UNIVERSIDAD NACIONAL DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
CARRERA DE LABORATORIO CLINICO

TESINA DE GRADO

PREVIO A LA OBTENCION DEL TITULO DE LICENCIADO
EN LABORATORIO CLINICO E HISTOPATOLOGICO

TEMA

“PREPARACION Y UTILIZACION DE LAS CELULAS CONTROL
COOMBS CASERAS PARA VALIDAR LAS PRUEBAS
ANTIGLOBULINICAS, EMPLEANDO MUESTRAS DE SANGRE DE
USUARIOS QUE ACUDEN AL SERVICIO DEL LABORATORIO
CLINICO DEL SUBCENTRO DE SALUD DE CHAMBO AREA N°1
DURANTE EL PERIODO FEBRERO A MAYO DEL 2012”

AUTOR.

José Barreto Garcia.

TUTOR

Lic. FERNANDO JARAMILLO

RIOBAMBA - ECUADOR



Riobamba 28 de Enero de 2015

FIRMAS DEL COMITE

Los miembros del tribunal designados para la evaluaciéon del tema de
tesina “PREPARACION Y UTILIZACION DE LAS CELULAS CONTROL
COOMBS CASERAS PARA VALIDAR LAS PRUEBAS
ANTIGLOBULINICAS, EMPLEANDO MUESTRAS DE SANGRE DE
USUARIOS QUE ACUDEN AL SERVICIO DE LABORATORIO CLINICO
DEL SUBCENTRO DE SALUD DE CHAMBO AREA N: 1 DURANTE EL
PERIODO FEBRERO A MAYO DEL 2012, presentado por el Sr. JOSE
ALFREDO BARRETO GARCIA, previo a la obtencién del tituio
LICENCIADO EN LABORATORIO CLINICO E HISTOPATOLOGICO,
autorizamos los ejemplares para la evaluacion y defensa correspondiente.

Lecda. Eliana Martinez
PRESIDENTA DEL TRIBUNAL

Lcdo. Fernando Jaramillo
SEGUNDO MIEMBRO DEL TRIBUNAL



APEPTACION DEL TUTOR

Por la presente hago constar gue eh leido el protocolo del proyecio de grado
presentado por José Alfredo Barreto Garcia, para optar por el iitulo de
Licenciado en Laboratorio Clinico e Histopatolégico v que acepto asesorar en
calidad de tutor al ejecutar el proyecto de tesina, durante la etapa de desarrollo
del trabajo hasta su presentacién y evaluacion.

Ledo. Fernando Jaramillo
TUTOR



DERECHOS DE AUTORIA

Yo José Alfredo Barreto Garcia soy responsable de las ideas, criterios,
pensamientos y resultados expuestos en el presente frabajo investigativo
y los derechos de autoria pertenecen a la UNIVERSIDAD NACIONAL DE
CHIMBORAZO

\ Py
José Alfredo Barreto Garcia

Cl: 092117983
AUTOR



DEDICATORIA

A mis padres que me hay apoyado
durante el transcurso de la vida

estudiantil y profesional.



AGRADECIMIENTO.

A la Universidad Nacional de
Chimborazo a la Carrera de
Laboratorio Clinico y al Lic.
Fernando Jaramillo tutor de

tesina.

\



INDICE GENERAL

Paginas Preliminares.

Introduccion Pag. 1
Capitulo |

1.1 Planteamiento del Problema.................con, Péag. 3
1.2  Formulacion del problema..............coooiiiiiiii, Pag. 4
1.3 ODbJetivOSs. ..o Pag. 4
1.4 Justificacion e Importancia.............cccooiiiiii Pag. 5
Capitulo Il

221 ANLIGENOS. .. . Pag. 7
2.2.1.2 Epitopes y determinantes antigénicos........................... Pag. 9
2.2.1.3 Epitopes de LinfoCitoS B .........cccooviiiiiiiiiiii Pag. 10
2.2.1.4 Epitopes de LinfoCitoS T .....ovivieiiiiiiiiiiieee, Pag. 11
2.2.1.5 Inmunogenicidad y Antigenicidad...................coiinni Pag. 12
2.2.1.4 Interaccidén antigeno antiCuerpo...........c.coeeeeeieinenns.. Pag. 14
2.2.1.7 Tiposde Antigenos........c.ccoeiiiiiiiiiiiii e, Pag. 15
2.2.18 Clasesde Antigenos........ccoeieiiiiiiiiiii e, Pag. 16
2.2.2  ANUCUEBIPOS ...neieiie ettt Pag. 16
2.2 2.1 ESIUCIUIA oo e Pag. 17
2.2.2.2 Clases de Inmunoglobulinas..............cocooviiiiiiins venees Pag. 19
2.2.2.3 Anticuerpos Naturales ..o Pag. 23
2.2.2.3 ANLiCUEIPOS INMUNES ..o Pag. 27
2.2.2.4 Tecnica para la identificacion de anticuerpos................. Pag. 32
2.2.3 Pruebasde coombs ... Pag. 35
2.2.3.1 Significado de la prueba antiglobulinica Directa ........... Pag. 36

VI



2.2.3.2 Clasificacion de las pruebas antiglobulinicas............... Pag. 39

2.2.3.3 Significado de la prueba antiglobulinicas positiva............. Pag. 39

2.2.3 4 Anticuerpos multiples ......cooiiiiiii e, Pag. 41
2.2.3.7 Células de control de coombs ............cooiiiiiiiiiiiiiiinn, Pag. 42
2.2.4 Anemias hemoliticas inmunes. ..., Péag. 43
2.2.4.1 Anemia hemolitica inmune ..., Péag. 43
2.2.4.2 Anemia hemolitica autoinmune .................cocoeviiiieinennnn. Pag. 44
2.2.4.3 Anemia hemolitica adquirida pordrogas ...................... Pag. 45
2.2.4.4 Preparacion de células control coombs ... Pag 48

........................................................................... Pag. 57
2.3 Definicion de términos basicos .............cccoeiiiinenene. Pag. 57
2.4 Hipotesisy variables ... Pag. 60
2.5 Operacionalizacion de variables ............................. Pag. 61
Capitulo llI
3. Marco metodolOgiCO .......coiviiiiiiiiiiiiiii e Pag. 62
3.1 Método cientifico ... Pag. 62
3.2 Poblacionymuestra ... Pag. 65

3.3 Técnicas e instrumento para la recoleccion de datos .... Pag. 65

3.4 Técnica para el analisis de la recoleccion de datos.......... Pag. 66

EStadistiCas ......c.ooviiii i Pag. 67

Capitulo IV

Conclusiones y recomendaciones

Vil



4.1 CONCIUSIONES e Pag. 75
4.2 ReCOMENdACIONES  ...cueueitiiitiiiee e Pag. 76
Bibliografia Pag. 77

ANBXOS ottt Pag. 80



Gréfica N°1
Gréfica N°2
Gréfica N°3
Gréfica N°4
Gréfica N°5
Gréfica N°6
Gréfica N° 7
Gréfica N° 8
Gréfica N° 9
Gréfica N° 10
Grafica N° 11
Grafica N° 12
Gréfica N° 13
Gréfica N° 14
Gréfica N° 15
Gréfica N° 16
Gréfica N° 17
Gréfica N° 18
Gréfica N° 19

INDICE DE GRAFICAS

ANLIJENOS .o Pag. 07
Suaper antigenos y Linfocitos T ..........cccoeiene. Pag. 08
Antigenos lineales y conformacionales ............. Pag. 10
Epitopes de linfocitos B ..o, Pag. 11
Epitopes de linfocitos T ..., Pag. 12
Epitopes y paratopes  .........cooeiiieiiiiiiiiiiiieinn, Pag. 14
Anticuerpos estructura basica ........................ Pag. 18
Regiones del anticuerpo  ............ccoooeiiiiiiii Pag. 19
InmunoglobulinaM ... Pag. 21
Inmunoglobulina G ... Pag. 22
Inmunoglobulina A ... Péag. 23
Inmunoglobulina E ... Pag. 24
InmunoglobulinaD ... Pag. 24
Tipos de antiCUErpOS .......ovveviieiiiiiiiiieeaennes Pag. 25
Esquema de tipificacion ABO ...................... Pag. 26.
Clasificacion de pruebas antiglobulinicas ........ Pag. 41
Esquema pruebas de coombs directo ............. Pag. 45
Esquema de coombs indirecto .................... Pag. 46

Reactivos de coombs ..o, Pag. 46



INDICE DE TABLAS

Tabla N°1 Representacion de la prueba inversa..................... Péag. 28
Tabla N°2 Esquema técnico para anticuerpos naturales.......... P&g. 29
Tabla N°3 Pantallas para anticuerpos itregulares  ............... Péag. 38

Xl



RESUMEN

El presente trabajo de tesina preparacion y utilizacion de las células
control Coombs caseras para validar las pruebas antiglobulinicas, se lo
realiz6 con el objetivo de Identificar la importancia e interés clinico de
las pruebas de Coombs y su utilidad en los diagnésticos de trastornos
hemoliticos, validando los resultados negativos de estas pruebas, su
significado e interés clinico es determinar anticuerpos presentes en
reacciones transfusionales como en incompatibilidades feto maternas.
Estas células de control son proporcionados por muchos laboratorios o
casas comerciales, la base de ser justificadas como células de control
es porque tiene como componentes a ceélulas (hematies) en cuya
membrana se alojaran anticuerpos y anti IgG para reaccionar con los
posibles anticuerpos presentes en el suero o plasma y con los reactivos
utilizados en la prueba de Coombs. Se utilizé en el presente trabajo
investigativo el método cientifico porque contiene un conjunto de
pensamientos universales, leyes y principios comprobables importantes
en el aporte de la validacion de las pruebas antiglobulinicas cuyo
trabajo esta relacionado al apoyo de diagndéstico por laboratorio de
trastornos hematolégicos ocasionados por la presencia de anticuerpos
irregulares que se destinan a la destruccion de los hematies
ocasionando como respuesta la destruccion de los glébulos rojos y su
descenso en el contaje total de los mismos ocasionando como efecto
cuadros de anemia que en algunos casos pueden ser tolerables por el
organismo y en otros no. Como conclusiéon Se puede preparar células
de control Coombs en el laboratorio tomando en cuenta que su
conservacion es limitante en tiempo y esta caracteristica lo limita o lo
prolonga segun el tipo y dosis de persevante empleado como también

del control de la cadena de frio que se le aplique.

Xl
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ABSTRACT

The present research is about how to prepare and use of Coombs control home cells
to validate antiglobulinics tests; it is performed in order to identify the importance
and clinical interest. Also Coombs test and its helpfulness in the diagnosis of
hemolytic disorders, validating negative results of these tests, its meaning and clinical
interest is to determine antibodies in transfusion reactions and fetal maternal
incompatibility. These control cells are provided by many laboratories and
commercial firms, the base being justified as control cells because its components is a
cell (RBC) membrane in which IgG antibodies and ant staying potential to react with
antibodies present in the serum or plasma and reagents used in the Coombs test. The
scientific method is used in this investigation work because it contains a set of
important contribution to the validation of antiglobulinics universal thoughts tests,
testable laws and principles whose work is related to support laboratory diagnosis of
hematological disorders caused by the presence irregular antibodies these are
intended for causing red cell destruction in response destruction of red blood cells and
decreass in the total count there of boxes effect causing anemia in some cases may be
tolerable by the body and other are not. As a conclusion we can say that the Coombs
Control cells  can be prepared in the laboratory taking into account that their
conservation is limited in time and this feature limits or extends algo by type and dose
of pursuivant used as control a cold chain to be applied and a recommendation should
be carefully dose the pursuivant 1o develop Coombs control cells as regulator the
storage temperature being monitered daily this control, as well recording the date,
time and technical responsible for the preparation. ’
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INTRODUCCION

La determinacion e identificacion de anticuerpos anti-eritrocitarios
constituye una de las practicas mas interesante en el campo de la
Inmunohematologia, la mayoria de las personas no tiene los anticuerpos
irregulares en el suero y su incidencia se ha calculado dentro de un bajo
porcentaje dependiendo del grupo sanguineo del individuo examinado y
de las técnicas empleadas para su investigacion con muchos de estos
anticuerpos, presentan problemas complejos en el momento de una
transfusion sanguinea, o como resultado de la causa de una anemia
hemolitica. Para poder determinar estos anticuerpos se requiere de la
implementacion de tecnologia y de la calidad de los reactivos como
también de las gestiones administrativas de los directivos especificos en
el laboratorio. Las normas que emplea los bancos de sangre, es
determinar la presencia o ausencia de los anticuerpos en los donantes de
sangre y en los candidatos a recibir las transfusién, en los donantes, la
investigacion tiene por finalidad detectar anticuerpos irregulares para
prevenir su transferencia al receptor, las normas de la asociacion
americana de los bancos de sangre recomiendan especialmente que esta
prueba realizarse en aquellos donantes con historia de transfusiones

anteriores o embarazos.

Todos los individuos expresamos concentraciones de anticuerpos, como
resultado de una transferencia pasiva feto materna o por una
transferencia de anticuerpos mediante las vacunas o0 sSu vez como

resultado de la memoria inmunoldgica ante un estimulo antigénico.

En el area de la Inmunohematologia se menciona a dos tipos de
anticuerpos, los llamados naturales y los llamados irregulares, los
anticuerpos naturales se les define aquellos que surgen en ausencia de
un estimulo antihigiénico conocido que indujo al organismo a activar a las
células y mecanismos de la inmunidad celular por antigenos dirigidos a

los glébulos rojos.



Los anticuerpos llamados irregulares o también conocidos como
inespecificos son aquellos que estimularon el organismo al desarrollo de
la titulacion y concentracion de inmunoglobulinas sean por transfusiones
o embarazos incompatibles, para que surjan este tipo de anticuerpos por
los estimulos ya mencionados necesariamente en el organismo se
manifiesta la sensibilizacion, transferencia de anticuerpos y la direccion

especifica antigeno anticuerpo.

La llamada prueba de coombs o también conocida como antiglobulinica,
es la empleada en los bancos de sangre para la determinacién de los
anticuerpos irregulares, conforme ha evolucionado la ciencia, la medicina

también han evolucionado las técnicas y procedimientos.

Para la garantia de los resultados se emplean controles y se asegura la
calidad de los ensayos y sus reportes, en este tema de investigacion se
pretende validar a los ensayos de pruebas antiglobulinicas mediante el
empleo de células control coombs preparadas en el laboratorio, las
mismas que tendran un cuidado en sus preparacion e impacto en la
reduccion de costos al invertir en el laboratorio un medio celular de
control, que permita garantizar resultados de pruebas relacionados al
diagnéstico de procesos hemoliticos como la compatibilidad exitosas

previo a la transfusién de sangre y sus derivados.



CAPITULO 1

1.- PROBLEMATIZACION
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La determinacién de anticuerpos es de gran valor, pero tiene limitaciones
como ejemplo citamos al resultado de una prueba negativa, esta no
necesariamente significa que el suero estudiado esté libre de anticuerpos
irregulares, sino, que no se pudieron demostrar anticuerpos por defectos

en las técnicas empleadas.

