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RESUMEN

El presente trabajo de tesina aplica el test antiglobulinico con el objetivo de valorar la
reaccion de incompatibilidad en vitro al enfrentar hematies RhD totales y parciales, en
usuarios atendidos en el Servicio de Medicina Transfusional del Hospital Provincial
General Docente de Riobamba, la estructura antigénica del grupos sanguineo Rh es
diversa, cinco antigenos componen esta estructura, estos son los de mayor relevancia
clinica, los anticuerpos son el resultado del estimulo antigénico, en este trabajo se valora
a los anticuerpos del grupo RhD en personas identificadas como D parciales, los que
significa que en este tipo de usuarios se genera como parte estructural de este grupo
sanguineo, que al realizar los ensayos de pre transfusién se unen estos elementos y se
genera en las pruebas la llamada reaccién de aglutinacion que de darse en el organismo
se traduce como una reaccion hemolitica por incompatibilidad transfusional. Los
ensayos inmunohematoldgicos aplicados son la tipificacion sanguinea Rh, pruebas de
Coombs directa e indirecta, sus resultados son tabulados para generar informacién de los
logros alcanzados en este trabajo investigativo, se afirma la hipétesis planteada logrando
detectar la reaccion hemolitica y las reacciones en el paciente ante una transfusién de
sangre, se emplea el método cientifico, deductivo e inductivo para este trabajo logrando
asi los objetivos planteados, se concluye en este trabajo que el empleo de las pruebas de
Coombs garantiza la practica transfusional con el Coombs directo se valora el estado
post transfusion ante una préctica transfusional con la prevencion de la incompatibilidad,
es importante realizar un control de la transfusion por ello la recomendacién de aplicar
la prueba de Coombs directo sobre todo en pacientes con grupos sanguineos no
frecuentes o especiales en su estructura inmunolégica.
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ABSTRACT

This thesis work applies the antiglobulin test in order to evaluate the in-vitro
incompatibility reaction to face total and partial RhD red cells in users served by the
Transfusion Medicine Service of “Hospital Provincial General Docente” from Riobamba,
the antigenic structure of groups blood Rh is diverse, five antigens form this structure, these
are the most clinically relevant, antibodies are the result of antigenic stimulation, in this
work antibodies to RhD group are assessed in people identified as partial D, which means
that in this type of user is generated as a structural part of this blood group, that when doing
the pre transfusion tests these elements come together and generates test called
agglutination reaction that when it occurs in the body it means a hemolytic reaction by
incompatible blood transfusion. The immunologic tests applied are Rh blood typing tests,
direct and indirect Coombs, the results are tabulated to generate information on
achievements in this research work, the hypothesis is stated managing to detect hemolytic
reaction and the reactions in the patient before a blood /ransfusion, scientific, deductive and
inductive method for this work and achieving the objectives is used in this paper it
concludes that the use of guarantees Coombs test transfusion practice with direct Coombs
valued state post transfusion before a transfusion practice in the prevention of
incompatibility, it is important to control the transfusion for this reason the
recommendation to apply direct Coombs test especially in patients with rare blood groups

or special in their immune structure.
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INTRODUCCION.

El sistema Rh es el grupo sanguineo mas complejo y polimérfico de la membrana del
glébulo rojo. Estd compuesto por mas de 49 antigenos definidos por métodos
seroldgicos siendo los mas importantes D, C, ¢, E y e. Estos antigenos pueden
presentar alteraciones en su expresion dando origen a fenotipos débiles, parciales o

delecionados, como productos de las variantes alélicas de los genes RH.

El sistema Rh presenta un gran interés clinico en obstetricia y medicina transfusional
debido a la participacion de sus aloanticuerpos en la destruccion inmune de los
eritrocitos. Los antigenos del sistema Rh son proteinas altamente inmunogenicas
capaces de provocar una respuesta inmunoldgica en aquellos individuos que no los
poseen. Este sistema presenta un gran interés clinico en obstetricia debido a que sus
aloanticuerpos son responsables de la destruccion inmune de los hematies en las

incompatibilidades feto materno.

En este caso la embarazada presenta un aloanticuerpos de alto riesgo inmunoldgico
dirigido contra un antigeno de elevada frecuencia poblacional, dificultando la
obtencion de sangre compatible. Los aloanticuerpos que reconocen a los antigenos Rh
usualmente son isotipo 1gG y se identifican mediante la prueba indirecta de la anti
globulina (Coombs), o por otros potenciadores con alto contenido de proteinas

(albumina) o baja fuerza ionica (LISS), enzimas proteoliticas.

Ademaés, presentan efecto de dosis, es decir, reaccionan con mayor intensidad con
células homocigotas que heterocigotos. Estos anticuerpos son causantes de la
reaccion hemolitica en los eritrocitos fetales en la enfermedad hemolitica del recién

nacido.

Las muestras analizadas son recolectadas en el servicio de Medicina Transfusional
del Hospital Docente de la ciudad de Riobamba, area destinada a la responsabilidad
de la entrega de sangre y derivados aplicarse en la terapia transfusional, para lo cual

15



dispone de tecnologia de alta calidad y seguridad que es empleada en los analisis
Inmunohematoldgicos asociados a la identificacion de grupos sanguineos del paciente

y de la clasificacion de la sangre o hemoderivado a transfundirse.

Este servicio apoyo al area clinica de laboratorio para confirmar grupos sanguineos
de dudosa interpretacion, generalmente suele darse con los grupos del sistema Rh,
cuando se tiene reportes negativos, debido a la alteracion de la concentracion
antigénica que puede tener o al relacionarse a tratamiento y condiciones clinicas del
paciente que dependiendo de la técnica y reactivos empleados se reportan resultados

que varian en su interpretacion y confiabilidad.
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CAPITULO |

1. PROBLEMATIZACION.
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

De los sistemas seroldgicos, o métodos utilizados para demostrar la presencia de
antigenos o anticuerpos de grupos sanguineos, la prueba de antiglobulina humana o
de Coombs, es considerada como la més eficaz y de mayor valor en los bancos de

sangre o servicios transfusionales.

El principio de esta prueba fue descrita por Moreschi en 1908 pero fueron Coombs,
Mourant, y Race quienes la introdujeron en la medicina clinica para el estudio de los
grupos sanguineos y de los anticuerpos, demostraron que podia ser usada para
detectar anticuerpos incompletos anti-Rh, en el suero o para evidenciar la
sensibilizacion glébulos rojos in vivo, asi como también en el diagnéstico de la

enfermedad hemolitica en el recién nacido.

La evaluacion de los grupos sanguineos, es una de las practicas rutinarias pero al
mismo tiempo de gran interés cuando se trata de calificar y clasificar al donante y
receptor de sangre, en la evaluacion del sistema de grupo sanguineo en los
laboratorios clinicos se reporta de manera exclusiva a la presencia o la ausencia del
antigeno D. Este procedimiento es limitante debido a que existen otros antigenos que
puede expresarse al mismo tiempo del antigeno D, esto permite medir el impacto que
podria ocasionarse durante una transfusion de sangre o a su vez la incompatibilidad o

sensibilizacion generada en un proceso gestacional.

Es el antigeno D, el que expresa variantes o alteraciones de concentraciéon y forma de
expresion, la combinacion de las variantes de este antigeno permite su clasificacion
como D totales, D parciales, variante Du etc. Existen variaciones, que permite en un

momento dado de la transfusién o del embarazo genera anticuerpos contra el antigeno
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que han ingresado al organismo es por ello que al valorarse grupo sanguineo D
negativo se debe confirmar esta ausencia antigénica con prueba especifica que
descarten la posibilidad de haber enfrentado hematies de los llamados D parciales
estos en su estructura cotidiana expresan anticuerpos que para ellos son naturales pero
que si ingresan al organismo de otras personas carentes de este antigeno, se vuelven

anticuerpos de destruccion hemaética.

Con este tema se proyecta a orientar a técnicos de la terapia transfusional a reducir
los impactos transfusionales cuando se trata de transfusiones masivas que cruzan con
manifestaciones clinicas relacionadas a una complicacion de tipo transfusional, el
ambito de estudio es el Servicio de Medicina Transfusional, en la cual se registran
alrededor de 13.000 transfusiones desde el afio 2012, el cuidado del paciente
transfundido es importante desde el punto de vista seroldgico y también se considera
a este paciente un futuro donador de sangre que pueda aportar en contribuir a una o

varias vidas.
1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA.

¢Al compatibilizar hematies RhD positivos con Rh D parciales se puede prevenir la

reaccion hemolitica en el paciente transfundido con la ayuda del test antiglobulinico?
1.3 OBJETIVOS.
1.3.1 OBJETIVO GENERAL.

Aplicar el test Antiglobulinico en la valoracion de la reaccion hemolitica al
compatibilizar hematies RhD positivos totales y parciales, en usuarios atendidos en
el Servicio de Medicina Transfusional del Hospital Provincial General Docente de
Riobamba, en el periodo Abril — Septiembre del afio 2015.
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1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Diferenciar el principio técnico y utilidad clinica de las pruebas de Coombs
directo e indirecto.

e Identificar en vitro muestras de sangre RhD positivas totales y RhD parciales,
mediante la prueba de tipificacion sanguinea directa.

e Compatibilizar muestras de sangre RhD positivas totales y parciales, para valorar
la reaccion de hemaglutinacion en significado de incompatibilidad.

e Valorar la reaccion hemolitica post transfusion mediante el test antiglobulinico,

en fases térmicas y frias.

1.4 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA.

Las pruebas antiglobulinicas o de Coombs, valora una reaccion seroldgica de gran
valor en la investigacion de anticuerpos, el reactivo utilizado en estas pruebas, detecta
anti globulinas unidas a los glébulos rojos de tipo 1gG como los del sistema Rh, sin
embargo los anticuerpos que son dependientes del complemento y pertenecen a otros
sistemas de grupos sanguineos también son de interés clinico en la evaluacion de
incompatibilidades transfusionales estas pruebas se clasifican en pruebas directas e
indirectas con el objetivo de detectar a los anticuerpos ligados a la membrana del
eritrocitos causando la destruccion de los mismos, traduciéndose en la destruccion de
los globulos rojos y en la evaluacion de los anticuerpos libres sin estar unidos a los

antigenos para provocar en la posterior la reaccion antigeno anticuerpo.

La clasificacion de los grupos sanguineos tienen una importancia de alto valor clinico
cuando se trata de transfundir hemoderivados o a su vez de evaluar

incompatibilidades feto maternas.

El sistema de grupo sanguineo Rh, es complejo en su estructura antigénica, debido a
que se incorporan alteraciones de concentracion y variedades de este antigeno,

usualmente se ha limitado los resultados a clasificarlos como Rh positivos o
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negativos, sin tomar en cuenta la estructura de antigenos mayores y menores que
acompafian a los hematies estos antigenos, pueden ser causantes de reacciones

transfusionales o la sensibilidad de los globulos rojos.

Puede pasar desapercibido la interpretacion de resultados Rh D parcial, debido a que
en el reporte y manifestacion de direccion puede ser interpretado como un Rh total,
quien tiene completa la estructura antigénica, pero es el Rh parcial, el que deriva en

su significacion por tener un anticuerpo contra los antigenos D totales.

Al compatibilizar en vitro posiblemente los ensayos denotan resultados que
favorezcan a la transfusion, pero al ingresar al organismo los derivados del plasma
procedentes de los D parciales, estaran estimulando a la reaccién més severa que sera
las incompatibilidades debido a que la cantidad de plasma que ingrese al organismo
tiene alta concentracién de anticuerpos que podrian destruir en forma agresiva y
significativa a los hematies del paciente, emplear técnicas que permitan identificar
esta caracteristica D parcial como la valoracion post transfusional con las pruebas

antiglobulinicas es el propdésito de este trabajo investigativo.
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CAPITULO 11

1 MARCO TEORICO.
2.1 POSICIONAMIENTO PERSONAL.

La teoria del conocimiento o creencia, es lo que conlleva al trabajo de esta
investigacion en el cual se elabora basado o partiendo del conocimiento del
pragmatismo considerado la relacion teorica y préactica, para alcanzar los objetivos
finales de este proceso investigativo. EI pragmatismo es una doctrina filoséfica que
considera que el Unico medio de juzgar la verdad de una doctrina moral, social,

religiosa o cientifica consiste en considerar sus efectos practicos. William James.
2.2 FUNDAMENTACION TEORICA.
2.2.1 PRUEBA DE COOMBS O ANTIGLOBULINICA.

