Essential Health Technologies, World
Health Organization. Geneva, Switzerland.

The gel test: A new way to detect cell antigen-antibody reactions. Y. Lapierre et al. Transfusion 33:639-643 (1990).

The preservation of red cell antigens at low ionic strength. J.C. Allan et al. Transfusion 30:423-426 (1990).

Si bien la invencion se ha descrito con respecto a ejemplos de realizaciones preferentes, éstos no se deben considerar
limitativos de la invencién, que se definira por la interpretacion mas amplia de las siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Utilizacion del medio de suspensién para hematies reactivos caracterizada por comprender una combinacion de
aminoacidos de cualquier grupo, en técnicas de analisis que requieren hematies reactivos.

2. Utilizacion de un medio de suspension de hematies reactivo, segun la reivindicacién 1, en el que el medio de
suspension contiene ademas tampodn fosfato, cloruro sédico, glucosa, adenina, conservantes, EDTA y glicina.

3. Utilizacién de un medio de suspension de hematies reactivo, segun las reivindicaciones 1y 2, caracterizado porque el
medio de suspensién comprende ademas inosina, citrato, acido citrico y bicarbonato.

4. Utilizacion de un medio de suspension de hematies reactivo, segin la reivindicacién 1, caracterizado porque las
concentraciones de los aminoacidos en el medio de suspension son superiores a las necesarias para disminuir la fuerza
ionica.

5. Utilizaciéon de un medio de suspension de hematies reactivo, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el medio
de suspension comprende una combinacion de aminoéacidos alifaticos.

6. Utilizacion de un medio de suspension de hematies reactivo, segun la reivindicacion 5, caracterizado porque el medio
de suspension comprende una combinacion de los aminoacidos alifaticos: Glicina, L-Alanina, L-Valina, L-Leucina y L-
Isoleucina.

7. Utilizaciéon de un medio de suspension de hematies reactivo, segin la reivindicacion 1, caracterizado porque el medio
de suspension comprende una combinacion de aminoacidos alifaticos, aminoacidos aromaticos y aminoacidos que
contienen azufre.

8. Utilizacion de un medio de suspension de hematies reactivo, segun la reivindicacion 7, caracterizado porque el medio
de suspension comprende una combinacion de aminoacidos alifaticos y de los aminoacidos: L-Fenilalanina, L-Tirosina, L-
Triptéfano, L-Metionina y L-Cisteina.

9. Utilizacién de un medio de suspension de hematies reactivo, segin la reivindicacion 1, caracterizado porque el medio
de suspension comprende una combinacion de los aminoacidos: L-Valina, L-Metionina, L-Leucina, L-Isoleucina.

10. Utilizacién de un medio de suspension de hematies reactivo, segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el medio
de suspension comprende una combinacion de aminoacidos hidrofébicos y hidorofilicos.

11. Utilizacién de un medio de suspension de hematies reactivo, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el medio
de suspensién comprende una combinaciéon de aminoacidos alifaticos y de aminoacidos polares sin carga, cargados
positivamente y cargados negativamente.

12. Utilizacion de un medio de suspensién de hematies reactivo, segun la reivindicacion 11, caracterizado porque el
medio de suspension comprende una combinacién de aminoacidos alifaticos y de los aminoacidos: L-Serina, L-Treonina,
L-Cisteina, L-Metionina, L-Asparagina, L-Glutamina, L-Lisina, L-Arginina, L-Histidina, L-Aspartico y L-Glutamico.

13. Utilizaciéon de un medio de suspension de hematies reactivo, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el medio
de suspension comprende una combinacion de aminodcidos alifaticos, polares neutros o con carga (positiva y/o
negativa) y aromaticos.

14. Utilizaciéon de un medio de suspension de hematies reactivo, segun la reivindicacién 1, caracterizado porque el medio
de suspension comprende una combinacidon de aminoacidos no polares y polares.

15. Utilizacion, segun las reivindicaciones 1-14, en la que la técnica del analisis que requiere hematies reactivos es una
técnica de analisis inmunohematolégico en gel o microtubos en columna.

16. Utilizacion, segun las reivindicaciones 1-14, en la que la técnica de analisis que requiere hematies reactivos es una
técnica inmunohematolégica que requiere hematies reactivo.
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