Si las circunstancias clinicas con el laboratorio lo amerita, el
procedimiento puede expandirse empleando otras técnicas o a su vez
empleando medios de control no solamente a la fase pre - analitica,
analitica y post analitica, sino relacionado al control a la validacion del
resultado, comprobando que el suero no aporta con anticuerpos y que
durante el proceso de la realizacion de los exadmenes si fueron

empleados los medios de reaccion especificos.

El test o prueba antiglobulinica tiene una relevancia de interés cuando se
sospecha una reaccién hemolitica, enfermedad hemolitica del recién
nacido o anemia hemolitica autoinmune, para estos casos puede ser
necesario incluir técnicas con enzimas, procedimientos de mayor
sensibilidad, pero que al final requieren de la evaluacion de la calidad de

todo el proceso, reactivos y pasos empleados para obtener los resultados.

Las casas comerciales ofertan variedad de reactivos para las pruebas
inmunohematolégicas como son el caso del reactivo de coombs y medios
de control como son las llamadas células control Coombs, estas tienen
un alto costo y su adquisicion debe ser previamente programado, debido
a que son células humanas, la contratacién para tener estos reactivos, se

los hace generalmente con meses de anticipacion.



Si llegase a pasar algun incidente administrativo para su adquisicion o
como puede suceder en laboratorio con la pérdida del reactivo por
accidente laboral es decir derrame por una mala manipulacion, es
entonces la propuesta de trabajar preparando las células control Coombs
caseras para validar la efectividad del resultado emitido por los servicios
de los laboratorios.

1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Pueden ser validadas las pruebas antiglobulinicas, mediante la
utilizacion de las células control Coombs caseras, preparadas en el
laboratorio mediante la utilizaciébn de muestras de sangre de usuarios que
acuden al servicio de laboratorio clinico del subcentro de salud de

Chambo?

1.3 OBJETIVOS
1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Preparar y utilizar de las células control coombs caseras para validar las
pruebas antiglobulinicas, empleando muestras de sangre de usuarios que
acuden al servicio del laboratorio clinico del subcentro de salud de

chambo area N°1 durante el periodo Febrero a Mayo del 2012

1.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Identificar la importancia e interés clinico de las pruebas de
Coombs y su utilidad en los diagnosticos de trastornos hemoliticos.
e Analizar las ventajas y desventajas de las diferentes técnicas
empleadas por las pruebas de Coombs para identificar anticuerpos

irregulares.



e Preparar células control Coombs caseras para validar a las
pruebas antiglobulinicas directas e indirectas mediante la utilizaciéon

de preservantes.

1.4 JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

Este trabajo investigativo tiene como finalidad, proponer a que las
pruebas de Coombs seran evaluadas por la utilizacion de las llamadas
células control Coombs caseras.

Estas células de control son proporcionados por muchos laboratorios o
casas comerciales, la base de ser justificadas como células de control es
porque tiene como componentes a células (hematies) en cuya membrana
se alojaran anticuerpos y anti IgG para reaccionar con los posibles
anticuerpos presentes en el suero o plasma y con los reactivos utilizados
en la prueba de coombs. Adquirir estos medios de control es de alto costo
y de una programacion estricta administrativamente para poder disponer,
de manera continua y a tiempo. Si no se llegara a validar estas pruebas
se pondrian en alto riesgo, los tratamientos y mejoras de los pacientes
que tengan trastornos hematolégicos causados por las reacciones de
anticuerpos inesperados o por defecto de la utilizacion de farmacos o
procesos clinicos como es el cancer. Muchas técnicas empleadas para
detectar estos anticuerpos, llegan a ser obsoletas, debido a que no sélo
existe un sistema de grupos sanguineo que estimula a la produccion de
inmunoglobulinas de tipo IgG.

Una gran variedad de sistemas de grupos sanguineos existen, y que
pueden ocasionar con sus anticuerpos especificos las llamadas
reacciones hemoliticas. La actualizacion de técnica esta dirigido a los
laboratorios destinados a los servicios transfusionales como son en los
bancos de sangre y centros de transfusion, sin embargo los laboratorios
clinicos también pueden ofertar este tipo de pruebas y disponer de un
mecanismo de calidad que conllevan a que los resultados, sean

sometidos a un control de la calidad, esto evidentemente asegura la



mejora del diagnéstico por laboratorio, diagndstico diferencial y
tratamiento clinico.

Preparar las células control coombs requiere de seguir parametros
exactamente como lo describe la técnica, este proceso de preparacion se
destina a reducir costo en la inversion debido a que se trabaja con
empresas que exigen contrataciones de servicios por minimo un afio y su
entrega a una programacion de acuerdo a la oferta y demanda en la
ejecucion de la prueba de coombs., en algunos laboratorios la demanda
es minima y contratar estos servicios resultan inversiones a perdidas,
elaborando estas células de control se podria contribuir a la reduccién de

la inversion y a disponer de un garantia en los resultados emitidos.



CAPITULO Il

2. MARCO TEORICO
2.1 POSICIONAMIENTO PERSONAL

La teoria del conocimiento o creencia con la que vamos a trabajar la
presente investigacion que se elabora es, partiendo del conocimiento del
pragmatismo, doctrina filosofica que considera que el Unico medio de
juzgar la verdad de una doctrina moral, social, religiosa o cientifica
consiste en considerar sus efectos practicos

El pragmatismo cree que el hombre es incapaz de captar la esencia
intima de las cosas, que la razébn humana es incapaz de resolver los
enigmas metafisicos y desvia entonces su atencién a los resultados
practicos, vitales de las ideas y creencias. La actitud del pragmatismo es
de desprenderse de las primeras cosas, causas, categorias, principios,
substancias, y fijarse en los frutos, efectos, resultados practicos de las

ideas.

2.2 FUNDAMENTACION TEORICA
2.2.1 ANTIGENOS

llustracién 1 Antigeno

Fuente: http://pendientedemigracion.ucm.es/info/quiminorgen/peces.html

Son moléculas o sustancias de origen enddgeno o exdgeno con

caracteristicas de resultar extrafios para el organismo, Puede ser



especificamente unida por un anticuerpo (Ac) o por un receptor de célula

T (TCR), pero no necesariamente genera una respuesta inmune.

Para aquellas moléculas que inducen una respuesta inmune, se dé
designa con el término de inmundgeno, algunas moléculas pequefias,
pueden unirse especificamente a los anticuerpos pero no activan a las
células B o T (son antigenos, pero no inmundgenos). Sin embargo,
moléculas con bajo peso molecular, por lo general inferior a 4,000 Da,
llamadas haptenos, pueden unirse covalentemente con una proteina
propia de mayor peso (acarreadora o transportadora) y formar un

inmundgeno.
2.2.1.1 SUPERANTIGENO.

Es una sustancia de origen viral o bacteriano, que tiene la propiedad de
unir por fuera tanto moléculas de MHC Il (moléculas de
histocompatibilidad), como de TCR (receptores de células T).. Actlan
como una union entre las dos y activan alrededor de 30% de los linfocitos,
en tanto un antigeno convencional procesado Unicamente activa 0.001%
de estas células. De lo anterior se deriva, que la exposicion a un
superantigeno puede conducir a la liberacién masiva de citocinas, lo que

puede causar un sindrome clinico similar al shock séptico.
llustracion 2 Superantigeno y Linfocito T
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Fuente:http://www.uv.es/derma/CLindex/Clpiodermitis/CLPiodermitis.html



2.2.1.2 EPITOPES Y DETERMINANTES ANTIGENICOS

Es el sitio o porcidon inmunodominante de un antigeno, a través del cual se
une con un anticuerpo o con un receptor del linfocito T. La valencia de un
antigeno, corresponde al nimero de epitopos que contiene. Asi, un
mismo antigeno puede tener epitopos para unirse con anticuerpos o con
el receptor de la célula T. Los anticuerpos reconocen a la estructura
expuesta, primaria o terciaria, del antigeno nativo y los receptores de T
principalmente a la primaria (proveniente de antigenos, principalmente
proteinicos, procesados), lo que implica la existencia de dos tipos de

epitopos:
* Lineal. Formado por secuencias de aminoacidos continuos y contiguos.

* Conformacional. Constituido por secuencias de aminoacidos continuos
o discontinuos y distantes, que se aproximan entre si debido al

plegamiento o conformacion tridimensional del antigeno.

llustracién 3 Ag. Lineales y Conformacionales

Epitope lineal Epitope conformacional

Fuente: http://dieumsnh.qfb.umich.mx/bioquimica/glosario.htm

En estos casos descritos se puede considerar la Inmunogenicidad, a la
cual se la describe como potencia o capacidad que tiene una molécula

para generar una respuesta inmune y depende tanto de su naturaleza,



como de la inherente al individuo en el que actla (receptor). vega Gloria,

Antigenos e Inmunégenos, afio 2009, pag. 41-44

2.2.1.3 EPITOPES DE LINFOCITOS B.

Los linfocitos B. reconocen epitopes sobre el antigeno nativo y esto es
importante ya que los anticuerpos se encuentran en el liquido extracelular
para reaccionar con los antigenos, en general es mejor antigeno una
molécula grande que una pequefia, cuya estructura no se asemeja al de
otras moléculas propias del organismo, que inducen tolerancia, también
se ha visto que las proteinas son mejores antigenos que los polisacéridos
y los publicolipidos.

llustracidn 4 Epitopes de linfocitos B

— YA

Reconoamento de \
un antigeno foraneo
en la penfena g
Célda B de memona

Fuente: http://epidemiologiamolecular.com/respuesta-inmune-frente-virus-gripe/

Linfocdo B maduro

Las partes de la estructura peptidica, que sobresale de la superficie
globular tienden a poseer alta densidad de epitopes, ya que facilitan el
acceso y la union del anticuerpo, del mismo modo, una cierta flexibilidad
en la estructura de estas cadenas etilicas para facilitar la asociacion con

el anticuerpo.
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2.2.1.4 EPITOPE DE LINFOCITOS T.

Los linfocitos T CD4 necesitan que el antigeno vaya asociado a una
molécula de clase dos HLA, mientras que los linfocitos T CD8 necesita
una molécula de clase uno en la superficie celular para la presentacion
del antigeno, a diferencia de los linfocitos B el receptor de los linfocitos T.
no reconocen al antigeno nativo, sino que necesitan un procesamiento
previo en la célula presentadora del antigeno para transformarlo en un

péptido lineal.

llustracidn 5 Epitope de los LsT

CD80/86
lass Il
MHC
S Viral peptide

Transcription factor

Transcription
Ty cell and translation

PO O S
Cytokine (e.g. IL-2) gene

Fuente:

http://www.ffis.es/volviendoalobasico/13respuesta_inmunitaria_a_los_microorganismos.html

Virtualmente toda molécula ajena a un determinado organismo se
comporta frente a éste como un antigeno, Se pueden diferenciar dos
caracteristicas primordiales en un antigeno. Por una parte la
inmunogenicidad o capacidad que presenta una molécula para generar
una respuesta inmune en un organismo dado y la antigenicidad o
particularidad del antigeno que hace que éste sea reconocido por un
determinado anticuerpo. Ambas propiedades pueden 0 no estar presentes
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en un determinado antigeno. Moléculas de pequefio tamafio (haptenos o
péptidos) son poco inmunogénicas y por ello se asocian a proteinas
transportadoras de alto peso molecular o ‘carriers’ para inducir una
respuesta inmune adecuada. Macromoléculas ubicuas (albuminas,
citocromos, etc...) o de especies filogenéticamente relacionadas, son poco
inmunogénicas. En estos casos, para obtener una respuesta adecuada es
aconsejable utilizar como animal huésped una especie filogenéticamente

alejada a la del antigeno a inocular.

Habitualmente se emplean como antigenos puros o0 previamente
enriguecidos mediante técnicas de concentracion o de separacion
electroforética. Uno de los criterios de mayor importancia en la obtencién

de un suero monoespecifico es la inmunizacion con antigenos puros.

A la region del antigeno reconocida por un anticuerpo se le denomina
epitope o determinante antigénico. Un antigeno puede presentar un
namero variable de epitopes de estructura Unica o repetitiva. La
complejidad estructural de las proteinas favorece que éstas presenten por
lo general un numero elevado de epitopes distintos, mientras que los
acidos nucleicos y los polisacéaridos, dada su repetitividad estructural,

poseen un nimero escaso de epitopes diferentes.
2.2.1.5 INMUNOGENICIDAD Y ANTIGENICIDAD.

Toda molécula ajena a un determinado organismo se comporta frente a
éste como un antigeno, Se pueden diferenciar dos -caracteristicas
primordiales en un antigeno. Por una parte la inmunogenicidad o
capacidad que presenta una molécula para generar una respuesta
inmune en un organismo dado y la antigenicidad o particularidad del
antigeno que hace que éste sea reconocido por un determinado
anticuerpo. Ambas propiedades pueden 0 no estar presentes en un
determinado antigeno. Moléculas de pequeiio tamafo (haptenos o
péptidos) son poco inmunogénicas y por ello se asocian a proteinas

transportadoras de alto peso molecular o ‘carriers’ para inducir una
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respuesta inmune adecuada. Macromoléculas ubicuas (albuminas,
citocromos, etc...) o de especies filogenéticamente relacionadas, son poco
inmunogénicas. En estos casos, para obtener una respuesta adecuada es
aconsejable utilizar como animal huésped una especie filogenéticamente

alejada a la del antigeno a inocular.

Habitualmente se emplean como antigenos puros 0 previamente
enriguecidos mediante técnicas de concentracion o de separacion
electroforética. Uno de los criterios de mayor importancia en la obtencién

de un suero monoespecifico es la inmunizacion con antigenos puros.

llustracién 6 Epitope y Paratope

. | | A
Antigen —) . . ﬂboo‘_l,'

Epitope Paratope

Fuente: http://medical-dictionary.thefreedictionary.com/epitope

A la region del antigeno reconocida por un anticuerpo se le denomina
epitope o determinante antigénico. Un antigeno puede presentar un
namero variable de epitopes de estructura Unica o repetitiva. La
complejidad estructural de las proteinas favorece que éstas presenten por
lo general un numero elevado de epitopes distintos, mientras que los
acidos nucleicos y los polisacaridos, dada su repetitividad estructural,

poseen un namero escaso de epitopes diferentes.
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2.2.1.6 INTERACCION ANTIGENO-ANTICUERPO.

La interaccion entre antigeno y anticuerpo se estabiliza mediante enlaces
débiles, como puentes de hidrogeno, fuerzas de Van der Waals e
interacciones electrostaticas e hidrofébicas. La suma de todos estos
enlaces genera una interaccion estable entre el lugar de union del
anticuerpo (paratope) y el lugar de union del antigeno (epitope). Estas
fuerzas son inversamente proporcionales a una potencia de la distancia
entre los grupos interactuantes, lo que implica que epitope y paratope
deben presentar estructuras complementarias para obtener una energia
de unién suficiente como para resistir la disrupciéon termodinamica. La
suma de estas fuerzas de atraccion y de repulsibn se conoce como

afinidad del anticuerpo.