2.2.1.1 FACTORES QUE FAVORECEN A LA REACCION ANTIGENO -
ANTICUERPO.

En Inmunohematologia se ha desarrollado una amplia gama de procederes de
deteccion e identificacion de anticuerpos eritrocitarios in vitro, por lo cual se realiza
una revision de técnicas y métodos empleados con este objetivo, como son el método
que utiliza eritrocitos pre tratados con enzimas proteoliticas y las técnicas de
Polibreno, que utiliza solucion de baja fuerza iénica (LISS), la de antiglobulina
indirecta, la de aglutinacion en gel, la inhibicion de la aglutinacion, la hemolisis y la
adherencia de eritrocitos en fase solida. Se abordan los problemas que afectan a la
reaccion de aglutinacion entre el antigeno y el anticuerpo; para una mejor
comprension la reaccion de aglutinacion se subdivide en su primera y segunda etapa.
En la primera etapa los factores que se analizan son concentracion de antigeno y
anticuerpo, pH, temperatura, fuerza idnica y tiempo de incubacién; en la segunda

etapa la caracteristica del anticuerpo, localizacion y nimero de sitios antigénicos,
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fuerzas que mantienen la distancia entre los eritrocitos, uso de la albumina bovina,
uso de enzimas, efecto de dosis y efecto de moléculas con carga positiva.(MAS,
2003).

FACTORES QUE FAVORECEN LA REACCION ANTIGENO -
ANTICUERPO.

a) Efecto de dosis: Se define como la diferencia de reaccion entre un estado
homocigoto y un heterocigoto, no es aparente con todos los grupos sanguineos
pero cuando estd presente pueden requerirse sueros seleccionados, puede
demostrarse cuando se compara la fuerza de reaccion o el titulo con dos tipos de
células uno serd homocigoto y el otro heterocigoto este efecto se observa
frecuentemente con los grupos sanguineos M, N, C,c, E, e, la importancia practica
de este efecto tiene su aplicacién cuando se hacen titulaciones de un anticuerpo,
los titulos serdn mas altos cuando se empleen hematies homocigotos pero con
heterocigotos va a cambiar su titulacion de igual forma en la identificacién de los
anticuerpos la reaccion es mas potente cuando las células empleadas son
homocigotas, ahi la necesidad de conocer previamente el genotipo de los hematies
empleadas. (LINARES, 1976).

b) Edad de las células: Las células frescas reaccionan mejor que aquellos que han
sido conservadas por cierto tiempo, los glébulos rojos preservados con CPD, ACD
a 4 °C conservan mejor su reactividad que bajo la forma de coagulo. (LINARES,
1976).

c) Temperatura: De igual manera la reactividad de los antigenos eritrocitarios se
mantiene por varios afos cuando las muestras son guardadas a temperaturas de -30
°C, su reactividad puede ser satisfactoria hasta los 21 dias pero a temperatura
ambiente se deteriora rapidamente en general todas las muestras de sangre deben
guardarse en refrigerador y nunca dejarlas a temperatura ambiente por largos
periodos de tiempo (LINARES, 1976).

d) Suspension celular: Se ha sefialado que la reaccidn antigeno anticuerpo requiere

un equilibrio cuantitativo entre ambos componentes para lograr una méaxima
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reactividad igualmente se vierte que un exceso de anticuerpo podria producir un
bloqueo de direccion llamado fendmeno de prozona, en relacion al antigeno se
recomienda la suspension eritrocito area de 5% para la prueba en tubo, esto es
importante pues mientras mas concentrada es la suspension mas débil sera la
reaccion en cambio para determinaciones en I&mina la concentracion debe ser de
un 40 a 50% (LINARES, 1976).

e) Avidez: Es la rapidez con que un anticuerpo se combina y se estabiliza con su

f)

antigeno correspondiente se dice que es grande cuando el anticuerpo reacciona
rapidamente con cantidades adecuadas de eritrocitos para producir grandes masas
de aglutinados, tales anticuerpos generalmente son seleccionados para preparar
reactivos comerciales. (LINARES, 1976).

Titulo: Si un suero que contiene un anticuerpo es diluido progresivamente llegara
a un punto en el cual ya no podré ser detectado esta prueba de cuantificacion de los
anticuerpos es conocida como titulacion y su valor es reciproco de la dilucién en la

cual se observa la aglutinacion minima. (LINARES, 1976).

g) Conservacion: Los anticuerpos son moléculas labiles y con facilidad pierden

actividad, por este motivo se recomienda usar sueros frescos y mantenerlos bajo
refrigeracion cuando no estan en su uso si se requiere un depdsito prolongado
deben congelarse. (LINARES, 1976).

2.2.1.2 HISTORIA DE LAS PRUEBAS DE COOMBS.

Los requerimientos transfusionales de la mayoria de los pacientes que necesitan de

una transfusién sanguinea, se cumplen al administrar sangre de donantes de igual

fenotipo ABO y RhD que la del paciente. Numerosos antigenos de grupos sanguineos

diferentes al A, B y RhD son ignorados en el acto transfusional, debido a que muy

pocas personas poseen anticuerpos dirigidos contra alguno de ellos.

Del 0,5 al 1,5 % de los pacientes presentan anticuerpos resultantes de la exposicion a

células extrafias que ingresaron al organismo por via transfusion o embarazo. Estos

anticuerpos eritrocitarios se pueden detectar e identificar por diferentes procederes,
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sin embargo, existen factores que afectan la reaccion entre el anticuerpo y el antigeno,
los factores pueden estar asociados con el antigeno, con el anticuerpo y con las
condiciones de la reaccion. Los factores relacionados con el antigeno incluyen el
numero de sitios antigénicos, las interacciones génicas, la dosis, el sitio que ocupa el
antigeno sobre la superficie eritrocitaria, la edad de las células y las condiciones de
almacenaje de estas. Entre los factores relacionados con el anticuerpo se encuentran
la capacidad para fijar el complemento, la influencia que sobre la reaccion tienen el

uso de suero o plasma, el fendmeno de rouleaux y la contaminacién bacteriana.

Figura 1. Interaccion antigeno — anticuerpo

Immunomagnetic
label

\

—— Magnetic particle

- Antibody

- Target specific antigen

o

Other surface
molecules

Fuente:http://educativa.catedu.es/44700165/aula/archivos/repositorio//3250/3413/html/
22 funciones_de_los_anticuerpos.html

Las condiciones de la reaccion incluyen el pH, la relacion entre la concentracion de
antigeno y anticuerpo, la temperatura, el tiempo de incubacion, la centrifugacién, la
fuerza iénica y por ultimo, el tipo de medio, es decir, si para la reaccion se utiliza un
medio  salino, albuminoideo, enzimatico o se usa el reactivo
antiglobulinico.(SANANBRIA, 2007).
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Moléculas pequefias como las 1gG puede insensibilizar los eritrocitos y no producir
aglutinacion en el afio 1945 Coombs y colaboradores describieron una prueba para
detectar estos anticuerpos no aglutinan posterior a este estudio esta misma prueba se
utilizé para demostrar la union del complemento a los eritrocitos, esta prueba se
conoce como la prueba de antiglobulina o prueba de Coombs, todas las moléculas de
anticuerpos son globulinas, estas globulinas humanas son inyectadas animales para
que fabriquen anticuerpos dirigidos contra esta proteina extrafia, el suero del animal
es sometido luego a procedimientos de absorcién para eliminar las aglutininas
iniciadas, este suero tendra la capacidad de reaccionar especificamente contra la
globulina humana por lo tanto se denomina suero antiglobulina humana estos sueros
se pueden producir con diferentes especificidades principalmente contra la 1gG y

contra diferentes fracciones del complemento.

Figura 2. Produccion de anticuerpos

Fuente: Arbeldez Garcia, Fundamentos de genética e inmunologia

Las moléculas AGH (antiglobulina humana) forman un puente entre los eritrocitos
adyacentes cubiertos con anticuerpos para producir aglutinacién visible, las células

que no tienen ninguna globulina unida seran aglutinados, la fuerza de la aglutinacion

25



observada es generalmente proporcional a la cantidad de la globulina unida el suero
de AGH reacciona con los anticuerpos y fracciones del complemento de origen
humano que estan unidos a los eritrocitos por lo tanto los eritrocitos deben ser
lavados para eliminar las proteinas no unidas antes de la adicion de AGH. (GARCIA,
2009).

2.2.1.3 CLASIFICACIONES DE LAS PRUEBAS DE COOMBS.

La prueba de Coombs directa, se utiliza para demostrar el recubrimiento intimo de
eritrocitos con anticuerpos o con el complemento principalmente IgG yC3d los
eritrocitos lavados de un paciente o de un donante se prueban directamente con los
reactivos de antiglobulina humana, la prueba antiglobulina directa se utiliza en la
investigacion de enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido, en anemia
hemolitica autoinmune, en hemdlisis inducida por drogas y en el estudio de las

reacciones inmunes contra eritrocitos transfundidos recientemente.

Figura 3. Esquema de la prueba de Coombs directo.

Eritrocitos con IgG () Incubacion con Aglutinacion
0C3 (L) unidoala anticuerpos contra (prueba positiva de
membrana lg (¥)yC3 (&) humanos Coombs directo)

Fuente:(GARCIA, 2009)

La prueba antiglobulinica indirecta 0 Coombs indirecto se utiliza el suero o plasma
para lo cual se incuba eritrocitos, luego se hace un lavado para remover las globulinas

no unidas, la aglutinacién que ocurre cuando se agrega la antiglobulina humana
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indica que el anticuerpo se ha unido a un antigeno especifico presente sobre el
eritrocito, la especificidad del anticuerpo puede ser conocida y la del antigeno no
como en el caso de la fenotipificacion de grupos sanguineos o pueden ser
desconocidas, también se usa para realizar la prueba cruzada de compatibilidad en

donde el suero y los antigenos eritrocitarios son desconocidos. (GARCIA, 2009).

Entre los anticuerpos antieritrocitos el mas nocivo es el que provoca la
incompatibilidad por sistema ABO ha ocasionado aproximadamente 40 % de las
muertes por incompatibilidad, los generadores de este problema son la confusién al
asignar la bolsa de sangre al paciente y el etiquetado equivocado de las muestras para

las pruebas pretransfusionales.

Para conocer la naturaleza de los anticuerpos presentes en una reaccion transfusional
es muy importante disponer de todos los antecedentes que de alguna manera afectan o
provocan la produccion de los mismos, tales como los transfusionales y, cuando se
habla de mujeres, los gineco obstétricos, para indagar respecto a una probable
enfermedad hemolitica del recién nacido. Las reacciones transfusionales tardias son
efectos adversos producidos por la transmision de microorganismos contenidos en la

sangre del donador.

Figura 4. Esquema de la prueba de Coombs Indirecto

Y . oo /_o
W28 PEA A

Suero del paciente Incubacién con Unién de IgG a los
con IgG (7)) reactivo con eritrocitos del
eritrocitos reactivo

Y
X/ W
4 o P

Incubacién con Aglutinaciéon
anticuerpos contra (prueba positiva de
Ig ( X) humana Coombs indirecto)

Fuente:(GARCIA, 2009)
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Desde el punto de vista de la medicina transfusional, los anticuerpos contra antigenos
sanguineos se clasifican como:

Anticuerpos contra aloantigenos: los que se producen contra antigenos de
eritrocitos, leucocitos y plaquetas.