Los anticuerpos son moléculas multivalentes en su interaccion con el
antigeno. Las moléculas de inmunoglobulina presentan un maximo de 10
(IgM) y un minimo de 2 brazos de unién con el antigeno. En el caso de
que este Ultimo también sea multivalente, presentara un minimo de dos
puntos de anclaje para el anticuerpo correspondiente. Esta interaccion
multivalente entre antigeno y anticuerpo permite introducir el concepto de
avidez o afinidad funcional. En la interaccién in vitro de un antigeno con
su correspondiente anticuerpo se distinguen dos etapas, la reaccién
primaria no visualizable y la reaccidon secundaria, que sigue a la anterior y
se caracteriza por la aparicion de un fendmeno visible como la

aglutinacion, la precipitacion, etc.

Los complejos iniciales que se forman rapidamente, sobre los que dentro
de ciertos limites las variaciones de temperatura y concentracion salina
tienen poca influencia, se agregan luego para dar diferentes fendmenos
visibles cuyas caracteristicas dependen en gran parte del estado fisico del
antigeno. Esta etapa se acelera con la temperatura, la agitacion y es

electrolito dependiente.
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Es importante separar las etapas de la reaccion antigeno-anticuerpo.
Puede ocurrir que se demuestre la presencia de anticuerpo por
interaccidn primaria, pero que este no sea detectable por interaccion
secundaria o terciaria. Esto puede ser consecuencia de variaciones
cuantitativas, ya que para conseguir fendmenos visibles son
indispensables determinadas concentraciones de anticuerpo, Yy
cualitativas inherentes a las propiedades de la clase de inmunoglobulina
comprometida en la respuesta inmune, asi como de las caracteristicas del
ligando. Si bien es posible detectar un anticuerpo mediante estudios de
interacciobn primaria, ello no significa que siempre deban ocurrir

reacciones secundarias o terciarias ( Margni R. A. Inmunologia e Inmunoquimica,

Antigenos y Anticuerpos, Pag. 40)

2.2.1.7 TIPOS DE ANTIGENOS.

La respuesta a la mayor parte de los antigenos depende de que tanto las
células B como las T reconozcan aquellos. Este tipo de antigenos se
denominan T-dependientes. Existe, en cambio, un pequefio numero de
antigenos capaces de activar las células B sin el auxilio de las células T,
designados como T-independientes. Los antigenos T-independientes
comparten diversas propiedades (son homopolimeros: moléculas grandes
con determinantes antigénicos repetidos). Muchos poseen la capacidad (a
concentraciones elevadas) de activar clonas de células B especificas de
otros antigenos (activacion policlonal), sin embargo, a bajas
concentraciones solamente activan sus clones B especificos. Las
respuestas primarias de anticuerpos in vitro frente a los antigenos T-
independientes son generalmente mas bajas que las que ocurren frente a
los antigenos T-dependientes y alcanzan su pico mas tarde. La respuesta
secundaria a los antigenos T-independientes se asemeja a la primaria; es
mas débil y se halla casi enteramente limitada a la produccion de IgM. En
cambio la respuesta secundaria de IgG a los antigenos T-dependientes es

mucho mas potente y aparece antes. La induccion de memoria es asi
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mismo escasa. (Lépez Rogeiro, Inmunologia. Biologia y Patologia del Sistema

Inmune, pag. 82)
2.2.1.8 CLASES DE ANTIGENOS

Polisacaridos. Son inmundégenos cuando se asocian a portadores
proteicos, como ocurre con los que forman parte de moléculas méas
complejas (glicoproteinas), que inducen una respuesta inmune parte de la
cual es especifica para la parte hidrocarbonada de la molécula. Pero
también se puede inducir una respuesta inmune de anticuerpos frente a
muchos tipos de polisacaridos, como los que forman parte de
microorganismos Yy células eucariotas. El ejemplo clasico de antigenicidad
de los polisacaridos es la respuesta a los antigenos sanguineos del

sistema ABO, que son polisacaridos de la superficie de los glébulos rojos.

Lipidos. Son normalmente poco inmunogénicas, pero pueden inducir
respuesta si se unen a proteinas portadoras. Los lipidos de las
mycobacterias se reconocen por un subtipo especial de células T; los Tgd,
gue forman parte de la respuesta ancestral.

Acidos nucleicos. No son muy inmunogénicas, salvo que se asocien con
proteinas portadoras. Los anticuerpos anti-DNA son caracteristicos de

varios procesos autoinmunes.

Proteinas. Virtualmente, todas las proteinas son inmunogénicas y la gran
mayoria de los inmundgenos son proteinas. Cuanto mayor es la
complejidad de la proteina mas fuerte es la respuesta. Normalmente

contienen muchos epitopos. (http://farmapuntes.wikispaces.com/file/view/tema8.0-
t.pdf)

2.2.2 ANTICUERPOS.

El sistema inmunolégico tiene como funcién principal proteger al
organismo de agentes extrafos, esta integrado por diferentes organos,

tejidos, células y moléculas que funcionan coordinadamente.

16



Sus componentes mas importantes son: la piel y las mucosas, los érganos
linfoides como las amigdalas, las adenoides, el bazo, el timo, los ganglios
linfaticos; numerosas células leucocitarias (linfocitos) y sus productos de

secrecion como citocinas, quimiocinas e inmunoglobulinas entre otros.

Este sistema tiene tres propiedades esenciales: primera, tiene la habilidad
de reconocer sustancias extrafias denominadas antigenos principalmente

provenientes de patdégenos, tales como bacterias, virus, hongos

2.2.2.1 ESTRUCTURA.

llustracion 7Anticuerpo Estructura Basica

NH2 NH2
Region Regién
NH2 Variable | ’ Variablg
é S.,
S,
C

COOl

R. Variable
cadena liviana

CP2 CP2

CP3 CP3

COOH COOH

Fuente: http://resumendeinmunologia.blogspot.com/2011/08/estructura-basica-de-los-

anticuerpos.html

Los anticuerpos independiente de su especificidad tienen una estructura
comun, consistente de cuatro cadenas polipeptidicas: dos cadenas
pesadas idénticas de 55-70 kDa denominadas con la letra H (del inglés
heavy), unidas covalentemente a un oligosacarido, y un par idéntico de
cadenas livianas no Glicosilada de 24 kDa denominadas con la letra L (del

inglés light).
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http://resumendeinmunologia.blogspot.com/2011/08/estructura-basica-de-los-anticuerpos.html
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llustracion 8Regiones del Anticuerpo
zAN region J NH2
zHN_ ™ variable NH:

regiones
hipervariables

cadenas ligeras
L (light)

cadenas pesadas
H (heawy)

region
constante

Fuente: http://kuriosidadescientifiks.blogspot.com/2013/10/antigenos-y-anticuerpos_2.html

Un puente disulfuro y otras uniones no covalentes unen las cadenas
pesadas con las livianas. Las cadenas pesadas también estan unidas
entre si por al menos un puente disulfuro, tal unién esta localizada en una
region conocida como “bisagra”, region formada por aproximadamente 12
residuos de aminoécidos que proporciona una gran flexibilidad a la
molécula, éstos residuos estan expuestos a la ruptura quimica y
enzimatica. La papaina es una enzima que divide a las inmunoglobulinas
en dos fragmentos idénticos conocidos como Fab (del inglés antigen
binding fragment) que en la actualidad se sabe que son los que se unen al
antigeno, y en un fragmento que posee la propiedad de ser facilmente
cristalizable denominado Fc (del inglés crystalline fragment)

La formacion de puentes disulfuro internos en las cadenas H o L da como
resultado la formacion de dominios proteicos globulares (caracteristico de
todos los miembros de la superfamilia de las inmunoglobulinas). Las
cadenas livianas se componen de un dominio variable (V) y uno constante
(C), denotados como VL y CL, respectivamente; mientras que las cadenas
pesadas presentan un dominio variable y tres constantes, VH, CH1, CH2
y CH3, respectivamente. Las regiones variables y el primer dominio
constante de las cadenas pesadas (VH y CH1) se asocian con las

cadenas livianas para formar dos sitios idénticos de unién al antigeno, los
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fragmentos Fab4-6, cada uno de los cuales contiene las Regiones de
Determinacion de Complementariedad o simplemente CDR (del inglés
complementarity determining region), tres aportados por la cadena ligera y
otro tanto por la cadena pesada, las cuales interaccionan directamente
con un antigeno especifico, siendo los CDR3 los que interaccionan mas
estrechamente con éste (Figura 1). Por otro lado, las regiones CH2 y CH3
de las cadenas pesadas forman la fraccion cristalizable o fragmento Fc,
region que cumple con funciones efectoras, tales como transporte
placentario, potenciacion de la fagocitosis (opsonizacion) o citotoxicidad

celular dependiente del anticuerpo. (Sanabria Ayala Victor, Revista Médica;

anticuerpos, propiedades y perspectivas)

2.2.2.2 CLASES DE INMUNOGLOBULINAS

Existen cinco clases de inmunoglobulinas, su produccion esta
determinado algunas veces por el tipo de antigeno, en otras por el efecto
de citoquinas, los lipopolisacaridos generan IgM, en tanto que los

alérgenos inducen a la produccion de IgE.

La IgM: estd formada por cinco unidades basicas de inmunoglobulina
unidas entre si por una pieza J y se encuentra presente en el plasma.
Tiene diez sitios de union con antigeno y es secretada principalmente en
respuestas humorales primarias timo dependientes y en respuestas timo

independiente.

llustracién 9Inmunoglobulina IgM

Fuente: http://es.123rf.com/imagenes-de-archivo/immunoglobulin_a.html
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Es de baja afinidad pero presenta gran avidez por antigenos multivalentes
especialmente bacterianos. Es una potente fijadora del complemento, al
presentar cinco fragmentos Fc que unen al factor del complemento C1g.
La IgM se encuentra también en la membrana de linfocitos B en forma de

mondmero, constituyendo los receptores idiotipicos de estas células.

La IgG: Es la inmunoglobulina mas abundante en el plasma, es
monomerica y es producida en grandes cantidades durante respuestas
secundarias a antigenos timo dependientes. Sus principales funciones
bioldgicas incluyen fijacion del complemento, union a receptores para Fc
en células fagociticas al opsonizar particulas durante la fogocitosis y unién
a receptores en células NK durante la citotoxicidad mediada por
anticuerpos (ADCC). Esta inmunoglobulina atraviesa la placenta

confiriendo proteccion al feto durante el embarazo.

llustracién 10 Inmunoglobulina IgG.

biological

acteit
y Fc

Fuente: http://www.merriam-webster.com/art/med/antibody.htm
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La IgA: Se encuentra en lagrimas, leche, saliva y mucosa de los tractos
intestinal y digestivo. Esta formada por dos unidades basicas unidas por
una pieza secretora sintetizada por las células epiteliales de las mucosas.
Esta pieza secretora es un polipéptido responsable del trasporte de la IgA

a traves del epitelio.

Ademas la protege de la accion de enzimas proteoliticas presentes en las
secreciones. Es sintetizada en grandes cantidades por acumulos linfoides
y placas de Peyer del intestino. No fija complemento ni es opsonina, sin
embargo su importancia es enorme al impedir el ingreso de

microorganismos y macromoléculas al organismo.

llustracion 11 Inmunoglobulina IgA.

Fuente:

http://organografia.unileon.es/html/Organos%20hematopoyeticos%20y%20linfoides_IV_a

rchivos/frame.htm

La IgE: Se encuentra en muy bajas concentraciones en el suero de
personas normales, y en mayores concentraciones en individuos atopicos.
En estos Ultimos es responsable de los cuadros de hipersensibilidad
mediada por un mecanismo de dafio inmunolégico tipo | de la clasificacion
de Gell y Coombs. El fragmento Fc de estas inmunoglobulinas presenta
gran afinidad por receptores para Fc epsilon en células cebadas y
basdfilos. Al estar ubicada en su superficie y recibir el estimulo antigénico,
la IgE induce su degranulacion iniciando un proceso inflamatorio y

produciendo la contraccién del musculo liso. En condiciones normales,
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esta inmunoglobulina interviene en la respuesta inmune protectora contra

parasitos especialmente helmintos.

llustracién 12 Inmunoglobulina IgE.

Immunoglobulin E
with name of each domain
f \ Sites for sttachment to
| mast oeds and basophiis

/ 22 i \
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\\ w i

\ /
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[ vaeriable [ Constant Disulphide
regions regions bonds

Fuente: http://chemistryofasthma.blogspot.com/2008/11/inmunoglobulina-e.html

La IgD es una inmunoglobulina unida a membrana de los linfocitos B. Su
presencia en conjunto con IgM confiere inmunocompetencia a estos

linfocitos. Esta practicamente ausente en el suero. (Rojas, William, Inmunidad
Humoral Cap. 12, pags. 145 — 169)

llustracion 13. Inmunglobulina D

* Structure
— Monomer

~ Tail piece

” [Fatpie]

Fuente:
http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Inmunoglobulina+D&lang=2
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llustracién 14. Tipos de anticuerpos
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EYal

http://ies.rayuela.mostoles.educa.madrid.org/deptos/dbiogeo/recursos/Apuntes/ApuntesBi

oBach2/7-Inmunologia/inmuadap.htm

2.2.2.3 ANTICUERPOS NATURALES.

Son inmunoglobulinas que aparecen independientemente de cualquier
tipo de estimulo y generalmente son IgM. Los anticuerpos IgM constituyen
alrededor del 8% de las inmunoglobulinas totales. Son mucho mas
grandes que los IgG vy tienen un peso molecular de 900.000. No pueden
atravesar la placenta, de manera que no provocan enfermedad hemolitica
del recién nacido. Aglutina con facilidad los glébulos rojos suspendidos en
solucion salina y su sobrevida es de apenas 10 dias. Durante las
reacciones antigeno-anticuerpo, a menudo activan el sistema de
complemento y en consecuencia, causan lisis de los eritrocitos, mas que

aglutinacion.
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llustracién 15. Esquema de tipificacion ABO

A + = +

Grupo B - + +
(0} - 5 -
AB + + +

Fuente: Transfusién Sanguinea Bases Tedricas y Aplicacion Clinica

Los anticuerpos naturales del sistema de grupo sanguineo ABO, pueden
ser detectados mediante la tipificacion sérica de los anticuerpos,

basandose en la técnica inversa de identificacion.

Aqui se enfrentan el plasma con hematies que contengan antigenos
conocidos previamente del grupo sanguineo A y B, su identificacion se lo

hace mediante la valoracion de la intensidad de reaccion.

Por su caracteristica son anticuerpos que se relacionan con reacciones
transfusionales o enfermedades hemoliticas, su determinacion es
oportuna y de gran utilidad, para prevenir alteraciones inmunolégicas en

el area transfusional.

Los anticuerpos llamados naturales e inmunes del sistema ABO, no sélo
tienen importancia en la compatibilidad mayor en una transfusion, sino
también en la compatibilidad menor, ya que no es extrafia una reaccion

postransfusional por un alto titulo de esas aloaglutininas

Existe toda una problematica para definir cual es el titulo, de las
aglutininas tipicas, que se debe considerar peligroso para un receptor
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heterdlogo. La transfusién heteréloga s6lo se debe hacer cuando se
tienen titulos bajos, pero no especifica lo que considera un titulo bajo. La
American Association of Blood Banks , recomienda dar sangre O con la

mayor parte de su plasma removido o que esté libre de hemolisinas.
(Transfusiéon Sanguinea, Kelton J.G, Sistema ABO pag.39 — 50)

TECNICA PARA LA IDENTIFICACION DE ANTICUERPOS
NATURALES.