Anticuerpos contra los propios antigenos del individuo: autoanticuerpos contra
antigenos, eritrocitos y plaquetas, y los producidos en enfermedades autoinmunes,
como las de la colagena.

Regulares naturales: los producidos contra el sistema ABO (anti-A y anti-B).
Irregulares naturales: anti Al, anti-M, anti-N, anti-P1. anti-E, entre otros.

Irregulares adquiridos o inmunes: antisistema Rh-Hr (anti-D. anti-c, anti-C, y
otros), anti-Kell, anti-Duffy. (GONZALEZ, 2005).

Tabla 1.Reactivos antiglobulinicos para la prueba de Coombs

Nombre del reactivo Definicion

Anti-lgG, C3d; poliespecifico Contiene anti-IgG y anti-C3d (puede contener otros anticuerpos como anti-C3c y
anti-inmunoglobulinas)

Anti-lgG Contiene anti-lgG sin actividad anticomplemento, no necesariamente especifico de
cadenas gamma

Anti-lgG, cadenas pesadas Contiene solo anticuerpos reactivos contra cadenas gamma humanas

Anti-C3b Contiene solo anticuerpos C3b sin actividad anti-inmunoglobulina

anti-C3d Contiene solo anticuerpos C3d sin actividad anti-inmunoglobulina

Anti-C4b Contiene solo anticuerpos C4b sin actividad anti-inmunoglobulina

Anti-C4d Contiene s6lo anticuerpos C4d sin actividad anti-inmunoglobulina

Fuente:(GARCIA, 2009)

2.2.1.4 UTILIDADES DE LAS PRUEBAS DE COOMBS.

La identificacion de un anticuerpo constituye una de las practicas mas interesantes en
el campo de la Inmunohematologia la mayoria de las personas no tienen anticuerpos
irregulares suero silencia se ha calculado entre 0,3 al 2% dependiendo del grupo

sanguineo del individuo examinado y de las técnicas utilizadas.
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Las normativas de los servicios transfusionales establece que se debe practicar la
investigacion de anticuerpos irregulares en el suero del donante y en la sangre de los
candidatos a recibir una transfusion, en los donantes la investigacion tiene la finalidad
de detectar anticuerpos irregulares para prevenir su transferencia al receptor, las
normas de la asociacion americana de bancos de sangre recomiendan especialmente
que esta prueba debe ser realizada en aquellos donantes con historia de transfusiones

anteriores 0 que han cruzado embarazos.

En los receptores de sangre como prueba pre transfusional complementa, acorte y
facilita la prueba cruzada dandole mayor seguridad a la transfusion.

Otras ocasiones esta prueba son en mujeres embarazadas para detectar anticuerpos
que puedan causar enfermedad hemolitica del recién nacido o discrepancia en la
prueba cruzada para el momento del parto o el caso que la paciente requiera ser

transfundida.

Son importantes la realizacién de estas pruebas para aclarar discrepancia séricas en el
sistema ABO.

También es importante la realizacion estas pruebas para las elecciones hemolitica

transfusionales en estudio y para investigaciones de anemia hemolitica autoinmune.

Esta prueba tiene gran valor pero al mismo tiempo limitaciones para citar una prueba
negativa no necesariamente significa que el suero estudiado esté libre de anticuerpos
irregulares sino que se pudiera demostrar anticuerpos que reacciona con las células
detectadas en las técnicas empleadas si las circunstancias clinicas o de laboratorio no
ameritan, el procedimiento puede expandirse empleando otras técnicas como por
ejemplo en el caso que se sospeche una reaccion hemolitica o enfermedad hemolitica
del recién nacido buen anemia hemolitica autoinmune, puede ser necesario incluir
técnicas con enzimas y realiza la investigacion en el grupo para demostrar el

anticuerpo causante del problema. (LINARES, Inmunohemtaologia, 1987).
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2.2.1.5 TECNICAS EMPLEADAS EN LA REALIZACION DE LAS PRUEBAS

DE COOMBS.
LAVADO Y SUSPENSION DE HEMATIES ABO.

Requerimientos

e Tubos de ensayo (12X75)
e Pipeta de Pasteur

e Gradilla

e Centrifuga

e Demografico

e (Guantes
e Mandil
e (Gafas

e Solucion salina (0,9%)

Muestras requeridas

e Sangre del donante (unidades a transfundir)

e Sangre del receptor o paciente (anexo a la solicitud de transfusion)
Procedimiento

e Con una pipeta de Pasteur DISPENSAR 1ml de sangre total.
e Complementar con solucion salina hasta 1 cm del borde.

e Centrifugar por 2 minutos a 3400 rpm para sedimentar las células

e Eliminar el sobrenadante por aspiracion, tratando de no perder hematies.

e Repetir este procedimiento por tres veces.
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SUSPENSION CELULAR AL 5%

En un tubo de 12x75 dispensar 19 gotas de SSF y adicionar 1 gota de GR

sedimentados.

Homogenizar y mantener el refrigeracion (4°C).

2.2.1.5.1 COOMBS DIRECTO.
REACTIVOS, SUMINISTROS Y EQUIPOS

Suero de Coombs (poliespecifico o monoespecifico)
Hematies sensibilizados

Tubos de 10 x 75, Pipetas Pasteur

Gradilla, Centrifuga

Lampara de luz intensa

Magnificador.

Técnica

Adicionar una gota de hematies del receptor o paciente. Se puede correr por
duplicado.

Lavar 3 veces con Solucion Salina fisiologica al 0,9 %.

Se llena el tubo hasta cerca al borde Con Solucién Salina al 0.9%. Se centrifuga a
3500 r.p.m., durante 1 minuto.

Se decanta todo. Se adiciona 1 a 2 gotas de Solucion Salina, se resuspende el
boton.

Agregar 2 gotas de Antiglobulina humana poliespecifico. Mezclar

Centrifugar a 3500 r.p.m. durante 15 segundos.

Leer la graduacion de las reacciones y anotar los resultados

Los resultados negativos deben ser comprobados con la célula control de Coombs
para verificar la actividad del reactivo antiglobulina. Adicionar 1 gota de hematies

control de Coombs. Centrifugar a 3500 r.p.m. durante 15 segundos. Resuspender
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y leer. La aglutinacion de 2 cruces debe estar presente. Si es negativa, la prueba
no es valida. Se deberé repetir el Coombs Directo.

Tabla 2. Prueba de Coombs directo.

TUBOS MUESTRA AHG
P 1 GOTA 2 GOTAS
CENTRIFUGAR Y LEER
RESULTADOS NEGATIVOS
CELULAS CONTROL DE
TUBOS COOMBS
P 1 GOTA
CENTRIFUGAR Y LEER

Fuente:(JARAMILLO, 2012)

Reporte de resultados

Una prueba negativa se demuestra por la ausencia de aglutinacion. Una prueba
positiva estd demostrada por aglutinacion. Si la sangre de cordon umbilical es

positiva se debe reportar inmediatamente al médico tratante.
Notas de procedimiento

e Si la prueba resulta negativo se puede incubar a temperatura ambiente 10 minutos,
antes de adicionar las células control de Coombs. Centrifugar y leer. Esto nos
permite detectar complemento sobre los hematies.

e Un Coombs directo positivo en patrén de campo mixto es tipico de transfusion

incompatible (ej.: Reaccién transfusional hemolitica tardia).
Desordenes que producen Coombs directo positivo
» Anemia hemolitica autoinmune,
» Linfoma

» Leucemia linfocitica cronica.
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 Desordenes del colageno como el Lupus Eritematoso.

+ Otras enfermedades como Carcinoma.

« Enfermedad Hepatica o Infeccion Mononucleoésica.

« Tratamiento con drogas: Penicilina, Cefalonia, Metildopa, etc.

Para interpretar un Coombs directo se supone que:

+ Las muestras son apropiadamente recolectadas. No contaminadas.

» Los hematies son adecuadamente lavados.
» El suero de Coombs es potente y no contaminado.

2.2.1.5.2 COOMBS INDIRECTO.

Material

e 10 Tubos de ensayo

e 10 Pipetas Pasteur

e 1Gradilla.

e 1 Bulbo.

Material Bioldgico

e Glébbulos rojos lavados al 3 - 5%
e Suero

Reactivos

e Suero de Coombs

e Albdmina bovina
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Equipo

e Micro centrifugo

e Bafio Maria o Estufa

Técnica solucion salina

e Caodificar tubos del 1 al 10

e Colocar 2 gotas del suero o plasma a cada tubo
e Colocar una gota de las células reactivas a cada tubo
e Centrifugar 20 segundos a 3000 rpm vy leer

e Registrar resultados

Técnica LISS

e A cada tubo colocar 2 gotas de Liss

Incubar 15 minutos

Centrifugar 20 segundos a 3000 rpm

Leer y anotar resultados

Lavar los tubos tres veces con solucion salina 0.9%

Técnica de Coombs
e A cada tubo colocar 2 gotas de suero de Coombs
e Centrifugar y observar

e Leeryanotar resultados.
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Anticuerpo irregular

Estos anticuerpos son generalmente inmunoglobulinas tipo M
y ocasionalmente tipo G, y debido a esa temperatura de  reaccion  carecen  de
importancia clinica salvo que su reaccion ocurra también a 37 °C, su importancia
radica en pacientes que seran intervenido a 22 ° C, como es el caso de operacion de
corazon. Los llamados anticuerpos calientes tienen una temperatura Optima de
reaccion a 37 °C. A estos anticuerpos tienen una relevante importancia clinica ya
que se les asocia con reacciones

transfusionales de intensidad moderada a severa, que pueden ocasionar la muerte.

Tabla 3. Esquema Coombs indirecto

CELULAS
TUBOS | MUESTRA | = =0 "
FASE SALINA

1 2 GOTAS 1

2 2 GOTAS 1

3 2 GOTAS 1
CENTRIFUGAR 3500 RPM

FASE LISS

1 2 GOTAS | INCUBAR 37

2 2 GOTAS °C POR 15

3 2 GOTAS MINUTOS

CENTRIFUGAR 3500 RPM
LAVAR CADA TUBO TRES VECES

; SOLUCIO’N SALINA
3 ISOTONICA
FASE COOMBS

1 2 GOTAS SUEROG DE
2 2 GOTAS COOMBS
3 2 GOTAS

RESULTADOS NEGATIVOS
1 1 GOTAS CELULAS
2 1 GOTAS |CONTROL DE
3 1 GOTAS COOMBS

Fuente:(JARAMILLO, 2012)
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Conclusion:

Es importante determinar los anticuerpos irregulares ya que estos
anticuerpos tienen una relevante importancia clinica ya que se les asocia
con reacciones transfusionales de intensidad moderada a severa.(JARAMILLO,
2012).

2.2.2 SISTEMA DE GRUPO SANGUINEO RH.

2.2.2.1 SISTEMA RH

En 1940 se descubrié otro grupo de antigenos (D) que se denominaron factores
Rhesus (factores Rh) porque fueron descubiertos durante unos experimentos con
simios del tipo Macaccus Rhesus. Segun este grupo sanguineo, las personas con
factores Rhesus en su sangre se clasificarian como Rh positivos; mientras que
aquellas sin los factores se clasificarian como Rh negativos, y sélo podran recibir
sangre de donantes Rh negativos.

Representa otro sistema de antigenos de eritrocitos, que no esta quimicamente
caracterizado. En 1940 Landsteiner y Wiener efectuaron comunicaciones en el
sentido que si inyectaban eritrocitos de mono Rhesus a conejos o cobayos, estos
animales producian un anticuerpo que, después de su absorcion, aglutinaban los
eritrocitos de un 85% aproximadamente, de personas norteamericanas de raza blanca.
Denominaron a este anticuerpo anti - Rh (Rhesus) y el antigeno que se detectaba
recibié el nombre de antigeno Rh. Poco antes de esto Levine y Stetson habian
encontrado un anticuerpo en el suero de una mujer del grupo O, que antes no habia

sido transfundida, que presentd una reaccion.