1.- Rotular tubos de ensayos con: A—By O

2.- Colocar al fondo del tubo 1 gota de células reactivas Al, By O a cada
tubo de manera especifica que coincidan en la rotulacion respectiva (no

introducir el gotero en el tubo analizarse).

3.- Colocar 2 gotas de plasma o suero en estudio al fondo del tubo sin el

gotero en el tubo analizarse.
4.- Mezclar el contenido suavemente
4.- Centrifugar (programa P5) 15 segundos a 3000 rmp.

5.- Observar reacciones de hemaglutinacién mediante movimientos de

agitacion los tubos de ensayos.
NOTAS DEL PROCEDIMIENTO.

¢ No se debe utilizar muestras hemolizadas.
e Trabajar a temperatura ambiente.
e Silos resultados de la prueba directa e inversa no coinciden se trata de

una discrepancia, esto puede ser por anticuerpos adicionales o faltantes.
REPORTE DE RESULTADOS.

La aglutinacion o hemdlisis indica que un anticuerpo especifico contra el
antigeno A o B esta presente en el plasma o suero problema y se

considera un resultado positivo (+).
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Una suspension uniforme de hematies después de la Resuspension es un

resultado negativo (-).

Tabla 1 Representacion de la prueba inversa ABO

GRUPO | CELULAS CELULAS | CELULAS | ANTICUERPO
Al B @)
A - + - Anti-b
B + - - Anti-a
AB - - - Ninguno
@) + + - Anti-a 'y Anti-
b

Fuente: Manual Pruebas Inmunohematolégicas — Fernando Jaramillo G.

Nota.- La temperatura 6ptima para las isoaglutininas es de 4°c, si se

observa reacciones débiles o dudosas, debe

incubando de 2 a 8 °C por 15 minutos.

Materiales:

Limitaciones.

Tubos de ensayos 12x75.
Células A1, By O.
Plasma en estudio

Visor calefactado.

repetirse la prueba

o La contaminacion del material utilizado puede generar resultados falsos

positivos 0 negativos. (Jaramillo Fernando, Manual pruebas

Inmunhemtaologicas, Tipificacion Inversa)
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Tabla 2 Esquema de la técnica para Anticuerpos Naturales

MUESTRA CELULAS CENTRIFUGACION
PLASMA REACTIVAS
(P5)
A 2 Gota Al -1 Gota 3000 rpm x 15
segundos
B 2 Gota B -1 Gota 3000 rpm x 15
segundos
@] 2 Gota O -1Gota 3000 rpm x 15
segundos
TOTAL DE PRUEBAS 3

Fuente: Manual Pruebas Inmunohematolégicas — Fernando Jaramillo G

2.2.2.4 ANTICUERPOS INMUNES:

La medicina transfusional es una herramienta muy importante en todas las
areas de la medicina. Los concentrados eritrocitario funcionan como un
mecanismo auxiliar en el proceso respiratorio de pacientes a quienes una
condicion patolégica les impide elaborar eficientemente sus propias
células sanguineas, o bien, en pacientes con pérdida sanguinea grave en
quienes el vital liquido es requerido para recuperar o mantener el
equilibrio del cuerpo. No obstante su utilidad, se reconocen efectos
nocivos ocasionados por reacciones transfusionales, cuya aparicion

puede ser inmediata o tardia.

Aparecen después de una estimulacién antigénica y suelen ser IgG. Los
anticuerpos 1gG constituyen alrededor del 73% de las inmunoglobulinas
totales. Tienen un peso molecular de sélo 150.000. Por su tamafo,
atraviesan con facilidad la placenta y en consecuencia, a menudo se
asocian a un cuadro denominado hemolisis fetal. La sobrevida de la 1gG
es de 60 - 70 dias.
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Los anticuerpos irregulares son los que no estan de manera espotanea
aunque en el caso de los naturales no se conoce a ciencia cierta qué o

como se induce su produccion.

Los adquiridos se conocen también como inmunes y son el resultado de
la exposicion a antigenos desconocidos por el individuo al momento de la
transfusion o en las mujeres por el embarazo; estos anticuerpos son

dirigidos contra antigenos de sistemas diferentes al ABO.

Los  anticuerpos naturales regulares  son preferentemente
inmunoglobulinas M, las cuales fijan de manera tan eficiente el
complemento que pueden provocar lisis intravascular y ocasionar

insuficiencia renal o incluso la muerte del paciente

Los anticuerpos adquiridos 0 inmunes son generalmente
inmunoglobulinas G, las cuales producen hemodlisis extravascular en el
bazo o en el higado mediante fagocitosis del complejo eritrocito mas

anticuerpo.

Los aloanticuerpos irregulares (adquiridos) mas comunes en nuestra
poblacién son los que involucran a los sistemas MNSs, P1, Kidd (Jka,
Jkb), Duffy (Fya, Fyb), Kell, Lewis y Diego.

De acuerdo con la temperatura 6ptima de reaccion, estos anticuerpos se
dividen en anticuerpos frios y anticuerpos calientes. Los anticuerpos frios
van dirigidos contra los sistemas MN, Lewis y P1, con Optima reaccion a
temperaturas entre 4 y 22 °C; estos anticuerpos son generalmente
inmunoglobulinas tipo M y ocasionalmente tipo G, y debido a esa
temperatura de reaccidn carecen de importancia clinica salvo que su
reaccion ocurra también a 37 °C, es decir, que actien como anticuerpos

calientes.

Entre estos anticuerpos solo M y N han sido asociados con enfermedad

hemolitica del recién nacido, cuya severidad va de leve a moderada. Los
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llamados anticuerpos calientes tienen una temperatura éptima de reaccion
a 37 °C, a veces visible pero en otras ocasiones soélo evidente hasta
agregar antiglobulina humana (suero de Coombs). 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; ademas, son causantes de enfermedad hemolitica

en el recién nacido, quien en ocasiones requiere exsanguinotransfusion.

El laboratorio, funciona como un servicio de apoyo muy importante en la
medicina transfusional para la terapéutica, por lo que se ha desarrollado
el area de Inmunohematologia cuyo valor radica en la identificacion de los
anticuerpos irregulares derivados de los procesos de inmunizacion, sean
transfusionales, por embarazos o de naturaleza autoinmune. Para un
optimo funcionamiento de esta area del laboratorio es importante conocer
las caracteristicas ya descritas del comportamiento de los anticuerpos, asi
como otras mas: Las reacciones antigeno-anticuerpo pueden observarse

in vitro por:

Hemodlisis: la union antigeno-anticuerpo se traduce en lisis de los
eritrocitos en presencia del complemento (siempre que el anticoagulante
empleado no capture los iones Ca y Mg necesarios para la activacion del

complemento).

Aglutinacion: los anticuerpos que reaccionan en medio salino se conocen

como anticuerpos completos o aglutinantes (comdnmente tipo IgM).

Existen diferentes elementos que influyen en la reaccion antigeno -
anticuerpo y que deben conocerse para utilizarlos adecuadamente en la

busqueda de anticuerpos irregulares

*Aglutinacion en medio macromolecular: hay anticuerpos que se aglutinan
mejor cuando se suspenden en una solucion de macromoléculas
(albumina, dextran, gelatina, polivinilpirrolidona (PVP); aqui la albimina en

concentracion de 22 a 30 % incrementa la constante dieléctrica del agua,
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lo que disminuye el potencial zeta. Hay evidencia de que el dextran y el
PVP potencializan la reaccion con puentes de polimeros

*Prueba de Coombs: este procedimiento es Util para poner de manifiesto

anticuerpos incompletos o sensibilizantes.

*Soluciones de baja fuerza i6nica: reducen la barrera electrostatica

facilitando la reaccion antigeno - anticuerpo.

*Enzimas: potencializan la reaccion antigeno - anticuerpo reduciendo la
superficie de carga y removiendo estructuras que interfieren en el acceso

de los moléculas del anticuerpo.

*Centrifugacion: acelera la reaccion antigeno - anticuerpo, por la fuerza

gue produce la misma.

*Temperatura: afecta la reaccion antigeno-anticuerpo de acuerdo con la
temperatura 6ptima de reaccién: 4 a 22 °C para los frios, o 37 °C para los

calientes.

*Proporcién de antigeno y anticuerpo: es importante en la busqueda de la

zona de equivalencia de la reaccién antigeno-anticuerpo.

Es fundamental tener un panel de células (eritrocitos) donde estos
importantes fenotipos ya hayan sido tipificados para usarlos en la

identificacion del anticuerpo correspondiente.

En el Servicio de Medicina Transfusional del Hospital Docente de
Riobamba se emplea el panel y multipanel de células apara la

identificacion de anticuerpos irregulares.

La técnica de panel involucra etapas de vital importancia para la lectura

de resultados como son:

*Técnica salina: previamente lavados, los eritrocitos del panel de fenotipo

conocido o de la sangre de donacion se ponen en contacto con el suero
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problema a razén de una gota de células resuspendidas de 2 a 3 % por
dos del suero problema. Para iniciar el proceso se centrifugan y se leen;
posteriormente se incuban a una temperatura de 22 °C por un tiempo
minimo de media hora a una hora cuando se sospecha una enfermedad
por anticuerpos frios de tipo autoinmune; centrifugar y leer para descartar

o confirmar este diagndéstico.

El siguiente paso es incubar a 37 °C por 30 a 60 minutos, empleando el
mayor tiempo cuando se sospecha sensibilizacién por transfusion o
embarazos previos. Centrifugar, leer y finalmente lavar los eritrocitos tres
veces con solucion salina para retirar totalmente las proteinas séricas y al

final agregar suero de Coombs; centrifugar y leer.

*Técnica en solucion salina de baja fuerza i6nica o LISS (low ionic
strengh-saline): los eritrocitos previamente lavados y suspendidos en una
dilucion entre 2 y 3 %, se lavan una vez con dos a tres gotas de solucién
de LISS, se decantan a sequedad y se agregan dos gotas de LISS mas
dos gotas del suero problema; homogeneizar y agregar dos gotas mas de
LISS, incubar por 15 minutos a 37° C, lavar nuevamente tres veces con

solucion salina y agregar suero de Coombs; centrifugar y leer.

*Técnica enzimatica con bromelina (bromelasa): por el fuerte efecto que
tiene esta enzima sobre los eritrocitos, los tiempos de incubacion se
reducen. El procedimiento es de la siguiente forma: a los eritrocitos
lavados se les agrega el suero problema en la proporcion ya descrita mas
una gota de la enzima; se incuban, se centrifugan y se leen. Después se
incuban a 37 °C por 15 minutos; se centrifugan y se leen. Para finalizar,
se lavan en la forma ya mencionada y se les agrega suero de Coombs; se

centrifugan y se leen

*Técnica en albumina: en esta técnica se procede de forma parecida a la
salina, solo que se omite el paso de la incubacion a 22 °C, respetandose
también los tiempos de incubacion. Como reactivo adicional se agrega en

cada tubo dos gotas de solucion albuminosa.
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Todas las pruebas se fundamentan en las caracteristicas mencionadas
previamente para las reacciones antigeno-anticuerpo. En cualquier
técnica los resultados se deben anotar inmediatamente e interpretar en

conjunto al final. (Gonzalez Jacobo Luna, Anticuerpos Irregulares, pag. 17 — 30)

2.2.25 TECNICA PARA IDENTIFICACION DE ANTICUERPOS
IRREGULARES.

1.- Rotular tubos en el que se realiza la prueba 1 -2 — 3 - Control
2.- Colocar 2 gotas del plasma problema en cada tubo.

3.- Colocar 1 gota de las células pantallas en el tubo respectivo (1 - 2 y3).
En el tubo control, afiada 1 gota de las células del paciente

4.- Mezclar los tubos e incube 5 minutos a temperatura ambiente (18 —
25)

5.- Centrifugar a 15 segundos por 3000 rpm

6.- Leer los resultados sobre una fuente de luz indirecta comprobando si

existe aglutinacion (+) esto por intensidad o hemodlisis.

7.- Afiada a cada tubo 4 gotas de Dia Liss.

8.- Agitar suavemente incube 5 a 10 minutos a 37°c.

9.- Lave el contenido con solucion salina al 0.9% por tres veces.

10.- Coloque 2 gotas de Suero de coombs a cada tubo centrifugue 15
segundos a 3000 rpm

11.- Leer los resultados sobre una fuente de luz indirecta comprobando si

existe aglutinacién (+) esto por intensidad o hemalisis.

11.- Compruebe resultados con células control coombs afadiendo 1 gota

a cada tubo.
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*PARA INVESTIGAR AGLUTININAS FRIAS

a) Identificar tubos con 1 — 2 — 3 y control.

b) Colocar 2 gotas de plasma en estudio a cada tubo.

c) Colocar 1 gota de células pantallas al tubo correspondiente

d) Mezclar suavemente e incubar 30 minutos a 4°c.

e) Centrifugar 15 segundos a 3000 rpm (programa 5)

f) Resuspenda cuidadosamente y Leer los resultados sobre una fuente
de luz indirecta comprobando si existe aglutinacion (+) esto por

intensidad o hemédlisis.
REPORTE DE RESULTADOS.

Utilizar hojas guias de reporte, la aglutinacion se lo valora por la
intensidad.

Una reaccion negativa (-) indica ausencia de anticuerpos irregulares.
Una reaccion positiva (+) indica presencia de anticuerpos.

Una reaccion positiva (}) con mas de una célula reactiva y autocontrol
negativo (-) sugiere la presencia de un aloanticuerpos especifico.

Una reaccién positiva (+) con todos los hematies reactivos y un
autocontrol positivo (+) puede deberse a un auto anticuerpo.

Si existe un resultado positivo (+) con todas las células y auto control
con variacién de la intensidad de reaccién y mas intensa que el auto
control, se descarta la muestra por posible presencia de aloanticuerpos

subyacente.
Materiales:

e Muestra plasma o suero de usuarios.
e Tubos de ensayos 12x75

¢ Reactivo antiglobulinico.

o Pantallas de células

e Células control de Coombs

e Visor calefactado.
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NOTAS DEL PROCEDIMIENTO.

El consumo de algunos farmacos suelen dar ensayos positivos.
Contaminacién de los materiales empleados suelen dar falsos positivos
o falsos negativos.

Lavados inadecuados suelen o la presencia de globulinas humanas en
el material de vidrio suelen neutralizar el suero antiglobulinico dando a
lugar una reaccion débil o negativa.

Una agitacion inadecuada en la ultima fase pueden debilitar las

reacciones positivas

Células 1 Gota 1 Gota 1 Gota 1 Gota de sus propios
Reactivas hematies

Plasma 2 Gotas 2 Gotas 2 Gotas 2 Gotas

Incubar T° 5 minutos 5 minutos 5 minutos 5 minutos

Ambiente

Centrifugar

15 seg — 3000rmp

15 seg — 3000rmp

15 seg — 3000rmp

15 seg — 3000rmp

15 seg. 3000rpm

15 seg. 3000rpm

15 seg. 3000rpm

LISS 4 Gotas 4 Gotas 4 Gotas 4 Gotas

Incubar T° 5 —-10 minutos 5-10 minutos 5 —10 minutos 5 —10 minutos

37

Lavar 0.9% Tres veces Tres veces Tres veces Tres veces

AHG 2 Gotas 2 Gotas 2 Gotas 2 Gotas

C.C.C. 1 Gota Centrifugar 1 Gota Centrifugar 1 Gota Centrifugar 1 Gota Centrifugar 15 seg.

3000rpm

TOTAL DE PRUEBAS 16

Tabla 3 Esquema de la Prueba de Pantallas para Ac. Irregulares.

Fuente: Manual Pruebas Inmunohematoldgicas — Fernando Jaramillo G.
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2.2.3 LA PRUEBA DE COOMBS

DEFINICION

La prueba de antiglobulina o prueba de Coombs con el empleo del suero
antiglobulina humana poliespecifico, es la técnica mas utilizada en
inmunohematologia.

Los componentes principales del reactivo antiglobulina son los
anticuerpos anti-IgG y anti-C3 (C3d/C3dg); la actividad anti-IgA y anti-IgM
no es imprescindible pero deseable.

La presencia de estos anticuerpos permite la deteccion de
autoanticuerpos IgM (no aglutinantes) e IgA en la prueba de antiglobulina
directa (PAD) para el diagndstico de la anemia hemolitica autoinmune
(AHAI) que, en ocasiones, por las dificultades en su deteccion, estan
involucrados en la etiologia de la AHAI "Coombs negativa".

La prueba de Coombs detecta, como minimo, entre 200 y 500 moléculas
de IgG por hematie. El limite de deteccién para los anticuerpos de los
isotipos IgA e IgM no ha sido determinado, probablemente porque no
existe consenso para la estandarizacion de los reactivos antiglobulinicos
con estas especificidades, por su baja frecuencia, o porque para revelar la
presencia de estas inmunoglobulinas en los hematies se prefiere el
empleo de métodos mas sensibles.

La cuantificacibn de moléculas de inmunoglobulinas por hematie se
realiza mediante un ELISA para, entre otras aplicaciones, apoyar el
diagnéstico inmunohematolégico de las AHAIL. A partir de las
investigaciones realizadas en pacientes con AHAI, determinamos el limite
de deteccion de la PAD (prueba antiglobulinica directa) para los
anticuerpos IgA e IgM y comparamos los resultados obtenidos en el
ELISA con lo comunicado previamente para los anticuerpos de la clase
IgG. Los pruebas de Coombs o llamadas también antiglobulinicas tienen
como finalidad el rastreo de los anticuerpos llamados irregulares
constituyen una de las practicas mucho interés en el campo de la

Inmunohematologia. (Linares, Jesus. Anticuerpos Irregulares, pag, 78)
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2.2.3.1 SIGNIFICADO DE LA PRUEBA ANTIGLOBULINICA DIRECTA.
Un resultado positivo para anticuerpos irregulares indica que se ha
localizado un antigeno y un anticuerpo especifico provocando la
destruccion de los hematies, activando el organismo para su defensa una
serie de mecanismos como es el caso, de la activacion, del sistema de
complemento estas pruebas se las hace tanto los donantes de sangre,
como los candidatos a recibir sangre.

Asi por ejemplo en los donantes tienen la finalidad esta prueba, de
detectar anticuerpos irregulares, para prevenir su transferencia al
receptor, en los receptores de sangre se le considera como una prueba
de transfusionales, complementa, acorta y facilita la prueba cruzada,
dandole mayor seguridad a la transfusion.

A las mujeres embarazadas la importancia de esta prueba, se dirigiera
para detectar anticuerpos, que pueden causar enfermedad hemolitica del
recién nacido, discrepancias en la prueba cruzada para el momento del
parto, o en casos de que la paciente requiera de transfusiones.

También es importante esta prueba para facilitar el fundamento de las
discrepancias séricas en el sistema ABO.

También es importante el estudio de las reacciones hemolitica
transfusionales y para el estudio de las anemias en hemoliticas
autoinmunes. (Linares, JesUs, Inmunohematologia y Terapia Transfusional, Cap.10,
pag. 178-195).

2.2.3.2 CLASIFICACION DE LAS PRUEBAS ANTIGLOBULINICAS.

Las pruebas de Coombs se clasifican por la intencién del anticuerpo hacia
la membrana eritrocitaria o por el paso de anticuerpos por barreras, la
clasificacion de estas pruebas son: Coombs directo y con indirecto.

La técnica de inmunoglobulina indirecta fue descrita por primera vez en
1945 por Coombs y colaboradores y permite observar aglutinaciones de
anticuerpos que normalmente no serian evidenciables en condiciones
estandar de laboratorio.

*La técnica de antiglobulina indirecta: permite detectar los anticuerpos de

tipo IgG, que no tienen la capacidad de aglutinar de manera espontanea y
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requiere de una fase de revelado para poder evidenciarlos. Se utiliza en el
fenotipaje de grupos sanguineos, en los que los antigenos se encuentran
en baja densidad antigénica y donde el anticuerpo utilizado es IgG.,
Igualmente es aplicable en aquellos casos en los que se buscan

anticuerpos de tipo IgG en el suero de una persona.

llustracion 16. Clasificacion de las Pruebas Antiglobulinicas

‘Prueba de Coombs directa

\o Resultado positivo Legend

Antigenos en la
superficie del
: glébulo rojo
ki

Anticuerpo
* Y especifico del
-& y globulo rojo
k A | Anticuerpo anti-
humano (reactivo
de Coombs)

Muestra de sangre tomada de un paciente Los glébulos rojos lavados Los glébulos rojos se aglutinan:
con anemia hemolitica: se indican los . se incuban con anticuerpos anti-humanos vinculan las
anticuerpos ligados a la superficie de los anticuerpos anti-humanos  cglulas, uniéndose a los anticuerpos en
glébulos rojos. (reactivo de Coombs). los glébulos rojos.

Prueba de Coombs indirecta

v o

. La muestra de sangre del Las Ig's del recipiente que son . Y o 2
?.‘lZIcr‘;T;E;? (?Lzl‘sel.lrg donante seafiadeial suero; - espectiicosidetiosiantigenos deilos hu:lr:r:%iesrgo:ﬁ:gtn a Is\'glﬁ‘l:’r]:ac:'loansoecs?{ra?IlJ{'l?dgl;ealfoss
2 g del receptor Iébulos rojos forman complejos A 5 2
anticuerpos (Ig's). P! 9 ) pie} la solucion gldbulos rojos

antigeno-anticuerpo.

Fuente: http://es.wikipedia.org/wiki/Prueba_de Coombs

En esta prueba se utiliza el suero de Coombs, o reactivo de antiglobulina
humana, el cual consiste, en su forma mas simple, en una
inmunoglobulina dirigida contra la porcién Fc de los anticuerpos de tipo

IgG. Existen igualmente reactivos que estan conformados no solamente
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por inmunoglobulinas anti-IgG, sino también por anticuerpos dirigidas
contra la molécula C3 del complemento, lo que permite reconocer la
presencia de anticuerpos fijadores de complemento. Se han desarrollado
asimismo reactivos dirigidos contra fracciones especificas de
complemento, como C3b, C3d, C4b y C4d. En este sentido podemos
encontrar reactivos de antiglobulina humana policlonales (anti IgG + anti
C) o monoespecificos que contienen solo uno de los anticuerpos en
mencion. La prueba de Antiglobulina Indirecta cuenta con varias fases,
siendo la primera una fase la centrifugacién, sin previa incubaciéon en la
cual se detectan anticuerpos de tipo IgM como los del sistema ABO, auto-
anti-l, anti-M, anti-N, anti-Lewis, etc. Por esta razdn cuando se esta
utilizando esta técnica, con el objetivo de detectar anticuerpos irregulares
en pacientes, las células que se utilizan deberan ser de grupo O para
evitar a interferencia del anti A y anti B.

La segunda fase consta en incubar la reaccidbn a una temperatura de
37°C, por un tiempo que estara definido por el tipo de potenciador que
utilicemos, como albimina, LISS, polietilenglicol o enzimas.

En caso de que alguno de estos reactivos sea utilizado, es necesario
apegarse a las instrucciones aportadas por el fabricante. Durante la
incubacion se pretende que ocurra la sensibilizacion del glébulo rojo, que
permitira detectar la reaccion antigeno-anticuerpo en la fase de revelado.
Una vez terminada esta incubacién, se pasa a realizar lavados con el fin
de remover inmunoglobulinas u otro tipo de proteinas, que no se unieron
al eritrocito y que pueden interferir con la reaccién. La fase de los lavados
es critica, ya que la presencia de anticuerpos u otros interferentes en el
suero podrian llevar a la neutralizacion del reactivo. Asimismo, es
sumamente importante eliminar el exceso de solucion salina al finalizar
estos lavados, ya que de lo contrario, el reactivo de antiglobulina es
diluido, lo cual puede afectar la sensibilidad de la prueba.

Posterior a los lavados, y de haber eliminado la ultima gota de solucion
salina se afade el reactivo de antiglobulina, fase de revelado se

centrifuga y se lee la prueba. De haberse dado sensibilizacion, los
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anticuerpos adheridos a la superficie eritrocitaria seran reconocidos por el
reactivo de antiglobulina y se podr4d observar una reaccion de
aglutinacion.

*La prueba de antiglobulina directa: se utiliza primordialmente para
determinar si los eritrocitos del paciente en analisis estan recubiertos por
inmunoglobulinas o fracciones de complemento.

Esto puede llegar a presentarse en diferentes condiciones, como por
ejemplo, la presencia de aloanticuerpos, producto de una reaccion
hemolitica tardia o por enfermedad hemolitica del recién nacido o
autoanticuerpos en anemias hemoliticas autoinmunes, dirigidos contra
antigenos de propios de la superficie eritrocitaria, de anticuerpos dirigidos
contra drogas que se adsorben a la membrana del glébulo rojo o por la
activacion de complemento en esta superficie.

Por estas razones, la prueba de antiglobulina directa son utiles en el
estudio de anemias hemoliticas, y el resultado debe analizarse en el
contexto clinico para poder dar un diagnéstico certero.

Normalmente, esta prueba se realiza con el reactivo de Antiglobulina
Humana, que tal como se explic6 en el procedimiento anterior,
usualmente es poliespecifico e incluye anticuerpos dirigidos tanto contra
las IgG humanas como contra fracciones del complemento. En caso de
obtener una reaccion positiva utilizando el reactivo poliespecifico, se
procede a repetir la determinacién utilizando reactivos monoespecificos
con el fin de identificar la especificidad de las proteinas involucradas en la
reaccion.

Dado que es posible que exista fijacion de complemento in vitro en
muestras no anticoaguladas, se prefiere realizar esta prueba en muestras
con EDTA. De lo contrario, se puede obtener un resultado positivo debido

a la activacion del complemento, durante la coagulacion. (Linares, Jesus,

Inmunohematologia y Terapia transfusional, Cap. 13, pag. 270-282)

2.2.3.3 SIGNIFICADO DE LA PRUEBA ANTIGLOBULINICA DIRECTA
POSITIVA.

e Mujeres embarazadas: EHRN
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e Mujeres embarazadas: Transfusiones.
e Discrepancias séricas de grupos ABO.
¢ Estudio de reacciones transfusionales.

e Estudio de anemias hemoliticas autoinmunes.

2.2.3.4 PRINCIPIO DE LA TECNICA

llustracién 17 Esquema de la pruebas de Coombs Directo

PRUEBA DE COOMBS DIRECTO

=3 REACTIVODE
COOMBS
MUESTRADE g

SANGRE 4 \_/

COOMBS NEGATIVO

ANTICUERPOS SIMPLES

CELULAS CONTROL
COOMBS B ’
" REACTIVO

MUESTRADE »
E
SANGRE

Fuente: Manual Pruebas Inmunohematolégicas — Fernando Jaramillo G.
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llustracion 18. Esquema coombs indirecto

PANTALLAS/ COOMBS INDIRECTO
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Fuente: Manual Pruebas Inmunohematolégicas — Fernando Jaramillo G.

llustracion 19. Reactivos para pruebas de coombs

n COOMBS -DIRECTO

Células Control

NN 2

COOMBS - INDIRECTO

>

iR

LISS

Solucion de
Baja fuerza
ionica

Antiglobulina
Humana

Células Control
Coombs

Fuente: Manual Pruebas Inmunohematolégicas — Fernando Jaramillo G.

2.2.3.5 ANTICUERPOS MULTIPLES

Cuando un suero contiene dos 0 mas anticuerpos su identificacion puede

complicarse y esto se caracteriza por:
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¢ No definir la presencia de un determinado anticuerpo
e Todas las células del panel o la mayoria son amotinadas.
e La intensidad de las reacciones con las diferentes células son

variables y esta variacion no es aplicable al efecto de dosis.

Puede haber variaciones en el grado de motivacion por anticuerpos

multiples o por anticuerpos contra antigenos de alta frecuencia.

2.2.3.6 AUTOCONTROL
La presencia de un autocontrol positivo afecta la interpretacion de otras
pruebas y puede afectar igualmente el manejo clinico del paciente, las

posibilidades son:

¢ Presencia de auto anticuerpos frios o calientes.
e Presencia de halo anticuerpos.
e Presencia de halo anticuerpos dirigidos contra drogas.
¢ A lo anticuerpos dirigidos contra algunas sustancias presentes en
el sistema ejemplo a la albumina bovina.
e A lo anticuerpos maternos presentes en el recién nacido
relacionadas con las células de este.
2.2.3.7 CELULAS DE CONTROL COOMBS.
Las células rojas reactivas son suspendidas en un medio conservante
especial. Estos reactivos cumplen con los requisitos de las normas y
directrices correspondientes, las caracteristicas del funcionamiento se
mencionan en los documentos de venta, que son entregados junto con el
producto a solicitud.
El principio del analisis es la técnica de aglutinacion, que se basa en la
reaccion de los antigenos/anticuerpos., resulta esencial obtener
resultados fiables del test de antiglobulina (in)directo en la serologia de
grupos sanguineos. Como resultado de procedimientos de lavado
deficientes, las proteinas de suero (IlgG) todavia presentes pueden

neutralizar el suero de antiglobulina y, por consiguiente, inhibir la
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aglutinacion. Para detectar esto y otras causas de reactivos de
antiglobulina neutralizados, deben afiadirse Coombs Control Cells a todos
los tubos de ensayo que presenten un resultado negativo.

Las Coombs Control Cells son preparadas de acuerdo con un
procedimiento 6ptimo desarrollado por Sanguineo, las Coombs Control
Cells y las Coombs Control Cells strong son células rojas humanas
sensibilizadas con IgG Grupo O Rhesus D-positivo, que han sido
sensibilizadas in vitro con diferentes cantidades de anticuerpos anti-D
(IgG). Las Coombs Control Cells strong han sido preparadas para producir
una fuerte aglutinacion en la presencia de reactivos activos de
antiglobulina. Las Coombs Control Cells han sido preparadas para
producir una aglutinacion menos fuerte en la presencia de reactivos
activos de antiglobulina. Las Coombs Control Cells moderadamente
sensibilizadas con IgG muestran una indicacion mas sensible y fiable de
la neutralizacion (parcial) de los reactivos de antiglobulina. Las Coombs
Control Cells son lavadas y re suspendidas en un medio conservante

especial y pueden ser afiadidas directamente a los tubos de ensayo.