Después de recibir una transfusion de sangre del Grupo O de su marido. Mas tarde la
paciente dio a luz un feto macerado, y estos autores sugirieron que habia producido
un anticuerpo para un antigeno eritrocitico fetal heredado del marido. Al parecer los

anticuerpos humanos y animales eran idénticos, y por lo tanto se aceptd el nombre de
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anti - Rh para el anticuerpo humano. Mas tarde se vio que los dos anticuerpos no eran
iguales y por tal motivo continué denomindndose anti — Rh al anticuerpo humano y se
le dio el nombre de anti LW al anticuerpo animal en honor a Landsteiner y Wiener,

sus descubridores.

Figura 5: Anticuerpo anti-D

Célula

sanguinea @

Rh negativa

Anticuerpo

Célula
sanguinea
Rh positiva

Fuente:http://drmime.blogspot.com/2011/11/madre-embarazada-y-grupo-sanguineo.html
2.2.2.2 ANTIGENOS DEL SISTEMA RH.

El sistema Rh es un sistema muy complejo donde pueden aparecer diferentes Ag: D,
C, E, c, e. Una sangre se considera Rh+ si presenta el Ag D, y se considera Rh.
Ademas, en algunos de estos Ag se ha encontrado variedades antigénicas, siendo el
de mayor interés el Du, también llamado Rh positivo débil. Es importante tipificar
este Ag y no confundir la sangre con un Rh - (Prueba de Coombs). De todos estos
antigenos, el que presenta mayor capacidad antigénica es el D, por lo que en la

determinacion rutinaria del Rh solo se investiga el Ag D.

Los antigenos del sistema Rh son algunas veces responsables de reacciones por
transfusion menos severas que el ABO. Son proteinas y rara vez se encuentran en el
medio, de modo que los anticuerpos preformados son raros. Los genes que codifican

los antigenos del sistema Rh estan localizados en el brazo corto del cromosoma 1.
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Figura 6: Antigenos Rh

Rh (+) Rh ()

[ Rh AGLUTINOGENO NO AGLUTINOGENO

Fuente:http://laphysis.blogspot.com/2011/10/tema-4-fisiologia-del-eritrocito-ii.html

El sistema Rhesus esta constituido por unos 40 antigenos distintos, 5 de los cuales
revisten importancia especial. Existen dos nomenclaturas para designar los distintos

antigenos del sistema Rh.

a) La de Fisher - Race que se basa en la suposicién que se heredan de cada
progenitor tres genes situados en locus muy proximos o dicho de otra forma, tres
sitios correspondientes a genes diferentes estrechamente ligados que intervienen en la
produccién de los antigenos Rhesus. Los pares de alelos mas comunes que pueden
ocupar dichos locus, se designan con los signos Dd, Cc y Ee; cada gen codifica un
antigeno especifico dando origen a los antigenos D, C, ¢, E y e a excepcién del d
(alelo silencioso), del que no se conoce producto. EI mas inmundgeno es el antigeno
D; por lo tanto, la presencia o ausencia del mismo determina si un individuo es Rh
(+) o Rh (-). Dado que D es el antigeno Rhesus mas potente, anti - D es el anticuerpo
que se produce mas comunmente. Anti C es relativamente raro y es mas comuan que
se produzca con anti - D. El término que se utiliza habitualmente de Rh positivo se

refiere a células que reaccionan con anti - D.

b) Segun Wiener, la terminologia se basa en la herencia de un solo gen, compuesto

por multiples alelos de un locus Unico procedente de cada progenitor.
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Cada gen tiene una estructura en mosaico que comprende un numero variable de

antigenos sanguineos. (BAEZ, 2003).

Figura 7: Variacién antigénica Rh.

gl* [ d * alelo/ 4silendioso
R, * o \
d x| | g* \ |
E¥ Mt MM
®\ K woor
[ \ (1 [ ]
. |
[ | | | //,,( . [ | [ |
il 4 3
| 1] [ C' o | il
| \ e v“ |l |
v . N - // 4 v
4 C ” Ry :
A E Gen en mosaico que
codifica miltiples
factores
CROMOSOMA 1 sanguineos
CROMOSOMA 1
(brazo corto)

(brazo corto)

Fuente:(BAEZ, 2003)

Teniendo en cuenta lo expresado por Tippett, y analisis inmunoquimicos posteriores,
revelarian que los antigenos del Sistema Rh son proteinas de transmembrana
codificadas por genes que se encuentran en el brazo corto del cromosoma 1 (RHD -
RHCE) y en el cromosoma 6 (RHAG).

El gen del cromosoma 1 (RHD - RHCE) codificaria proteinas de 417 aminocidos,
gue se encuentra integrada a la bicapa de la membrana del eritrocito, estas proteinas
tendrian un PM de 30.000 a 50.000 y con una similitud del 92% entre ambas;
pasarian la membrana hasta 12 veces formando 6 rulos externos, hidrofilicos, que

generarian los dominios de asociacién antigénica.

Estas proteinas son parte integrante (proteina integral) de la membrana eritrocitaria
(s6lo se lo encuentra alli). Como vemos son muy iguales entre si y diferirian entre 30

a 36 aminoacidos.
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En cuanto a las diferencias antigénicas entre "D" y "C" "c" estarian expresadas en el
segundo rulo extracelular y entre "D" y "E" "e" lo estarian en el cuarto.

Se desconoce el papel biolégico de las proteinas Rh, se cree que actuarian como
transportadores de cationes. Pero tendrian una importancia fundamental en la
estructura de la membrana del hematie ya que se comprobé que, su ausencia (en los
muy raros casos “Rh null”) compromete a la morfologia eritrocitaria de tal manera
que produce verdaderos esferocitos, con una viabilidad globular obviamente

disminuida.

Figura 8. Exposicion de antigenos Rh.

oo Oy
Intracelular

Fuente:(GARGIULO, 2005)

FENOTIPO D DEBIL

Los eritrocitos de fenotipo D débil poseen un nimero menor de sitios antigénicos,
puede deberse a un gen que produce menor cantidad de antigeno, antiguamente
Ilamado Du de alto grado, o ser resultado del efecto supresor del haplotipo“Ce” en

posicion "trans", Dude bajo grado.
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Figura 9. Distribucidn de fenotipos.

Genotipo Genotipo
N\ N\ -\
DICe/dce [ Djce/dICej
\_\’ N
Ce en posicion cis Ce en posicion frans
con respecto alD conrespecto al D

Fuente:(GARGIULO, 2005)

Como en estos casos no se trata de una diferencia cualitativa sino debido puramente a
una menor cantidad de sitios antigénicos, el término Du propuesto por Stratton en
1949, debe ser abolido y reemplazado por el de D débil. Algunos fenotipos D parcial
pueden presentar una disminucion cuantitativa del antigeno D, pudiendo ser
erroneamente clasificados como D débil, debido a que la identificacion de éste
fenotipo depende fundamentalmente del reactivo "anti D (Rho)" y del método
utilizado para su investigacion. Se deberian tomar precauciones al realizar la vieja
técnica del Du (terminar, luego de la incubacion con reactivo anti-D, con SAGH -
PAI) ya que puede llevar a tipificar errbneamente a un dador/paciente Rh negativo,
portador de un auto o aloanticuerpo, como Rh positivo (Du Positivo).Por este motivo
algunos autores abogan por el abandono en forma definitiva de esta prueba.

FENOTIPO D PARCIAL

Se descubrieron algunos raros casos en que individuos, que habian sido fenotipados
como Rh positivos, es decir son portadores del antigeno D igual se sensibilizaban
(producian anticuerpos anti-D) al ser estimulados con globulos rojos portadores de

dicho antigeno (transfusiones — embarazos).

Estudios posteriores demostraron que los eritrocitos con este fenotipo se caracterizan

por la ausencia de uno o mas epitopes del mosaico que componen el antigeno "D", de
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ahi la capacidad de producir aloanticuerpos especificos hacia él o los epitopes
faltantes, al ser inmunizados con glébulos rojos Rh D positivo. De acuerdo al
comportamiento que presentan los glébulos rojos Fenotipo “D” parcial al ser
enfrentados con sueros de individuos D-negativos sensibilizados, fueron agrupados

inicialmente, en siete categorias.

1. Para estudiar donantes y recién nacidos (sensibilizantes): se deberia usar un Anti D
que reaccione con eritrocitos Dvi (policlonal-IlgG o policlonal-IgM salino o
policlonal IgG quimicamente modificado) en pruebas directas o en fase
antiglobulinica.

2. Para pacientes y embarazadas: un reactivo Anti D monoclonal que no detecte esta
variante y que reaccione con los D débiles (Monoclonal Blend o Monoclonal IgG
+ 1gM o Mezcla mono-policlonal), se deben usar solo en pruebas directas en
platina o tubo y no en fase antiglobulinica. De esta manera al no ser detectada
dicha variante, serian caratulados como D-negativos y transfundidos con sangre D
negativa. Por esta misma razon las puérperas recibirian, también inmunoprofilaxis
anti-D.

Figura 10. Variacion antigénica D.

Deleccion de Rh (-D-) Rh nulo (---)

Morfologia de los Normal Esferocito

hematies
Estomatocito

Antigeno Rhesus Aumento del nimero de No se expresan los antigenos

antigenos D por hematies C,c,E eniD
Supervivencia in vivo e Normal Reducida
in vitro

Fuente:(GARGIULO, 2005)
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OTROS ANTIGENOS.

Después del "D™ los antigenos C, ¢, E y e son los de mayor importancia en el
Sistema, estos 5 antigenos son los responsables de méas del 99% de los problemas
clinicos relacionados con dicho sistema; ya que algunos individuos que carecen de la
expresion de alguno de ellos, pueden cuando son inmunizados, producir anticuerpos

contra el antigeno faltante.

Antigenos "C"y "'c"

El antigeno "C" tiene una frecuencia aproximada del 68% en la poblacion general,
frente a una frecuencia del 81% del antigeno "c", este Ultimo es el mas inmund6geno

luego del D y como tal es causante de riesgo en la E.H.R.N.

Antigenos "E" y "'e

El antigeno "E" tiene una frecuencia del 27% en la poblacion general mientras que el

"e" ronda cercano al 98%. Algunos antigenos significativos de baja frecuencia.

Cw: (originariamente denominado Willie) ubicado con el N° Rh 8, es producido por

un gen Cw/C o Cw/c puede ocasionar EHRN.
Ew: es mucho maés raro, ubicado como Rh 11.

Ce: 0 Rh 10 es un antigeno compuesto, producto de la uniéon de genes ya que se
encontrdé un anticuerpo no separable anti-Ce cuando se encuentra en posicion cis-Dce
0dCe- (Roor).

Ce: antigeno''f'"" o0 Rh 6 al igual que el anterior determina un componente antigénico

cuando ambos se encuentran en posicion cis.

CE, antigeno Jarvis 0 Rh 22 es producto de genes DCE y dCE (Rz y ry) Anticuerpos
del Sistema.
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Los anticuerpos del sistema son generalmente producto de una respuesta inmune

aunque algunos pueden ser de ocurrencia natural, alrededor del 2%.

El anticuerpo inmune mas comunmente encontrado es el anti-D, que puede ser
detectado en la fase de antiglobulina, como asi también empleando ciertos
potenciadores, como los medios de baja fuerza idnica, medios coloidales (albumina

bovina al 22% y polietilenglicol), medios enzimaticos o Polybrene.

La mayoria de éstos 1gG anti-D son predominantemente IgG1 — IgG3 en individuos
hiperinmunizados, aunque en las embarazadas es mas frecuente encontrar una sola
clase de IgG. Tanto en un caso como en el otro, estos anti-D no suelen provocar
hemolisis intravascular, la explicacién seria, primero porque la subfraccion de
inmunoglobulinas que lo componen son en lineas generales poco fijadoras de
complemento, y segundo porque los sitios D 9 THel DGS — 09 - 05. Estan muy
separados en la superficie eritrocitaria quedando por lo tanto las moléculas muy

distantes entre si.

Algunos sueros contienen mezclas de IgG e IgM, también se detectd IgA, pero

siempre como un componente de menor cuantia y asociado con la hiperinmunizacion.

En sueros de pacientes que forman un anticuerpo anti-Rh distinto al “D”, los mas
comunmente encontrados son el anti-c y el anti-E. Con respecto al anti-c se debe
destacar que siempre es de origen inmune y es el mas importante desde el punto de
vista clinico luego del anti-D, ya que es productor de EHRN y RHT; en cambio el
origen inmune del anti-E es raro, aunque mas comun que el anti-C, casi siempre es de
origen natural y no inmune suele, en ocasiones, ser no detectado en SAGH, la

mayoria reacciona en pruebas potenciadas con Polybrene, Enzimas o LISS.

La existencia de anti-C sin anti-D es rara, dada su baja antigenicidad, la frecuencia de
aparicién es de 1/10000. (GARGIULO, 2005).
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2.2.2.3 METODOS Y TECNICAS PARA LA DETERMINACION DE LOS
ANTIGENOS DEL SISTEMA RH.

1.- Rotular tubos de ensayos con: C, ¢, E, e (control) CDE

2.- Colocar 1 gota de antisueros comerciales Anti-C, Anti-c, Anti-E, Anti-e y Anti-

CDE a cada tubo rotulado con la letra correspondiente al antisuero.

3.- Colocar una gota de células suspendidas (100 ul de sangre total o 50 ul de CGR
en 1 ml de solucidn salina agite antes de dispensar), al fondo del tubo sin introducir la

pipeta.
4.- Agite e incube a temperatura ambiente por 5 minutos.

5.- Centrifugue a 15 segundos 3000 rpm (programa P5)

6.- Re suspenda cuidadosamente cada tubo y haga la observacién macroscépica
REPORTE DE RESULTADOS.

Una reaccidn positiva (+) indica la presencia del antigeno correspondiente.

Una reaccion negativa (-) indica la ausencia del antigeno correspondiente.

Tabla 4. Esquema de tipificacion Rh.

TUBOS | MUESTRA | ANTI-D | ANTI-C | ANTI-c | ANTI-E |ANTI-CDE|ANTI-CDE
D 1GOTA 50UL
C 1GOTA 50UL
c 1 GOTA 50UL
E 1 GOTA 50UL
e 1GOTA 50UL
CDE 1 GOTA 50UL

Fuente:(JARAMILLO, 2012)
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Materiales:

e Muestra de sangre procedente de los servicios de hospitalizacion en tubo tapa lila

0 en capilares (Heparina).
e Tubos de ensayos 12x75
e Sueros comerciales Anti-C, Anti-c, Anti-E, Anti-e, Anti-CDE.
e Visor calefactado

Notas del procedimiento.

e La contaminacion bacteriana de los materiales empleados puede ocasionar
resultados falsos negativos o positivos.

e Suspensiones de hematies demasiado concentradas o débiles interfieren en los
resultados.(JARAMILLO, 2012).

2.2.3 COMPATIBILIDAD DE MUESTRAS RHD TOTALES Y PARCIALES.

2.2.3.1 ENFRENTAMIENTO Y COMPATIBILIDAD RHD TOTAL CON D
PARCIAL.

Las células sanguineas, hematies, leucocitos y plagquetas, poseen en su membrana
proteinas o polisacaridos que pueden actuar como Ag y provocar la formacion de Ac

en las personas que carecen de ellos.

A este fendmeno se le denomina aloinmunizacion antieritrocitaria, en caso de Ac
contra Ag eritrocitarios, o antiplaguetaria en caso de Ac contra Ag de las plaquetas.
Los Ac pueden aparecer de forma natural (los Ac contra Ag del sistema ABO, que
aparecen en todos los individuos), o provocados por transfusion o embarazo. A los
Ac aloinmunes contra Ag eritrocitarios, diferentes a los del sistema ABO se les

denomina anticuerpos irregulares (Al).
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Las consecuencias clinicas de la aloinmunizacién dependen del tipo de Ac (IgG o
IgM), del titulo del mismo asi como de la célula destruida. Los Ac eritrocitarios
producen reaccion hemolitica inmediata grave (Ac ABO), menos grave o retardada
(Ac frente a otros Ag) y la enfermedad hemolitica del recién nacido. En el caso de Ac
anti plaquetarios, pueden provocar reacciones febriles transfusionales, refractar edad
plaquetaria (Ac HLA o propios de las plaquetas) y la purpura neonatal inmune.
(JARAMILLO, 2012)

Figurall. Enfrentamiento RhD y Rh parcial.
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Fuente:(JARAMILLO, 2012)

Esta imagen representa la compatibilidad entre un donante RhD total que tienen en su
entorno hematico los antigenos D en gran cantidad con sangre Rh parcial, el cual
posee tambien antigenos D pero con carga de anticuerpos anti-D. Esta union permite
que los antigenos del donante reaccionen con los anticuerpos del receptor por unirse
en las pruebas de compatibilidad antigenos y anticuerpos especificos, este tipo de
transfusiones no deben proceder, en traduccion para el organismo se dara la reaccion

hemolitica asi ingrese pocos milimetros de sangre.
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Las personas tituladas como RhD Parciales poseen antigenos D en expresion parcial y
no completa de este antigeno, alteracion normal que permite la produccién de
anticuerpos para antigenos D, en este tipo de personas no reaccionan en su organismo
si no cuando reciben antigenos D completos. (JARAMILLO, 2012).

2.2.3.2 ENFRENTAMIENTO Y COMPATIBILIDAD RHD PARCIAL CON

RHD NEGATIVO.
Figura 12. Compatibilidad RhD-P y RhD negativo.
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Fuente:(JARAMILLO, 2012)

La préctica transfusional, de sangre RhD parcial permite enfrentar en el receptor o
paciente hematie es que contengan una serie de antigenos compatibles con el
receptor, en el caso de los parciales se genera un anticuerpo natural llamado anti-D, al
unirse con sangre que carece del antigeno D, se puede enfrentar los hematie es sin
problema de provocar una reaccion hemolitica inmediata o tardia, debido a que la
sangre de negativa representa la expresion nula de este antigeno sin embargo la
compatibilidad debe estar dada por los otros antigenos del sistema Rh, a los que se

denominan antigenos mayores y menores, se ha citado que la compatibilidad esta
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dada por los antigenos totales que son enfrentados hacia el suero que posee
anticuerpos en el receptor. JARAMILLO, 2012).

2.2.3.4 HEMODERIVADOS COMPROMETIDOS EN LA REACCION
HEMOLITICA D TOTAL CON D PARCIAL.

2.2.3.4.1 CONCENTRADOS GLOBULARES.

La transfusién de concentrado de glébulos rojos estd indicada en los casos que se
requiera aliviar sintomas y disminuir la morbilidad causada por déficit de aporte de
oxigeno a los tejidos como resultado de la anemia, debiendo siempre tomarse en
cuenta las cifras de presion arterial, frecuencia cardiaca, saturacion de hemoglobina,
dificultad respiratoria, etc. antes de la decision clinica de transfundir.

Figura 13. Concentrado de glébulos rojos.

CONCETRADO DE
GLOBULOS
ROJOS

Fuente:(JARAMILLO, 2012)

La anemia se define como la reduccion en el nimero de hematies, en el valor de
hematocrito o en la concentracion de la hemoglobina por debajo de dos desviaciones
estandar de la media de los valores referenciales que dependen de varios factores

como la edad, areas geograficas, etnias, embarazo, etc.

49



La consecuencia méas importante de la anemia es una reduccion del aporte de oxigeno
(DO2) a los tejidos, la cual esta determinada por: la concentracion de hemoglobina en
la sangre, su saturacion, la velocidad con la que la sangre circula hacia los
tejidos (en general, el gasto cardiaco), y la eficiencia con la cual la hemoglobina

descarga el oxigeno a los tejidos.

Su empleo requiere la realizacion de pruebas cruzadas, debiendose transfundirse
unidades ABO y Rh compatible con la sangre del paciente. El tiempo de vida de los
concentrados de glébulos rojos depende del tipo de anticoagulante utilizado: bolsas
con citrato-fosfato-dextrosa-adenina-1 (CPDA-1) se puede almacenar hasta por 35
dias entre 2° C y 6° C y cuando se utiliza ADSOL 42 dias. (MSP, 2013).

2.2.3.4.2 CONCENTRADOS GLOBULARES LEUCORREDUCIDOS.

Figura 14. Concentrado de globulos leucorreducidos.
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Fuente:(JARAMILLO, 2012)

El objetivo de este componente es similar al del concentrado de globulos rojos
normales o con residuo plasmatico. Su obtencién parte de la centrifugacion de la
sangre total, por procedimientos automatizados, se separa el contenido plasmatico,
luego el contenido plaquetario junto con los leucocitos, para dejar una masa

eritrocitaria pura y viscosa.
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Se pueden obtener a través del empleo de filtros especiales que eliminan el 99,9% de
los leucocitos por lo que el recuento residual de leucocitos debe ser < a 1 x 106. En
los concentraos plaquetarios < a 1 x 106. Su preparacion es costosa, por eso deben

existir indicaciones especificas para su uso.
Estos componentes estan indicados en:

1. Pacientes que hayan tenido episodios repetidos o graves de reacciones

transfusionales, alérgicas y / o febriles para su prevencion o disminucién.

2. Como prevencién de aloinmunizacion en pacientes que deberdn recibir soporte
hemoterapéutico a largo plazo, tales como los portadores de anemias congénitas,

anemia aplastica, renales crdnicos, etc.

3. Prevenir la transmisién de citomegalovirus por componentes celulares. Su
utilizacion esté relacionada para evitar complicaciones por incompatibilidad HLA. En

pacientes politransfundidos, pacientes sometidos trasplantes. (MSP, 2013).

Tabla 5. Pérdida de la volemia.

Pérdida de sangre (ml) <750 750-1500  1500-2000 =>2000
Frecuencia de pulso <100 >120 >120 >140
Tension Arterial (mmHg) Normal Disminuida Disminuida Disminuida
Presion de pulso (mmHg) Normal Disminuida Disminuida Disminuida
Frecuenciarespiratoria  14-20 20-30 30-40 >40
Diuresis (mL/hora) >30 200 5-15
Estado de la conciencia Leve Moderada Confusion Letargia
ansiedad ansiedad

Fuente:(MSP, 2013)
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2.2.4 VALIDACION DE LOS ENSAYOS ANTIGLOBULINICOS.

La realizacion de las pruebas pre transfusionales sirve para seleccionar para cada
receptor los componentes sanguineos mas adecuados para que una vez transfundidos
tengan una supervivencia optima y no se produzca una destruccion clinicamente

significativa de los hematies del receptor.

Realizar correctamente las pruebas pre-transfusionales asegura que se administre a un

paciente los componentes sanguineos designados, que estos componentes sean ABO

compatibles y que se puedan detectar la mayoria de anticuerpos irregulares

clinicamente significativos.

En las pruebas pre-transfusionales se incluyen:

¢ Identificacidn positiva del receptor y de la muestra de sangre de este.

e Revision de los registros del servicio de transfusiones para buscar resultados
previos de las muestras del receptor (historial receptor).

e Determinacion de grupo ABO y Rh (D).

e Determinacién de anticuerpos irregulares.

e Pruebas de compatibilidad con el suero o plasma del receptor y los hematies del
donante (pruebas cruzadas).

e Etiquetado de los componentes con la informacion del receptor.
2.2.4.1 PRUEBAS CRUZADAS.

Se define la compatibilidad en transfusion como la falta de reaccion inmune entre
antigenos (Ag) y anticuerpos (Ac) de donante y receptor. La compatibilidad no
garantiza identidad entre ambos, solamente indica que, en ese momento, no habra
disminucion de rendimiento transfusional por causa inmune. La compatibilidad
eritrocitaria puede explorarse mediante diferentes pruebas de laboratorio, implicando

cada una de ellas un tiempo de realizacion, un costo y una disponibilidad de la sangre.
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La negatividad de las Pcom (pruebas cruzadas) asegura la compatibilidad entre
donante y receptor, pero no evita la reaccion hemolitica retardada ni la

aloinmunizacion.