2.2.4 ANEMIAS HEMOLITICAS INMUNES

2.2.4.1 ANEMIA HEMOLITICA INMUNE

Los globulos rojos sobreviven en circulacién bajo condiciones normales
alrededor de 100 a 120 dias diariamente el 1% de esta masa roja es
destruida y reemplazada por nuevas células provenientes de la médula
O0sea. Un estado hemolitico se presenta cuando la sobrevida y in vivo de
los globulos rojos esta acorta, sin embargo bebida que la médula 6sea
puede incrementar su actividad elitroide entre seis a ocho veces, la
anemia no se presenta sino hasta cuando la destruccion sobrepasa su

capacidad compensatoria.
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2.2.4.2 ANEMIA HEMOLITICA AUTOINMUNE

Las AHAI (anemias hemoliticas autoinmunes) son adquiridas, causadas
por mecanismos inmunes, ya que la destruccion estd mediada por una
reaccion antigeno-anticuerpo. En primer término, las manifestaciones
clinicas son consecuencia del padecimiento base, ya que en la mayoria
de los casos la anemia hemolitica es secundaria; en segundo término, son
consecuencia de la hemdlisis y del sindrome anémico.

Considerando la velocidad de instalacion, en la hemolisis aguda podemos
encontrar fiebre, ictericia, taquicardia, palpitaciones, fatiga, disnea y
lipotimia. En la hemdlisis crénica la sintomatologia puede ser tan leve que
pase inadvertida para el paciente, pero podemos encontrar como datos
sobresalientes ictericia leve y esplenomegalia cuando el mecanismo es
hemolisis extravascular.

Los mecanismos fisiopatoldgicos de la destruccién en si son diferentes
dependiendo del anticuerpo o inmunoglobulina implicada, que puede ser
IgG o IgM, causando hemadlisis, extra o intravascular, respectivamente.

El reconocimiento de las formas mas comunes de AHAI se dio gracias al
desarrollo de la prueba de Coombs en 1945.3 En la AHAI el paciente
produce anticuerpos (autoanticuerpos o aloanticuerpos) dirigidos contra
antigenos eritrocitarios; cuando el anticuerpo se une a su respectivo
antigeno se forma un complejo inmune y se desencadena la cascada del
complemento.

El complemento se activa hasta C9 o C3 dependiendo de la clase de
anticuerpo involucrado, por lo que la hemdlisis puede ser intravascular
dando como resultado la liberacibn de hemoglobina en el torrente
circulatorio, o extravascular, por atrapamiento de los eritrocitos en el
sistema reticuloendotelial.

Como consecuencia de dafo parcial a los eritrocitos pueden encontrarse
esferocitos circulantes. 4 En la figura 1 se ilustra el camino seguido por la
hemoglobina liberada en uno y otro caso, que ayudara a explicarnos las
pruebas de laboratorio que deben seleccionarse para apoyar el

diagnéstico de hemdlisis.
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En las AHAI los anticuerpos que se producen van dirigidos generalmente
contra todo un sistema de antigenos eritrocitarios y reaccionan a
diferentes temperaturas, por lo que se clasifican en anemia hemolitica por
anticuerpos calientes, por anticuerpos frios y por anticuerpos bifasicos.
2.2.4.2.1 ANEMIA HEMOLITICA POR ANTICUERPOS CALIENTES.

Es més frecuente en mujeres y en la tercera y cuarta décadas de la vida;
entre otros padecimientos se asocia a lupus eritematoso sistémico y a
leucemia linfocitica cronica. El curso puede ser agudo o cronico, con
remisiones y exacerbaciones; el paciente produce anticuerpos clase IgG,
sensibiliza al eritrocito a 37 °C, puede activar la cascada del complemento
hasta C3, lo que coadyuva a la opsonizacion y a la fagocitosis por los
macrofagos. La subclase de la inmunoglobulina producida con mas
frecuencia es IgG1, aunque también puede encontrarse 1gG3, con mayor
capacidad de activar el complemento; si esto sucede podemos encontrar
hemolisis extravascular con un pequefio componente intravascular.
Cuando se produce 1gG4 la destruccidn puede estar ausente o0 ser
minima.6 La especificidad del anticuerpo se dirige contra todo el sistema
Rh; hay que tener claro que ninguna sangre va a ser compatible ya que
tanto la sangre Rho(D) positiva como la Rho(D) negativa poseen los otros
antigenos del sistema Rh-Hr, como el ¢, C, e, E en diferentes
combinaciones (Campal Faustino, Inmunologia Aplicaciones practicas, Cap. 9 pag. 95
-110)

2.2.4.2.2 ANEMIA HEMOLITICA AUTOINMUNE POR ANTICUERPOS
FRIOS.

Se llama también sindrome de aglutininas frias y se producen anticuerpos
contra los propios eritrocitos. Es menos frecuente que la anterior, con un
pico de incidencia en pacientes ancianos; se asocia a infecciones por
Mycoplasma pneumoniae, mononucleosis infecciosa y linfoma; la
hemolisis suele ser cronica y se agrava con la exposicion al frio; puede
observarse ictericia, esplenomegalia y acrocianosis.

Las inmunoglobulinas involucradas son de clase IgM que actian con

mayor eficiencia entre los 4 y 30 °C; la especificidad mas frecuente es
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contra el sistema | o HI; se distinguen de los anticuerpos frios naturales
irregulares (que son inocuos) porque en esta entidad el anticuerpo
aunque reacciona mejor en frio, presenta un mayor rango térmico y el
titulo suele ser muy elevado.6 La hemolisis que se produce en estos
casos es intravascular, ya que la IgM es eficiente en la activacién de la
cascada del complemento hasta C9.

En las pruebas de laboratorio encontramos hemoglobina libre en orina,
hemosiderinuria, deshidrogenasa lactica y velocidad de sedimentacion
elevadas; la bilirrubina indirecta puede ser normal o ligeramente elevada;
las haptoglobinas estan disminuidas o ausentes; en el frotis podemos
encontrar esquistocitos, esferocitos y formacién de pilas de monedas; la
prueba de Coombs puede ser positiva, sobre todo si se usa reactivo que

contenga anti-C3b. ( Moyado, H. Rodriguez, El Banco de Sangre y la Medidina
Transfusional, Cap.8, pag. 95 — 108)
2.2.4.2.3 ANEMIA HEMOLITICA POR ANTICUERPOS BIFASICOS.

En esta entidad los anticuerpos producidos se unen al eritrocito en frio y
lo hemoliza a 37 °C.

Esta caracteristica es importante para demostrarlos en el laboratorio; se
trata de los anticuerpos denominados de Donath-Landsteiner, la anemia
hemolitica autoinmune por anticuerpos bifasicos es la menos frecuente (2
%) y suele presentarse en nifios después de infecciones virales; su curso
clinico es térpido y la destruccién de eritrocitos es intravascular aguda.

La especificidad de los anticuerpos esta dirigida contra el sistema P, el
hallazgo de anemia hemolitica autoinmune con prueba de Coombs
negativa ocurre por diferentes causas: cuando el numero de anticuerpos
unidos a cada eritrocito es menor de 200 moléculas, cuando el anticuerpo
tiene una baja afinidad por el antigeno y se disocia con facilidad del
eritrocito, cuando el anticuerpo IgM o IgA no es detectado por los
reactivos de Coombs usados rutinariamente (que contienen anti-IgG y
anti- C3b) y cuando los pacientes tienen deprimida la expresion de

algunos antigenos. (Kelton, J.G. Transfusién Sanguinea, Cap.11 Hemolisis inmune,
pag. 111 — 128)
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2.2.4.3 ANEMIA HEMOLITICA IDQUIRIDA POR DROGAS.

Algunos autores consideran que en este grupo no todos los casos pueden
aceptarse como autoinmunes por el mecanismo de produccion, sin
embargo, se estudian conjuntamente con las anemias hemoliticas
autoinmunes.

Existen tres mecanismos en las anemias hemoliticas adquiridas por
drogas y en cada uno se han descrito drogas prototipo; es fundamental
entender los mecanismos para poder estudiarlas adecuadamente en el
laboratorio por:

*Complejos inmunes: el paciente produce un anticuerpo contra la droga,
en un segundo momento el anticuerpo se une a la droga (formacion del
complejo inmune), en un tercer momento este complejo inmune se une al
eritrocito condicionando su hemdlisis.

La droga prototipo en es la quinolina, pero hay otras que pueden causar
hemolisis por este mecanismo, la hemdlisis es intravascular, puede
acompanfarse de falla renal, las clases de anticuerpos involucrados son
IgM e 1gG, que activan el complemento hasta C9.

*Adsorcion de droga o tipo hapteno: la droga se une firmemente al
eritrocito, el paciente produce un anticuerpo dirigido a la droga, lo que
causa la hemdlisis; la droga prototipo es la penicilina. La hemdlisis se
induce en algunos pacientes cuando se les administran dosis importantes;
la hemolisis que se presenta es extravascular. Cuando se suspende la
droga mejora la sobrevida del eritrocito, pero la hemdlisis puede persistir
en menor grado algunas semanas, cefalosporina también puede causar
hemolisis por este mecanismo, aunque existen casos en que puede
presentarse prueba de Coombs directo positivo sin cuadro de hemolisis
*Tipo autoanticuerpos: ésta es la que realmente podria considerarse
autoinmune ya que por un mecanismo aun no bien comprendido, el
paciente produce un anticuerpo dirigido contra antigenos eritrocitarios
propios, pero no es necesaria la presencia de la droga para que se

demuestre la hemolisis.
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Los anticuerpos que se producen son indistinguibles de los producidos en
la anemia hemolitica autoinmune por anticuerpos calientes. Generalmente
cuando se interrumpe el uso de la droga disminuye la hemdlisis, cediendo
completamente en un tiempo breve; si se administra nuevamente se
reinicia el cuadro hemolitico. La droga prototipo es la alfametildopa y los
anticuerpos son clase 1gG, con especificidad antisistema Rh. (Pérez Javier,
Guia de laboratorio para servicios de hematologias y Hemoterapia, Anemias).

2.2.4.4 PREPARACION DE LAS CELULAS CONTROL COOMBS.

Los reactivos antiglobulinicos (AHG) deben usarse de acuerdo con las
instrucciones del proveedor. Los resultados falsos negativos suelen
deberse al lavado incorrecto de los glébulos rojos y neutralizacion de la
AHG por parte de la solucion salina remanente. Para evitar este problema
se agregan eritrocitos recubiertos con IgG a las prueba negativas, se
mezclan y centrifugan. Debe observarse aglutinacion de 2+ que confirma
que el estudio es negativo. Si no se produce aglutinacién, la AHG se
neutralizé y los hallazgos no son confiables. En consecuencia es
necesario repetir la prueba.

TECNICA

Material

e Tubosde 75 x 12 ml

e Glbbulos rojos de grupo O Rh Positivo
e Reactivo anti—D

e Solucion salina

e Reactivo antiglobulina

e Pipetas Pasteur

e Frasco con gotero

e Etiqueta

e Serofuga

e Bafio maria

Método
e Realizar un pool de glébulos rojos O Rh Positivo

e Colocar 0,2 — 0,5 ml de sedimento de glébulos

48



e Lavar los globulos tres veces en solucidon salina extrayendo la
solucion salina con la Pipeta Pasteur

e Agregar un volumen igual de Anti — D a los globulos rojos
sedimentados

e Incubar a 37° C durante 30 minutos

e Lavar los glébulos rojos cuatro veces

e Realizar una suspension al 5% con solucion salina

e Rotular el frasco y colocar la suspension

e Para comprobar el procedimiento agregue dos volimenes de AHG
a 1 volumen de la suspension al 5%, mezclar y centrifugar, la
reaccion debe ser de 3+. Si es demasiado potente o demasiado
débil, los glébulos rojos no son apropiados para controlar la prueba

de antiglobulina

Los globulos rojos sensibilizados pueden conservarse es suspension a 4°
C durante 48 horas.

2.2.44.1 TECNICA PARA LA APLICACION DE LAS CELULAS
CONTROL DE COOMBS.

Procedimiento de analisis

1. Anadir 1 gota de células Coombs Control Cells a los tubos de ensayo
gue contengan un test de antiglobulina sin aglutinacion visible, y mezclar
bien.

2. Centrifugar durante 20 segundos a 1000 fcr o durante el tiempo
apropiado de calibracién de la centrifuga.

3. Re suspender las células agitando suavemente y examinar
macroscopicamente la aglutinacion; ahora la reaccion tendria que ser
positiva. Interpretacion.

Una reaccion positiva (es decir, aglutinacion) después de afadir las
células Coombs Control Cells indica que el procedimiento de lavado se ha
efectuado correctamente y que el reactivo de antiglobulina funcionaba

correctamente.
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Una reaccién negativa (es decir, aglutinacién no visible) indica que el
reactivo de antiglobulina no funcionaba correctamente. Un resultado
negativo no es fiable; resulta preciso repetir el test. Se debe investigar la

causa del problema y proceder a su correccidn. (Manual de pruebas

Inmunohematoldgicas, Jaramillo Fernando, Cap. Técnicas, pag.75)
2.2.4.5 PROCEDIMIENTOS ESPECIFICOS FRENTE A UNA REACCION

TRANSFUSIONAL

Anemia Hemolitica Aguda de Origen Inmune: Es una reaccion inmune
en la cual se produce la destruccion de los glébulos rojos en el espacio
intra o extra vascular, producida por la interaccién de los anticuerpos del
paciente con los antigenos (glébulos rojos) del donante, pudiendo iniciar
una secuencia de respuestas neuroenddcrinas que van desde leves hasta
severas. La destruccion intravascular es dramatica, con sintomatologia
como: fiebre, escalofrio, hipotension, nausea, vomito, dolor precordial y
choque. La causa principal es por incompatibilidad ABO. En la destruccion
extravascular estan involucrados otros grupos sanguineos diferentes al
ABO, como el Rh, es més lenta y menos dramatica que la anterior. Se
presenta en las 24 horas de iniciada la transfusién. La hemodlisis
intravascular es mas comun que la extravascular.

Tratamiento:

o Suspender inmediatamente la transfusion y mantener la via
permeable.
o Administrar solucion salina al 0,9% para hidratacién, 1000 cc IV en

las primeras 1 a 2 horas.

o Balance hidrico para evitar sobrehidratacion.

o Monitoreo cardiaco, mantener la presion sistolica mayor a 100
mmHg.

o Monitoreo de la funcidon renal, mantener la diuresis mayor a

100ml/hora o 1 a 1,5 mi/kg/h.

o Administrar 20 a 80 mg de furosemida IV y manitol si es necesario.
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o Si se produce hipotension, administrar dopamina 2g/kg/min. En
situaciones de choque, 1 a 10 g/kg/min (5 ampollas en 500 cc de
solucion glucosada al 5% y administrar a 8 gotas por minuto).

o Si se produce coagulacion intravascular diseminada, administrar
plaquetas, crioprecipitados, plasma y considerar terapia con
heparina.

o Solicitar hemograma completo con conteo plaquetario,

determinacion de TP, TTP, fibrindgeno, Urea, creatinina y pruebas

hepaticas.
o Considerar la exanguinotransfusion.
o Reportar en la historia clinica y en la Ficha de Notificacién de las

reacciones transfusionales: Anexo 4, para ser enviado al Servicio
de Transfusion o al Banco de Sangre que despaché la unidad.