En todo paciente candidato a transfusion se deben llevar a cabo la determinacion de
Grupo ABO, Rh (D) y Al (anticuerpos irregulares) en una muestra de sangre
correctamente identificada y con una peticion en la que consten antecedentes
transfusionales, gestaciones, trasplantes, diagndstico y grado de urgencia de la
transfusion. La extraccién de la muestra sera reciente (inferior a 7 dias) vy, si el

paciente ha sido transfundido en los Gltimos tres meses, con menos de 48 horas.

Si el paciente es estudiado por primera vez en el Banco, en esta muestra se
determinara el grupo ABO en prueba sérico/heméatica, Rh (Ag D con control) y
cribado de Al, que determinan la presencia de anticuerpos frente a la mayoria de los

Ag eritrocitarios diferentes del sistema ABO.

El tiempo de realizacién de estas pruebas es de unos 10 minutos (3-5 en casos de
urgencia) para el ABO y Rh y de 30-45 minutos para los Al. Los resultados de estas
pruebas pueden archivarse para ser consultados en caso de futuras transfusiones. El
ABO y Rh puede utilizarse indefinidamente, o incluso comprobarse en una prueba
rapida. Los resultados de los Al serén validos si desde que se estudio el paciente éste
no ha sido transfundido o, en caso de transfusion, si han transcurrido menos de 48 h.
En caso de transfusién o embarazo, es necesario repetir los Al por si ha habido una

aloinmunizacion.

Actualmente, la composicion especifica de los hematies (representacion de los Ag
clinicamente significativos y homozigocia para Ag, JK, Fy, etc.) reactivos y técnicas
empleadas (incluir siempre antiglobulina humana) en la determinaciéon de Al hacen
que esta prueba sea muy segura. Cuando los Al son negativos, se tiene una alta

fiabilidad de que el paciente no tiene Ac contra Ag eritrocitarios.
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La posibilidad de disponer de esa informacion antes de la transfusion hace que sea

una determinacion muy importante.
PRUEBA CRUZADA MAYOR

Consiste en mezclar el suero o plasma del receptor con las células sanguineas del
donador después de incubar centrifugas y buscas la presencia o ausencia de
aglutinacion esto es indicativo de compatibilidad o incompatibilidad segln el caso.
Esta prueba se realiza cuanto se va transfundir paquete globular.

Los hematies y el suero han de ser incubados el tiempo suficiente para que puedan
reaccionar incluso los Ac muy poco potentes; por lo que es necesario afiadir suero
antiglobulina después de la incubacion para detectar los Ac que recubren a los
hematies pero que no llegan a aglutinarlos. La prueba debe comprobarse mediante

controles.

Para preparar la suspension de hematies del donante se utiliza la sangre contenida en
los segmentos de la bolsa (macarrones). (CONTRERAS, 2006).

REACTIVOS, SUMINISTROS Y EQUIPOS

e Albumina bovina 22% o Liss

e Suero de Coombs

e Células control de Coombs (sensibilizadas con IgG)
e Tubos de vidrio 12 x 75 mm

e Pipetas pasteur

e Centrifuga

e Bafio Mariaa 37°C

e Gradilla para prueba cruzada

e Lampara

e Lente de magnificacion

e Microscopio.
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TECNICA

FASE 1: CENTRIFUGACION SALINA INMEDIATA

e Preparar una suspension de GR del donante (paquete globular)

Marcar 1 tubo de 12 x 75 mm. con el rotulo PC

Colocar 2 gotas del suero problema.

Colocar una gota de los GR del donante suspendido

Mezclar, centrifugar los tubos a 3 500 r.p.m. durante 15 segundos.

Observar la presencia de hemolisis y/o aglutinacion, hacer la lectura por cruces y

anotar los resultados.

FASE Il: TERMICA

Agregar 2 gotas de Albumina bovina al 22% o Liss al tubo. Mezclar, centrifugar a
3500 r.p.m. durante 15 segundos, leer la hemdlisis y/o aglutinacién hacer la
lectura por cruces y anotar los resultados

Incubar en bafio maria a 37 °C durante 30 minutos (alboumina) o 15 minutos
(Liss).

Centrifugar, observar hemdlisis y/o aglutinacion y anotar los resultados.

FASE 111: ANTIGLOBULINICA

Lavar 3 veces con solucion salina fisioldgica al 0.9%.

Se llena el tubo hasta cerca al borde con solucién salina 0.9%. Se centrifuga a
3500 r.p.m., durante 1 minuto.

Se decanta todo. Se adiciona 1 a 2 gotas de salina, se resuspender el boton, se
vuelve a llenar y se repite el paso anterior.

Agregar 2 gotas de Antiglobulina humana Mezclar, centrifugar (3500 rpm por 15

segundos) y leer
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e Los resultados negativos deben ser comprobados con la célula control de
Coombs.
Interpretacion
« Si No hay hemdlisis y/o aglutinacion: Prueba cruzada compatible.
« Si hay hemolisis y/o aglutinacion: Prueba cruzada incompatible. (JARAMILLO,
2012).

Tabla 6. Interpretacion pruebas de compatibilidad

Prueba Tubos Prueba Tubos control CCcC ‘
Cruzada ' Negativo ' Negativo ~ Positivo
Mayor
Cruzada Negativo Negativo Positivo
Menor
Interpretacion Compatible Compatible Prueba
exitosa

(JARAMILLO, 2012)

2.2.4.2 DISCREPANCIAS DE RESULTADOS.

Se produce una discrepancia cuando la interpretacion de las pruebas de determinacion
del grupo hemético no coincide con el sérico. En estos casos deben anotarse los

resultados discrepantes.

La interpretacion del grupo ABO y Rh debe retrasarse hasta que se resuelva la
discrepancia. Si la sangre que se esta analizando es una unidad de donante, no puede
autorizarse para transfusion hasta resolver la discrepancia de resultados. Cuando la
sangre proviene de un posible receptor, el estado clinico del paciente puede hacer
necesario administrar hematies del grupo O con factor Rh compatible antes de
finalizar el estudio. Es importante obtener cantidades suficientes de sangre de un
paciente antes de la transfusion para que puedan realizarse los estudios adicionales

que puedan ser necesarios para resolver la discrepancia.
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Las discrepancias entre los resultados de las pruebas hematica y sérica pueden
deberse:

Errores técnicos

Los problemas técnicos pueden producir discrepancias en las pruebas ABO bien por
la obtencién de resultados negativos en lugar de positivos o positivos en lugar de
negativos. Los problemas técnicos que producen falsos negativos en las pruebas ABO
realizadas con hematies o suero son debidas a:

¢ No afiadir suero o antisuero a una prueba.

o Identificar la hemdlisis como negativa.

¢ Inadecuada relacion suero (o antisuero)/hematies.
e Centrifugado incorrecto.

¢ No incubar a temperatura de 20-25°C 0 menos.

e Uso de reactivos que no funcionen adecuadamente.

e No interpretar o registrar los resultados correctamente.

Los problemas técnicos que producen falsos positivos en la prueba

Sobrecentrifugacion

Uso de antisueros, hematies o solucion salina contaminados.

Uso de utensilios de vidrio sucios.

Interpretacion o registro incorrecto de los resultados.

Factores intrinsecos de los hematies

e Las muestras obtenidas de pacientes que han recibido recientemente transfusiones
o trasplante de médula dsea pueden dar lugar a reacciones inesperadas si contienen
una mezcla de hematies no homogéneos en cuanto a su grupo ABO y Rh.

e Las muestras de sangre de personas que han heredado variantes de genes A, B y
Rh pueden tener antigenos débilmente expresados. También pueden detectarse
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antigenos débilmente expresados en los hematies de algunos individuos con
enfermedades como la leucemia. Las muestras de estos pacientes pueden no
producir las reacciones esperadas en las pruebas de aglutinacion directas con anti-
A, anti-B y anti-D

Las anomalias de naturaleza heredada o adquirida que conducen a lo que se llaman
estados poliaglutinables pueden dar lugar a hematies con membranas modificadas.
Los hematies modificados pueden aglutinarse inesperadamente por reactivos anti

A, anti B o ambos.

Las concentraciones anormales de proteinas séricas, la presencia de
macromoléculas (en muestras de sangre de corddn, la presencia de gelatina de
Wharton), pueden producir agregaciones inespecificas que simulan la aglutinacion

si se suspenden los hematies en su propio suero.

Se ha observado que, en raras ocasiones, las concentraciones elevadas de
sustancias del grupo A o B en suero inhiben la actividad de los antisueros de tal
manera que se obtienen reacciones negativas inesperadas cuando se utilizan

hematies resuspendidos en suero o plasma.

Los sueros de algunas personas contienen anticuerpos contra los colorantes
utilizados para colorear los reactivos anti A y anti B. Estos anticuerpos pueden
producir falsos positivos en las reacciones de aglutinacion si se suspenden los
hematies en suero o plasma para realizar la prueba. (FERNANDEZ, 2006).

Factores intrinsecos del suero

Frecuentemente, en las pruebas de determinacion del grupo ABO que utilizan
plasma o suero no totalmente coagulado se producen pequefios coagulos de
fibrina. Los coagulos de fibrina pueden interpretarse erroneamente por una
aglutinacion verdadera.

Los sueros de pacientes con concentraciones séricas anormalmente elevadas de
proteinas andmalas, que presentan relacién suero/proteinas alterada, o que han

recibido expansores del plasma de elevado peso molecular o materiales de
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contraste intravenoso pueden dar lugar a una agregacion inespecifica de los
hematies en las pruebas de determinacion del grupo sérico. Esta agregacion es
dificil de distinguir de una aglutinacion verdadera.

La muestra puede contener anticuerpos distintos a los anti A y anti B que
produzcan una aglutinacion inesperada de los eritrocitos reactivos A 'y B.

Pueden presentarse resultados débiles o negativos inesperados en las pruebas
séricas si la muestra que se estd analizando proviene de una persona
inmunodeficiente debido a una enfermedad o tratamiento y tiene niveles
descendidos de inmunoglobulinas. También pueden observarse pruebas ABO
séricas débiles en muestras de pacientes ancianos cuyos niveles de anticuerpos
han disminuido con la edad, y en muestras de pacientes cuyos anticuerpos se han
diluido de manera importante en procedimientos de recambio plasmatico

En las pruebas séricas, el suero del paciente puede contener anti-A y anti-B
inusualmente potentes que fijan el componente C1 del complemento hasta tal
punto que éste interfiere con la fijacién del anticuerpo y la aglutinacion. Este
fendmeno ha sido publicado por un laboratorio en pruebas de deteccidn de grupo
en suero que utilizaban hematies suspendidos en diluyentes sin EDTA.
(FERNANDEZ, 2006).

2.2.24.3 ALTERACIONES DE RESULTADOS DE COMPATIBILIDAD POR
ANTICUERPOS.

AUTO ANTICUERPOS FRIOS

Cuando crioaglutininas tienen potencia suficiente, pueden aglutinar hematies de todos

los adultos, incluyendo aquellos utilizados para preparar hematies reactivos. Con

pocas excepciones, la aglutinacién producida por crioaglutininas es mas débil que la

producida por anti A o anti B. Pueden seguirse los pasos siguientes cuando la

reactividad de las autoaglutininas interfiere hasta el punto de dificultar la

interpretacion.
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Calentar el suero y los hematies reactivos a 37°C antes de mezclarlos y realizar la

prueba.

Adsorber las crioaglutininas del suero mediante métodos de auto adsorcion en frio,

asi el suero adsorbido puede analizarse frente a los hematies reactivos Aly B.

Tratar el suero con DTT y analizarlo frente a hematies reactivos A1 y B. Como el
DTT destruye la actividad aglutinante de los anticuerpos IgM, las pruebas de
determinacion de grupo sérico que utilizan suero tratado con DTT deben convertirse
en pruebas AHG en las que detectaremos la presencia de anticuerpos de la forma IgG.

ALOANTICUERPOS INESPERADOS

Los aloanticuerpos inesperados reaccionan a temperatura ambiente y pueden aglutinar
los hematies reactivos utilizados en las pruebas de deteccién de grupo sérico que
tengan el antigeno correspondiente. Para determinar el grupo ABO correcto de los

sueros que contengan otros aloanticuerpos frios.

Analizar el suero frente a hematies A y B que no tengan el antigeno correspondiente.
Por ejemplo , si tenemos identificado como aloanticuerpo un anti M, analizar el suero
frente a hematies A ,M- y hematies B ,M-, es decir que ni los hematies A ni B tengan

el antigeno M, para resolver la discrepancia.
FENOMENO DE ROULEAUX.

El suero de pacientes con concentraciones anormalmente elevadas de proteinas
séricas, que presenta una alteracion de la relacion suero/proteinas o han recibido
expansores de plasma de peso molecular elevado, pueden dar lugar a que los hematies
parezcan aglutinados. Algunas de estas muestras producen Rouleaux. Su formacion
puede reconocerse facilmente al microscopio si los hematies estdn agregados
formando las llamadas “pilas de monedas”. Mas frecuentemente, estos sueros

producen agregados que se manifiestan como masas de formas irregulares muy
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parecidas a las masas aglutinadas por la accion de anticuerpos. Los resultados de las
pruebas de determinacion del grupo sérico pueden a menudo corregirse si se sigue el
procedimiento siguiente: Diluir el suero para anular sus propiedades agregantes.
Hacer una dilucion ¥ del suero y analizar la dilucion frente a hematies autélogos. Si
no se observa agregacion, analizar el suero diluido frente a los hematies reactivos. En
la mayoria de los casos, aunque no en todos, los aloanticuerpos anti A y anti B

reaccionaran a esta dilucion. (VEGA, 1992).
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DEFINICION DE TERMINOS BASICOS.

Aloinmunizacion: Es la generaciéon de aloanticuerpos (o anticuerpos irregulares o
isoanticuerpos) contra antigenos, generalmente de las células sanguineas, como

consecuencia de transfusion o embarazo anterior.

Anticuerpos naturales(o isoinmunes): Son los anticuerpos que estan presentes en el
suero del individuo sin la evidencia de un estimulo antigénico previo. En el momento
actual se sabe que los anticuerpos “naturales” dirigidos contra antigenos eritrocitarios
son consecuencia del reconocimiento de estructuras antigenicas compartidas con

bacterias del tubo digestivo.

Aseguramiento de la calidad: Es el conjunto de evaluaciones efectuadas en el
proceso de produccion de un bien o servicio con objeto de lograr la garantia de

calidad propuesta.

Autoanticuerpos: Son anticuerpos generados por un individuo dirigidos contra

antigenos de los tejidos del propio individuo.

Autosuficiencia: Aplicado a la organizacion de la transfusion de sangre, se define
como la obtencion de la satisfaccion de todas las necesidades de sangre,
hemocomponentes y hemoderivados de la poblacion, con los recursos de la propia

poblacién y por medio de los recursos de la propia organizacion.
Baja de stock: Es el retiro de una unidad para su transfusion o descarte.

Banco de Sangre: Es la institucion que se encarga de la promocion de la donacion de
sangre, la seleccion de donantes, la extraccion de sangre entera 0 hemocomponentes
de aféresis, procesamiento, calificacion Inmunohematologia, calificacién seroldgica,
crio preservacion, conservacion, distribucion y control de calidad de los productos y

los servicios.
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Bioseguridad: Es la prevencion de riesgo bioldgico aplicado al entorno de la Unidad
de Medicina Transfusional. Se aplica al personal, donantes y pacientes.

Calificacion o tamizaje seroldgico: Es el analisis de los marcadores infecciosos
transmisibles por transfusion aplicada a una muestra de sangre obtenida de cada
donante.

Categoria de un servicio de hemoterapia: Est4 dado por la complejidad de las
funciones que cumple y la infraestructura de equipamiento, planta fisica y recursos

humanos con la que cuenta.

Certificacion:(De una Unidad de Medicina Transfusional) es el reconocimiento por
parte de una organizaciéon social de que se cumplen los requisitos y se logra el

certificado correspondiente.

Comité de Calidad: Es un Grupo de Trabajo dedicado a la garantia de la calidad.
Propondra, documentara y evaluara la politica de calidad y la mision del Servicio de

Banco de Sangre.

Competencia Funcional: Es la limitacion de cada funcionario para cumplir

determinadas funciones y tareas dentro de una Unidad de Medicina Transfusional.

Concentrado Plaquetario (CP): Es el hemocomponente que contiene la fraccion de
la sangre entera rica en plaquetas, suspendidas en aproximadamente 50 ml de plasma.

Promediamente contiene 5,5 x 10*° plaquetas por unidad.

Concentrado plaquetario de donante unico (CPDU): Es el hemocomponente
obtenido por aferesis a un solo donante, que contiene promediamente 3,0 1011

plaguetas en unos 300 ml de plasma.

Eritrocitoferesis: Es la aféresis aplicada a la obtencion intensiva de eritrocitos.
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Fraccion Pediatrica: (o Parcial Pediatrico) Es una unidad de ST, SD, PF o CP de
pequefio volumen obtenido a partir de una unidad standard del hemocomponente

respectivo.

Fraccionamiento del plasma: Es el proceso industrializacion del plasma humano
por medio del cual se aislan, purifican, concentran, estabilizan y formulan las

proteinas plasmaticas transformandolas en hemoderivados.

Reaccion adversa: Es todo fendmeno negativo presentado en el transcurso o con
posterioridad a la donacion o transfusion de un hemocomponente o hemoderivado.

Recambio plasmatico: Es el procedimiento terapéutico por el cual la aféresis se
aplica a retirar Plasma Humano conteniendo un elemento patoldgico y su posterior

sustitucion con soluciones libres de plasma

Unidad de Medicina Transfusional: Es toda institucion o parte de una institucion

donde se lleva a cabo cualquier actividad propia de la Medicina Transfusional.
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2.3 HIPOTESIS Y VARIABLES.

2.3.1 HIPOTESIS.

Es util la aplicacion de la prueba antiglobulinica cuando se valora incompatibilidad

Rh en muestras de sangre procedente del donante y receptor Rh D positivo totales y

parciales.

2.3.2 VARIABLES

VARIABLE INDEPENDIENTE.
Test antiglobulinico.

VARIABLE DEPENDIENTE.

Valoracion de la reaccion hemolitica.
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2.4 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE

CONCEPTO

CATEGORIA

INDICADORES

INSTRUMENTO

Independiente:
Test

antiglobulinico.

Prueba que valora
la presencia de
inmunoglobulinas

procedentes de

Prueba

Valoracion de

anticuerpos

Guia de
observacion.
Técnica para la
identificacion de

estimulos antiglobulinica ) )
o _ mediante la anticuerpos
antigénicos directa e » _
_ o reaccion de irregulares
ocasionados por | indirecta L _
hemaglutinacion | mediante la
embrazados o .
) practica de coombs

transfusiones _ o
) ) directo e indirecto.
incompatibles.

Dependiente: Manifestacion

Valoracion de la | clinica del ) ) Guia de

» ) Reaccion Reaccion de .
reaccion paciente al . o observacion.
. ) o hemolitica aglutinacion in
hemolitica. reaccionar in vivo | ) ) o Formato de reporte
) inmediata o Vivo positiva o ]
hematies con ) _ de reacciones
tardia. negativa.

anticuerpos

especificos.

transfusionales.
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CAPITULO III
MARCO METODOLOGICO

3.1 METODO CIENTIFICO.

En el presente trabajo investigativo es método cientifico ya que siempre va a explicar
el porqué, de como son las cosas, porque suceden las cosas de una manera y no de
otra. Siempre se va a realizar la explicacion en términos de leyes, principios y
normas. Este método se realiza siempre bajo la l6gica y la razon. No tendria ningun
sentido realizar un método cientifico con teorias ilégicas o imposibles. También es
racional porgue las ideas producidas se combinan de acuerdo a ciertas reglas légicas,
con el proposito de producir nuevas ideas. Se aplica la prueba antiglobulinica para
valorar y prevenir la reaccion a efecto de una transfusion de sangre donde se
involucran elementos sanguineos causantes en muchos de los casos de efectos

nocivos para la seguridad del paciente.
METODO DEDUCTIVO- INDUCTIVO.

El método deductivo nos da un razonamiento general a lo particular, de lo complejo
a lo simple., estudia un fendmeno o problema desde el todo hacia las partes, la
reaccion transfusional que se previene con anélisis de compatibilidad requiere de
elementos que contienen a las fases de estudios para evaluar la causa de las
reacciones que podrian ser evitadas por la transfusion. Con el método inductivo se
realiza estudios de lo particular lo general emplea elementos de estudio como la
experimentacion, comparacion, generalizacion, propone la estandarizacion de

pruebas para proceder a una practica transfusional segura.
APLICACION DEL METODO ANALITICO

Este método intenta siempre descubrir y entender los elementos que componen una

totalidad, es decir, es muy importante que todas las ideas que han llevado a otra idea
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mayor tengan sentido Yy, sobre todo, se entiendan bajo la l6gica. La prevencion de las
complicaciones de salud en el paciente se pretende en el trabajo investigativo
consecuencia de la transfusion de sangre que en términos de pruebas serian similares

entre la sangre del paciente y receptor.
TIPO DE INVESTIGACION

La investigacién se caracteriza por ser de tipo descriptiva- explicativa de campo no

experimental.

Descriptiva: Porque una vez que se realiza el primer estudio profundo de la

problemética a investigarse describimos con fundamentos de causa y consecuencia.

Explicativa: Porque sobre la base del procedimiento de la informacién recopilacion
de textos, libros, folletos, llegamos a establecer las causas y consecuencias por las

que se realizan las pruebas de compatibilidad.
DISENO DE INVESTIGACION
Esta investigacion fue de campo no experimental

De Campo: Debido a que el proceso investigativo se llevara a cabo en un lugar
especifico en este caso en el laboratorio de Inmunohematologia del Servicio de
Medicina Transfusional del Hospital Provincial General Docente de Riobamba.

3.2 POBLACION Y MUESTRA

3.2.1 POBLACION

La presente investigacion esta constituida por el total de 54 ensayos que se realizaron
durante el periodo de investigacion en el Servicio de Medicina Transfusional del
Hospital General Docente de Riobamba.
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3.2.2 MUESTRA

Se trabaja con la totalidad de la poblacion por ser limitada en cantidad de ensayos

realizados.
3.3 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS
TECNICAS

e Observacion
e Analisis documental de la informacion en apoyo al desarrollo del marco teorico.

e Recopilacion bibliogréafica
INSTRUMENTOS

Guia de observacion: Ensayos antiglobulinicos directo e indirecto y guia de

resultados de pruebas de compatibilidad.
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3.4 ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS.

3.4.1 IDENTIFICACION RH POR INTENSIDAD DE REACCION.

Tabla 1.1dentificacion Rh.

Intensidad de reaccion Cantidad %
Intensidad 4+ 48 89%

Intensidad 2+ 2 4%

Intensidad 1+ 4 7%
Total 54 100%

Disefio: Ana y Maria
Fuente: SMT — HPGDR

Grdfica 1: Identificacion Rh.

Rh D POSITIVOSPOR
INTENSIDAD DE REACCION

W Cantidad W%

60 54
18

50

40

30

20

10 89% 2 ay 4 7% 100%

o I 2 _—
Intensidad 4+ Intensidad 2+ Intensidad 1+ Total

Disefio: Ana y Maria
Fuente: SMT — HPGDR
Interpretacion: Mediante la realizacion de la tipificacion sanguinea para el antigeno
D del sistema Rh, se evaluaron a 54 muestras de sangre obteniéndose los siguientes
resultados, 54 muestras dan como resultado positivo para el antigeno D, pero de estas
48 muestras se evaluaron por intensidad de reaccion maxima a cuatro cruces lo que

indica que existe una gran concentracion del antigeno D, dos ensayos con intensidad
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de reaccidn para 2+ relacionandole a una cantidad menor de antigenos D y 4 ensayos
para una reaccion de 1+ lo que se concluye que esta presente el antigeno D pero en

una concentracion minima.