Anemia Hemolitica Tardia de Origen Inmune: Es aquella que se

presenta luego de 24 horas de administrada una transfusién; la mayoria

se presentan dentro de las dos semanas. La hemdlisis es extravascular
principalmente. Son menos severas que las hemoliticas agudas.

Algunos pacientes presentan Unicamente anemia inesperada, pero otra

sintomatologia puede ser: fiebre o escalofrio, ictericia, dolor y disnea.

Datos de laboratorio que apoyan el diagnéstico son: anemia,

deshidrogenasa lactica elevada, hiperbilirrubinemia, disminucién de la

haptoglobina, leucocitosis y la presencia de un nuevo anticuerpo irregular
asi como una prueba de Coombs directo positivo.

Tratamiento:

o Casi nunca se requiere tratamiento especifico, pero es prudente
controlar la diuresis y funcion renal y evaluar posibles alteraciones
de la coagulacion.

o Reportar en la historia clinica y en la Ficha de Notificacion de las
reacciones transfusionales: Anexo 4, para ser enviado al Servicio

de Transfusion o al Banco de Sangre que despaché la unidad.
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Contaminacion Bacteriana: De presentacion dramética, y por lo general
aparece la sintomatologia casi inmediatamente después de iniciada la
transfusion.

La sintomatologia mas frecuente es la presencia de fiebre, escalofrio,

nausea y vomito; menos frecuente disnea y diarrea. La presencia de

fiebre alta o hipotensién poco tiempo después de iniciada la transfusion,
son las claves diagnosticas para determinar que una unidad contaminada
esta siendo administrada.

Las complicaciones clinicas usualmente son choque, falla renal, coagu-

lacion intravascular diseminada y muerte.

Diagnostico diferencial:

Reaccion febril no hemolitica, edema agudo no cardiogénico, sepsis no

relacionada a la transfusion.

Tratamiento:

o Suspender la transfusién y mantener la via permeable.

o Recuperar la bolsa involucrada, el equipo de infusion y las bolsas
de hemocomponentes que se administraron y enviarlos a cultivo.

o Iniciar el tratamiento con antibidtico aun antes de identificar el
germen causante: beta lactAmicos y aminoglucésidos. Si estan
involucrados los con centrados de glébulos rojos, se recomienda
cubrir para pseudomonas.

o Reportar en la historia clinica y en la Ficha de Notificacién de las
reacciones transfusionales: Anexo 4, para ser enviado al Servicio
de Transfusion o al Banco de Sangre que despacho la unidad.

Edema Pulmonar no Cardiogénico (TRALI): Se le atribuye a la

presencia de anticuerpos en el plasma de los componentes transfundidos

gue actuan directamente contra el HLA de los leucocitos del receptor.

Usualmente se presenta durante la transfusion y su sintomatologia

incluye: disnea, taquicardia, fiebre, hipotension y cianosis. La fiebre y la

hipotensién cuando estan presentes generalmente son moderadas y

responden rapidamente a los antipiréticos y fluidos. A los RX hay silueta

cardiaca conservada con edema pulmonar.
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Tratamiento:

o Suspender inmediatamente la transfusion y mantener la via
permeable.

o Dar tratamiento de soporte: oxigeno.

o Pacientes severamente afectados, traslado a Unidad de Cuidados

Intensivos, respiracion mecanica.

o Los diuréticos estan contraindicados por ausencia de signos de
sobrecarga circulatoria.

. Reportar en la historia clinica y en la Ficha de Notificacion de las
reacciones transfusionales: Anexo 4, para ser enviado al Servido
de Transfusion o al Banco de Sangre que despacho la unidad.

Reaccion Anafilactica: Reacciones anafilacticas o anfilactoideas se

presentan con manifestaciones de inestabilidad cardiovascular,

incluyendo hipotension, taquicardia, pérdida de conocimiento, arritmia
cardiaca y choque.

Compromiso respiratorio con disnea y estridor son mas pronunciados

cuando se trata de una reaccion alérgica tipica.

Diagnéstico diferencial:

Se deben descartar el edema pulmonar agudo no cardiogénico (TRALI),

sobrecarga circulatoria, reaccion hemolitica y contaminacién bacteriana.

Tratamiento:

o Suspender inmediatamente la transfusion y mantener la via
permeable.
o Mantener vias aéreas permeables, monitoreo cardiaco, ventilacién

mecanica, intubacion, oxigeno.

o Colocar al paciente en posicion Trendelemburg.

o De ser necesario administrar adrenalina 1:1000, 0,4 ml subcutaneo
y si no revierte el cuadro, adrenalina 0,5 ml en 10 cc de solucion

salina intravenosa cada 5 minutos hasta que revierta el cuadro.

o Broncodilatadores (aminofilina) 480 mg intravenosos en 30
minutos.
o Administrar corticoides (hidrocortisona) 500 mg IV.
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o Reportar en la historia clinica y en la Ficha de Notificacién de las
reacciones transfusionales: Anexo 4, para ser enviado al Servicio
de Transfusion o al Banco de Sangre que despach6 la unidad.

Sobrecarga Circulatoria: Las transfusiones podrian provocar edema
pulmonar agudo por sobrecarga de volumen. El riesgo de sobrecarga es
mayor en nifios pequefos y en ancianos, especialmente en los pacientes
afiosos sometidos a intervenciones ortopédicas; de igual manera
pacientes con compromiso cardiaco o pulmonar y anemia cronica, que no
toleran el incremento rapido de la volemia. La sintomatologia principal es:
disnea, cianosis, ortopnea, cefalea intensa, hipertension o insuficiencia
cardiaca congestiva durante o poco tiempo después de la transfusion.

Tratamiento:

o Disminuir el goteo de la transfusion.

o Administrar furosemida 40 mg IV.

o Colocar al paciente en posicion semisentado.

o Administrar oxigeno.

. Considerar flebotomia terapéutica.

o Reportar en la historia clinica y en la Ficha de Notificacion de las

reacciones transfusionales: Anexo 4, para ser enviado al Servicio
de Transfusion o al Banco de Sangre que despacho la unidad.
Reaccion Febril no Hemolitica: Se define como la elevacion de la
temperatura en un grado o mas. La fiebre puede acompafarse de
escalofrio. La sintomatologia generalmente se presenta durante la
transfusion, pero puede aparecer hasta luego de una hora de finalizado el
procedimiento. En neonatos la presentacion puede ser atipica.
El diagnéstico diferencial se debe hacer con: reacciones hemoliticas,
contaminacion bacteriana, edema agudo no Cardiogénico.
Tratamiento:
o Interrumpir la transfusion y mantener la via permeable.
o Descartar una reaccion transfusional hemolitica o contaminacion

bacteriana del componente.
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o La fiebre de la reaccion febril no hemolitica es autolimitante y se
resuelve en 2 a 3 horas, por lo que el uso de antipiréticos queda a
criterio meédico.

o Antipiréticos tipo acetaminofen 325 a 500 mg.

o Si ocurrieron mas de 2 reacciones, administrar hemocomponentes
leucoreducidos.

o Reportar en la historia clinica y en la Ficha de Notificacion de las
reacciones transfusionales: Anexo 4, para ser enviado al Servicio
de Transfusion o al Banco de Sangre que despaché la unidad.

Reaccion Alérgica Urticariante: Las reacciones alérgicas leves son

comunes y se presentan en el 2% de las transfusiones, son comunes con

todos los componentes y estan asociadas a las proteinas del plasma.

La sintomatologia incluye, prurito, urticaria, eritema y enrojecimiento

cutdneo. En edema laringeo con compromiso de las vias aéreas

respiratorias altas hay presencia de ronquera, estridor y sensacion de
presencia de cuerpo extrafo.

Cuando hay compromiso de las vias respiratorias bajas, pueden presen-

tarse sibilancias, compresion del pecho, dolor subesternal, disnea,

ansiedad o cianosis; ademas de sintomatologia gastrointestinal como
nausea, vomito, dolor abdominal y diarrea.

Tratamiento:

o Interrumpir la transfusion y mantener la via permeable.

o Si hay compromiso de vias respiratorias, valorada necesidad de
intubacion.

o Si hay disnea evidente administrar oxigeno.

o Reacciones alérgicas leves usualmente responden a

antihistaminicos intravenosos de preferencia difenhidramina, 50 a

100mg.
o Una vez cedidos los sintomas, reiniciar la transfusion.
o Reportar en la historia clinica y en la Ficha de Notificacién de las

reacciones transfusionales: Anexo 4, para ser enviado al Servicio

de Transfusion o al Banco de Sangre que despach¢ la unidad.
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Procedimiento general frente a una Reacciéon Transfusional:

Toda reaccion a una transfusion debe ser documentada.
Inmediatamente después de producida la reaccion envie al servicio
de transfusion o banco de sangre:

a) Muestras de sangre extraidas inmediatamente después de la

transfusion

b) 5 cc de sangre en tubo sin anticoagulante (tapa roja).

c) 5 cc de sangre en tubo con anticoagulante (tapa lila).
La unidad de sangre o hemocomponente y el equipo de transfusion
con residuos de eritrocitos o plasmas de la sangre transfundida del
donante.
Enviar al laboratorio la primera muestra de orina después de la
reaccion, para investigacion de hemoglobinuria.
Si se sospecha de choque séptico causado por una unidad de
sangre contaminada, tome una muestra de sangre en frasco
especial para hemocultivo.
Reportar en la historia clinica y en la Ficha de Notificacion de las
reacciones transfusionales: Anexo 4, para ser enviado al Servicio

de Transfusion o al Banco de Sangre que despacho la unidad.

Documente en la historia clinica lo siguiente:
a) El tipo de reaccion transfusional.
b) El periodo de tiempo entre el inicio de la transfusién y la
apariciéon de la reaccion.
c) El volumen y el tipo de los hemocomponentes sanguineos
transfundidos.
d) El ndmero duanico (codigo) de donaciéon de todos los
hemocomponentes transfundidos.
Después de la investigacion inicial de la reaccion transfusional
envie al banco de sangre para estudios de laboratorio lo siguiente:
Muestras de sangre extraidas a las 12 y 24 horas después del
comienzo de la reaccion:

a) 5 cc de sangre en tubo sin anticoagulante (tapa roja).
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b) 5 cc de sangre en tubo con anticoagulante (tapa lila).

c) Toda la orina producida al menos 24 horas después de
presentada la reaccion.

d) Comunicar de manera inmediata al médico responsable de

la transfusion acerca de los resultados obtenidos. (Ministerio
de Salud Publica, Cap.8. pag. 48 — 52)

2.3 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

AGLUTINACION.- Proceso por el cual los globulos rojos se unen y ligan
entre si.

ANTICUERPO.- Proteina protectora producida por la respuesta inmune de
un individuo estimulado por una sustancia extrafia generalmente proteica.
Actla en la defensa contra los patégenos, a menudo por neutralizacion o
identificacion de un agente que debe ser eliminado.

ANTICUERPO NATURAL.- Anticuerpo que aparece en el torrente
sanguineo en ausencia de estimulacion antigénica conocida.

Antigeno.- Cualquier sustancia reconocida por el organismo como
extrafia, que estimula una respuesta inmune.

ALOINMUNIZACION: Es la generacién de aloanticuerpos (anticuerpos
irregulares o isoanticuerpos) contra antigenos de la misma especie,
generalmente de las células sanguineas como consecuencia de una
transfusion o embarazo anterior.

BOLSA DE SANGRE PEDIATRICA: Se obtiene en equipos especiales
con 4 u 8 bolsas satélites en circuito cerrado que permiten obtener de 4 a
8 alicuotas de sangre provenientes de un mismo donante con un periodo
de vida util similar al de la bolsa madre. Para esto se requiere mantener el
circuito cerrado mediante un sistema de conector estéril.
CONCENTRADO DE GLOBULOS ROJOS: Es aquel componente
sanguineo obtenido de la centrifugacion de la sangre total una vez que se
separa la mayor parte del plasma.

COMPONENTES PLASMATICOS: Son todos aquellos componentes

sanguineos carentes de glébulos rojos.

57



CELULA SENSIBILIZADA.- Célula recubierta de anticuerpos, pero no
aglutinada.

CONSENTIMIENTO INFORMADO: Es el documento firmado por el
paciente o su representante, por el cual se otorga autorizacion al
procedimiento invasivo de transfusion de sangre o hemocomponentes que
se pretende realizar, luego de una explicacién y de asegurarse que ha
sido comprendida.

EXANGUINOTRANSFUSION: Es el procedimiento por el cual se sustituye
la sangre de un paciente por sangre homologa, intercambidndose
pequefios volimenes sucesivamente con fines terapéuticos.
ENFERMEDAD HEMOLITICA DEL RECIEN NACIDO.- Cuadro en el cual
los anticuerpos maternos cruzan la placenta y atacaban a los eritrocitos
fetales que poseen los antigenos correspondientes.
HEMOCOMPONENTES LEUCOREDUCIDOS O LEUCODEPLETADOS:
Son aquellos hemocomponentes de la sangre, en que por procedimientos
especiales (sistema oOptico o filtracion) se ha reducido la cantidad de
leucocitos.

HEMOLISINA.- Anticuerpo que se combina con el complemento y
destruye (hemoliza) los glébulos rojos portadores del antigeno
correspondiente.

HEMOLISIS.- Destruccion (lisis) de la membrana eritrocitaria que libera el
contenido: hem y globina. Resulta de la reaccion entre un anticuerpo
INCOMPATIBILIDAD SANGUINEA: Es determinada por la presencia de
uno o mas anticuerpos en el suero del receptor dirigidos contra antigenos
eritrocitarios de la sangre a transfundir o transfundida (incompatibilidad
mayor). Ocurre también cuando los antigenos del receptor reaccionan
contra los anticuerpos presentes en el plasma a transfundir
(incompatibilidad menor).

PRUEBAS PRETRANFUSIONALES O DE COMPATIBILIDAD: Son
aguellas pruebas requeridas con el fin de garantizar la compatibilidad
entre el donante de sangre y el receptor de una transfusion. Dentro de

éstas estan: tipificacion directa e inversa ABO, tipificacion RhD, rastreo de

58



anticuerpos irregulares, prueba de antiglobulina humana directa (coombs
directo) y prueba cruzada mayor.

RECIEN NACIDO DE BAJO PESO Y MUY BAJO PESO: Recién nacidos
de bajo peso son aquellos que pesan menos de 1500 g, Y muy bajo peso
aguellos que pesan menos de 1000 g.