3.4.2 Variantes antigénicas D.

Tabla 2. Variante D

TOTAL D4 - D5 D4-D6 D5 - D6 D4-D5-D6
6 3 1 1 1
100% 50 16 17 17

Disefio: Ana y Maria
Fuente: SMT — HPGDR

Grdfica 2: variantes D.

VARIANTES ANTIGENICAS "D"

60
50
40
30

20

.

TOTAL D4 - D5 D4-D6 D5-D6 D4-D5-D6

1

o

M Series1 M Series2

Disefio: Ana y Maria
Fuente: SMT - HPGDR

Interpretacion: A los 6 ensayos con resultados positivos para el antigeno D de
intensidad de reaccion 2+ y 1+ se le valoraron las variantes antigénicas D1 hasta D6,

los resultados en estos pruebas indican que tienen presente las variaciones antigénicas
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desde D4 a D6. Tres ensayos tienen la variacion D4 y D5, un ensayo la variacion D4
y D6, un ensayo tiene la variacién D5 y D6 y un ensayo las variaciones D4 -D5-D6,
en conclusion las variaciones D4 a D6 se expresan en los RhD parciales ya que no

poseen la totalidad de las variantes del antigeno D.

3.4.3 Valoracion del Coombs Directo e Indirecto en RhD Parciales

Tabla 3. Coombs Directo e indirecto

COOMBS DIRECTO COOMBS INDIRECTO
NEGATIVOS POSITIVOS
6 6

Disefio: Ana y Maria
Fuente: SMT — HPGDR

Grdfica 3: Coombs directo e indirecto.

Valoracion de coombs en muestras Rh
parciales

PAD NEGATIVOS PAI POSITIVOS

Disefio: Anay Maria
Fuente: SMT - HPGDR

Interpretacion: Las muestras de sangre valorados como RhD parciales fueron

analizadas mediante la pruebas de Coombs directo, los resultados obtenidos son
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negativos y para prueba de Coombs indirecto, los resultados son positivos. Estos

resultados son valorados asi por cuanto la estructura antigénica D parcial no permite

la expresion de sus seis variantes D, lo que genera a consecuencia de estos la

presencia de antigenos Anti-D como un proceso normal, sin embargo las pruebas de

Coombs le concluyen a estas

muestras tener un anticuerpo irregular.

3.4.4 Analisis de compatibilidad pre transfusional con muestras RhD Parciales.

Tabla 4. Compatibilidad pre transfusional.

ENSAYOS COMPATIBILIDAD |INCOMPATIBILIDAD
RHD+ CON RHD
PARCIAL 0 6
RhD- CON RHD PARCIAL 6 0

Disefio: Ana'y Maria
Fuente: SMT — HPGDR

Grdfica 4: Pruebas pretransfusionales.

ENSAYOS PRE - TRANSFUSIONALES

RHD- CON RHD PARCIAL

RHD+CON RHD PARCIAL

—
_

u COMPATIBILIDAD ~ m INCOMPATIBILIDAD

Disefio: Ana'y Maria
Fuente: SMT — HPGDR
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Interpretacion: Los ensayos de compatibilidad de sangre D parcial con D total dan
como resultados no compatibles por poseer el D parcial el anticuerpo anti D que al
unirse en los ensayos con el antigeno D en su expresion total genera in vitro la
reaccion positiva entre el antigeno D y anti-D, pero los ensayos D parcial con sangre
D negativa se dan resultados compatibles, el anticuerpo anti-D del Rh parcial no se
une al antigeno D de los Rh D negativos ya que este no posee ninguna variante

antigénica D.
COMPROBACION DE LA HIPOTESIS.

HI: Es util la aplicacion de la prueba antiglobulinica cuando se valora
incompatibilidad Rh en muestras de sangre procedente del donante y receptor Rh D

positivo totales y parciales.

Tabla 5.Comprobacion de la hipdtesis.

PCM: PCM:
PAI RH DPARCIAL + D | DPARCIAL + D | EFECTIVIDAD
POSITIVOS |PARCIALES| NEGATIVO NEGATIVO PAI
6 6 COMPATIBLES | COMPATIBLES 100%

Disefio: Ana y Maria
Fuente: SMT — HPGDR

Tabla 6 .Efectividad del PAI

EFECTIVIDAD
PCM PAI PCM RH- PAI
0 6 6 100

Disefio: Anay Maria
Fuente: SMT — HPGDR
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Grdfica 5.Comprobacion de la hipétesis.

Comprobacion de la Hipotesis

. EFECTIVIDAD PAI

100 A PCM RH-
< %> PAl
o -  PCM
1
HPCM 0
W PAI 6
® PCM RH- 6

M EFECTIVIDAD PAI 100

Disefio: Ana 'y Maria
Fuente: SMT — HPGDR

Si es util aplicar el ensayo de pruebas antiglobulinicas cuando se valora
incompatibilidad Rh en muestras de sangre procedente del donante y receptor Rh D
positivo totales y parciales para prevenir reacciones adversas y nocivas por efecto de
la transfusion.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

4.1 CONCLUSIONES.

El empleo de las pruebas de Coombs, garantiza la practica transfusional, en el
estado post transfusion y la prevencion de la incompatibilidad.

El resultado de un ensayo de tipificacion RhD positivo puede ser similar a los
RhD parciales, su diferencia es la presentacion parcial con anticuerpos anti-D
COMo una expresion natural.

El ensayo de compatibilidad realizado garantiza los resultados de las pruebas pre
transfusionales que se han practicado a la unidad de sangre recolectada, asi se
podra evidenciar reacciones in vitro y su prevencién in vivo.

Al emplear la prueba de Coombs directa post transfusional, con su resultado

valoramos el estado inmunoldgico del paciente transfundido.

4.2 RECOMENDACIONES

Se recomienda el empleo de las pruebas de Coombs como un proceso de control
post transfusional, cuando se evidencian casos de compatibilidad especial o
empleo de alternativas transfusionales, en la terapia transfusional.

Es importante que se realice el ensayo antiglobulinico en donantes de sangre, ya
que con esta prueba se evidencia anticuerpos que pueden ser de origen natural o
inmune y con estos generar reacciones en la transfusion.

Se recomienda valorar en los ensayos de compatibilidad la intensidad de la
reaccion de hemaglutinacion, ya que existen situaciones especiales en que se
procede a la transfusion de sangre menos incompatible 0 menos reactantes in

vitro.
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e Es importante realizar un control de la transfusién, por ello la recomendacion de
aplicar la prueba de Coombs directo; sobre todo en pacientes con grupos

sanguineos no frecuentes o especiales en su estructura inmunolégica.
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ANEXOS



Valoracion de antigenos RhD por intensidad de reaccion.

NUMERO | ANTI-D | ANTI-CDE INTERPRETACION
1 ++++ +++++ RhD positivo
2 ++++ ++++ RhD positivo
3 ++++ ++++ RhD positivo
4 ++++ ++++ RhD positivo
5 ++++ ++++ RhD positivo
6 ++++ ++++ RhD positivo
7 ++++ ++++ RhD positivo
8 ++++ ++++ RhD positivo
9 ++++ ++++ RhD positivo
10 ++++ ++++ RhD positivo
11 ++++ ++++ RhD positivo
12 ++++ ++++ RhD positivo
13 ++++ ++++ RhD positivo
14 ++++ ++++ RhD positivo
15 ++++ ++++ RhD positivo
16 ++++ ++++ RhD positivo
17 ++++ ++++ RhD positivo
18 ++++ ++++ RhD positivo
19 ++++ ++++ RhD positivo
20 ++++ ++++ RhD positivo
21 ++++ ++++ RhD positivo
22 ++++ ++++ RhD positivo
23 ++++ ++++ RhD positivo
24 ++++ ++++ RhD positivo
25 ++ + RhD positivo
26 ++++ ++++ RhD positivo
27 ++++ ++++ RhD positivo
28 ++++ ++++ RhD positivo
29 ++++ ++++ RhD positivo
30 ++++ ++++ RhD positivo
31 + + RhD positivo
32 ++++ ++++ RhD positivo
33 ++++ ++++ RhD positivo
34 ++++ ++++ RhD positivo
35 ++++ ++++ RhD positivo




36 ++++ ++++ RhD positivo
37 ++++ ++++ RhD positivo
38 ++ + RhD positivo
39 ++++ ++++ RhD positivo
40 ++++ ++++ RhD positivo
41 ++++ ++++ RhD positivo
42 ++++ ++++ RhD positivo
43 ++++ ++++ RhD positivo
44 + + RhD positivo
45 ++++ ++++ RhD positivo
46 ++++ ++++ RhD positivo
47 ++++ ++++ RhD positivo
48 + + RhD positivo
49 ++++ ++++ RhD positivo
50 ++++ ++++ RhD positivo
51 ++++ ++++ RhD positivo
52 + + RhD positivo
53 ++++ ++++ RhD positivo
54 ++++ ++++ RhD positivo

Tabla 7. Formato para valoracion de antigenos RhD.

Variantes antigénicas D.

MUESTRAS | ANTI-D1 ANTI-D2 ANTI-D3 ANTI-D4 ANTI-D5 ANTI-D6
1 0 0 0 + +
2 0 0 0 + + +
3 0 0 0 + + 0
4 0 0 0 0 0 +
5 0 0 0 0 + +
6 0 0 0 + + 0

Tabla 8. Formato para evaluacion de variantes D
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Valoracién del coombs Directo e Indirecto.

INTERPRETACION
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

MUESTRAS| PAD PAI
1 -

oo s |w(N
LI |
+ [+ |+ [+ |+ |+

Tabla 7. Formato para valoracion de coombs.

Ensayos de Compatibilidad 1.

MUESTRAS | RHD+ CON RHD PARCIAL | RhD- CON RHD PARCIAL

1

Incompatible

Compatible

Incompatible

Compatible

Incompatible

Compatible

Incompatible

Compatible

Incompatible

Compatible

UL~ W|N

Incompatible

Compatible

Tabla 8. Formato compatibilidad 1.

Ensayos de Compatibilidad 2.

MUESTRAS

GD+SR FASE SALINA

GD+SR FASE LISS

GD+SR FASE
COOMBS

1

Incompatible

Incompatible

Incompatible

Incompatible

Incompatible

Incompatible

Incompatible

Incompatible

Incompatible

Incompatible

Incompatible

Incompatible

Incompatible

Incompatible

Incompatible

b IWIN

Incompatible

Incompatible

Incompatible

Tabla 11. Formato compatibilidad 2




Ensayos de compatibilidad 3.

GD+SR FASE
MUESTRAS GD+SR FASE SALINA GD+SR FASE LISS COOMBS

1 Incompatible Incompatible Incompatible
2 Incompatible Incompatible Incompatible
3 Incompatible Incompatible Incompatible
4 Incompatible Incompatible Incompatible
5 Incompatible Incompatible Incompatible
6 Incompatible Incompatible Incompatible

Tabla 12. Formato compatibilidad 3.

Figura 15. Almacenamiento de paquetes globulares
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Figura 16 Almacenamiento de plasma
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Figura 17. Set de tipificacion
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Figura 18. Panel de células reactivas

Figura 19: Materiales para pruebas de Coombs
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Figura 20: Colocando el reactivo antiglobulina humana

Figura 21: Muestra de donante de sangre para andlisis
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Figura 22: Lavado de células con suero fisiologico al 0,9%.

Figura 23: Colocar células reactivas
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Figura 24.Extraccidn de sangre del donante

Figura 25: Colocar suero para andlisis
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