TRANSFUSION ABO COMPATIBLE: Se define como transfusiéon ABO
compatible cuando el receptor de un componente recibe la sangre de un
grupo igualo diferente al suyo pero compatible, sin ocasionar ningun
riesgo. Por ejemplo:

RECEPTOR GRUPO A: puede recibir concentrado de glébulos rojos O,
componentes plasméticos AB, y los de su propio grupo sanguineo.
RECEPTOR GRUPO B: puede recibir concentrado de glébulos rojos B,
componentes plasmaticos AB, y los de su propio grupo sanguineo.
RECEPTOR GRUPO AB: puede recibir concentrado de globulos rojos A,
B, O Y componentes plasmaticos soélo de su grupo AB.

RECEPTOR GRUPO O: sélo podra recibir concentrado de glébulos rojos
grupo O, y componentes plasmaticos A, B, AB Y los de su mismo grupo.
TRANSFUSION INTRAUTERINA: Es la transfusion realizada al feto antes
de su nacimiento.

TRANSFUSION ISOGRUPO: Se define “isogrupo" cuando los
componentes sanguineos seleccionados pertenecen al mismo grupo
sanguineo. Por ejemplo concentrado de globulos rojos A, destinado para
un paciente de grupo A; concentrado de plaquetas O, para un paciente de
grupo O.

TRANSFUSION MASIVA: Se define como el reemplazo del volumen
sanguineo total del paciente por sangre homologa, en menos de 24 horas.
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2.4 HIPOTESIS Y VARIABLES

2.4.1 HIPOTESIS: Se puede validar a las pruebas antiglobulinicas

mediante la preparacion y empleo de las células control coombs caseras.
2.4.2VARIABLES
2.4.2.1 VARIABLE INDEPENDIENTE

Preparacion y utilizacion de las células control Coombs caseras.

2.4.2.2 VARIABLE DEPENDIENTE

Validacion de las pruebas antiglobulinicas.
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2.5 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

VARIABLE TECNICAS E
INDEPENDIENTE CONCEPTO CATEGORIA INDICADORES INSTRUMENTOS
Son células con | Células reactivas de | Intensidad de reaccion | TECNICA
Preparacion y S »
carga antigénica y de | control Para la preparacion de
utilizacion de las . . .
antiglobulina para las células de control
células control .
estimular la Coombs.
coombs caseras. -
reactividad en los
ensayos de coombs INSTRUMENTOS
con resultados Guia de observacion
negativos.
Validacion de las | Prueba que permite | Prueba Intensidad de reaccién | TECNICA:
pruebas detectar la presencia | Inmunohematologica. Para la aplicacion de las
antiglulinicas de anticuerpos células control de
irregulares causantes Coombs en ensayos
de la alteracion antiglobulinicos con

inmunologicas

eritrocitarias

resultados negativos.
Observacion
INSTRUMENTOS

Guia de observacion
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CAPITULO Il

3. MARCO METODOLOGICO

3.1 METODO CIENTIFICO.

Se utilizoé en el presente trabajo investigativo el método cientifico porque
contiene un conjunto de pensamientos universales, leyes y principios
comprobables importantes en el aporte de la validacion de las pruebas
antiglobulinicas cuyo trabajo esta relacionado al apoyo de diagndstico por
laboratorio de trastornos hematol6gicos ocasionados por la presencia de
anticuerpos irregulares que se destinan a la destruccion de los hematies
ocasionando como respuesta la destrucciéon de los globulos rojos y su
descenso en el contaje total de los mismos ocasionando como efecto
cuadros de anemia que en algunos casos pueden ser tolerables por el
organismo y en otros no. Como meétodo cientifico est4 constituido por
leyes principios normas Yy reglas que conforman un conjunto de
conocimientos sistematicos ligados a la vialidad, medibles para concluir y
recomendar cambios que se requieran ante la realidad de los hechos en
beneficio del bienestar de los pacientes sometidos a evaluaciones
Inmunohematoldgicas, transfusiones de sangre y sus derivados o a los
estados de gestacionales, esto permite que en el desarrollo del trabajo se
plantea hipotesis leyes y teorias a confirmarse o a manipularse.

METODO DEDUCTIVO- INDUCTIVO:

Se aplica el método deductivo inductivo debido a que cualquier area del
conocimiento y sobre todo en este tema de trabajo investigativo
relacionado al campo de la salud, radica en poder plantear hipotesis leyes
y teorias para alcanzar una comprension mas amplia y profunda del
origen desarrollo y transformacién de los fendmenos, para no limitarse
Gnicamente en hechos empiricos que logran acercarse a nuestros medios
por la experiencia, en la induccion va de los hechos particulares a las
afirmaciones de caracter general y en este trabajo de tesina no se quiere

alcanzar unicamente al resultado negativo de ensayos antiglobulinicos
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porque en las muestras hay la carencia del anticuerpo en estudio, esto
implica que los resultados pasan por observaciones de confirmacion de
hipétesis planteadas. Con la deduccion permite llegar al objetivo de
evaluacion mediante la medicidn de leyes y principios que también son
observables cuantificables y manipula asi como se plantea en el tema
validar el resultado del ensayo de Coombs con aplicacion de células de
control que pueden ser preparadas en el laboratorio y respaldar los
resultados en pruebas de alta importancia en el diagndstico, pronostico y
control de trastornos hematolégicos ligados a la reduccion del nimero de
globulos rojos.

LA APLICACION DEL METODO ANALITICO.

Se utilizé el método analitico porque permite descomponer los elementos
que componen al tema de estudio de esta manera se plantea la teoria, se
sustenta la practica y se emite resultados para validar ensayos y
apoyarnos en la comprobacion de la hipétesis, analizando sus dos
elementos importantes con los que se estructura el teme de estudio que
son las variables tanto dependiente como independiente, asi el empleo de
células reactivas elaboradas o preparadas pueden validar ensayos
antiglobulinicos de respuesta negativa a la presencia de anticuerpos
irregulares.

TIPO DE INVESTIGACION

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

DESCRIPTIVA.

El tipo de investigacion utilizada es descriptiva debido a que permite
describir los eventos que se dan para llegar a las conclusiones,
apoyandose en teoria cientifica ya descrita y planteada en una poblacion
especifica con un tipo determinado de muestras en estudio.
EXPLICATIVA.

Se emplea este tipo de estudio debido a que satisface las necesidades
con las que se sustenta la base tedrica y practica para asi dar a conocer

el motivo del planteamiento de tema y como se logra paso a paso su
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estudio y conclusién final, haciéndole al lector una explicacion sencilla
concisa y entendible.

DISENO DE INVESTIGACION

Esta investigacion fue de campo

DE CAMPO

Debido a que el proceso investigativo se llevd a cabo en un lugar
especifico donde se manipula técnicamente las muestras en estudio sin
riesgos sanitarios para el operario y el medio ambiente como es en el

laboratorio del subcentro de salud Chambo.
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3.2 POBLACION Y MUESTRA

POBLACION

La presente investigacion esta constituida por 210 ensayos, es

relativamente pequefo por ello no se extrae muestra.

MUESTRA

Se trabaja con la talidad de la poblacién que es de 210 ensayos.

3.3 TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE
DATOS

TECNICAS

Observacion

Analisis documental.de la sustentacion tedrica
Recopilacion bibliografica

INSTRUMENTOS:

Guia de observacion.

Guia para el reporte de resultados..
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3.4 TECNICAS PARA EL ANALISIS E INTERPRETACION DE
RESULTADOS.

Cuadros Estadisticos
Representacion graficas de las tabulaciones.

Interpretacion de las tabulaciones.
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ESTADISTICAS



ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS.

Tabla 4 . Ensayos en los que se utilizé células control coombs

TOTAL PAD PAI
210 110 100

Fuente: Laboratorio Chambo Area de salud N°1.
Disefio: José Barreto.

llustracion 20 Representacion grafica de la tabla N° 4

TOTAL DE ENSAYOS QUE UTILIZAN CELULAS CONTROL
COOMBS - RELACION PORCENTUAL

mPAD mPAl

Fuente: Laboratorio Chambo Area de salud N°1.
Disefio: José Barreto.

INTERPRETACION: La gréafica o ilustracion representa la relacion
porcentual de ensayos practicados Yy en los que se utilizo las células
caseras para control de las pruebas de coombs. De 210 ensayos, 110 son
ensayos de coombs directo (PAD) representados en un 52% de las
muestras estudiadas y 100 de coombs indirecto (PAI) representados en
un 48% de muestras estudiadas, se requieren que sus resultaos sean en
primera instancia negativos, para que se positivice al utilizar las células
control coombs, dando un valor de control a los resultados negativos

antiglobulinicos
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Tabla 5. Cantidad de ensayos PAD que se realiza por mes y en las que se utiliza las células de
control coombs.

COOMBS DIRECTO

MES CANTIDAD
FEBRERO 18
MARZO 16

ABRIL 19

MAYO 27
JUNIO 16

JULIO 14

TOTAL 110

Fuente: Laboratorio Chambo Area de salud N°1.
Disefio: José Barreto.

llustracion 21 Representacion grafica de la tabla estadistica N°5

ENSAYOS DE PAD POR MES EN LAS QUE
SE APLICA LAS CELULAS CONTROL
COOMBS

30
25
20
15
10

FEBRE | MARZ | ABRIL | MAYO | JUNIO | JULIO
RO 0

m CANTIDAD 18 16 19 27 16 14

Fuente: Laboratorio Chambo Area de salud N°1.
Disefio: José Barreto.

INTERPRETACION: De los 110 ensayos de coombs directo en las que se
aplicaron células control coombs caseras, el mes de junio tiene el registro
de la menor cantidad de ensayos que son 14 a relacion del mes de Mayo
en el que se registra mayor cantidad de ensayos, a un total de 27.
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Tabla 6. Ensayos por mes de Coombs Indirecto en los
gue se aplica células de control coombs.

MES CANTIDAD
FEBRERO 10
MARZO 15
ABRIL 25
MAYO 18
JUNIO 12
JULIO 20
TOTAL 100

Fuente: Laboratorio Chambo Area de salud N°1.
Disefio: José Barreto.

ENSAYOS DE PAI POR MES EN LAS QUE
SE APLICA LAS CELULAS CONTROL
COOMBS

25
20
15
10
5
0]
FEBRE | MARZ | ABRIL | MAYO | JUNIO | JULIO
RO 0
B CANTIDAD| 10 15 25 18 12 20

llustracion 22 Representacion grafica de la tabla estadistica 6.
Fuente: Laboratorio Chambo Area de salud N°1.
Disefio: José Barreto.

INTERPRETACION: Los ensayos de coombs indirecto en las se aplica
las células caseras de control coombs tienen un mayor porcentaje de
evaluaciones en el mes de abril, con 25 determinaciones y un menor

porcentaje en el mes de febrero con un total de 10 ensayos.
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Tabla 6 Registro de promedios de control de temperaturas.

MES PROMEDIO MINIMO MAXIMO
FEBRERO 11 2 6
MARZO 9 2 6
ABRIL 8 2 6
MAYO 8 2 6
JUNIO 7 2 6
JULIO 6 2 6

.Fuente: Laboratorio Chambo Area de salud N°1.
Disefio: José Barreto.

PROMEDIO DE CONTROL DE
TEMPERATURAS FEBRERO -JULIO 2012
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2 4 —=— MINIVMO
<

e MAXIMO
o

<

=

Ll

[=

0 2 4 6 8
MESES DE REGISTRO DE TEMIPERATURAS

Fuente: Laboratorio Chambo Area de salud N°1.
llustracidn 23. Grafica de la tabla N7

INTERPRETACION: EIl registro de temperaturas de los meses de la
investigacion, denotan variedad en los dias de control y sus equivalentes
en promedio, los parametros minimos de control son de 2 grados
centigrados y maximos a 6 grados centigrados, asi lo establece las
normativas de Bancos de sangre y servicios de transfusion. Los
promedios de temperaturas obtenidos y tabulados se los hace con la
finalidad de brindar una conservacion adecuada a las células coombs que
se prepararon para su estudio y a su vez que las muestras de sangre
empleadas sean conservadas técnicamente para denotar la eficacia de

estas células en la validacion de los ensayos de coombs.
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Tabla 7. Células control coombs preparadas con CPDA1.

VIGENCIA/DIAS PODER DE REACCION | CONSERVACION | ANTICOAGULANTE
2 2 11 CPDA1
2 3 9 CPDA1
3 3 8 CPDA1
3 3 7 CPDA1
4 3 6 CPDA1

Fuente: Laboratorio Chambo Area de salud N°1.
Disefio: José Barreto.

CELULAS CONTROL COOMBS CON CPDA1l
12
10
8
6
4 |
4 B R N N |
, 1N
1 2 3 4 5
W VIGENCIA/DIAS 2 2 3 3 4
W PODER DE REACCION 2 3 3 3 3
CONSERVACION 11 9 8 7 6

[lustracion 24. Células control coombs con CPDA1
Fuente: Laboratorio Chambo Area de salud N°1.
Disefio: José Barreto.

INTERPRETACION: Las células control coombs preparadas con CPAD1,
presentan menor tiempo de vigencia de las preparadas con Sag manitol,
este factor de vigencia se relaciona con la temperatura de conservacion y
la intensidad de reaccion, a temperaturas mayores del promedio de 6
grados centigrados, se limita la vigencia a 2 dias y su poder reaccionante
a intensidad de 2 cruces, (temperatura de conservacion 11 grados
centigrados) siendo el poder maximo de 4 cruces. Células preparadas y
conservadas a temperatura promedio de 6 grados centigrados,

experimentan vigencia de 4 dias con poder reaccionante de 3 cruces.
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Tabla 8. Células control de Coombs preparadas con SAG - Manitol

CELULAS CONTROL COOMBS PREPARADAS CON SAG MANITOL

VIGENCIA/DIAS | PODER DE REACCION | CONSERVACION | ANTICOAGULANTE
3 2 11 SAG - MANITOL
3 2 9 SAG - MANITOL
4 3 8 SAG - MANITOL
4 3 7 SAG - MANITOL
6 3 6 SAG - MANITOL

Fuente: Laboratorio Chambo Area de salud N°1.
Diseno: José Barreto.

CELULAS CONTROL COOMBS CON SAG
MANITOL

12
10

r
r
w
w

1 2 3 4 5

B VIGENCIA/DIAS 3 3 4 4 6
m PODER DE REACCION 2 2 3 3 3
CONSERVACION 11 9 8 7 6

llustracidon 25. Grafica de la tabla 9 Células preparadas con SAG Manitol

Fuente: Laboratorio Chambo Area de salud N°1.
Disefio: José Barreto.

INTERPRETACION: Las células control Coombs preparadas con Sag
Manitol y conservadas a temperaturas reglamentarias tienen un mejor
pronostico de efectividad de reaccién y tiempo de conservacién, a
mayores temperaturas promedio de 11 grados centigrados su limite de
vigencia es de 3 dias, la intensidad reaccionante es de 2 cruces, a
diferencia de la vigencia de 6 dias cuando el promedio de la temperatura
de conservacion es de 6 grados centigrados, aqui su efectividad

reaccionante es de 3 cruces
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COMPROBACION DELA HIPOTESIS

CELULAS CONTROL | VIGENCIA | REACCION | COOMBS DIRECTO | COOMBS INDIRECTO

CPDA1 3 2 110 0

SAG MANITOL 4 3 0 100

Con la preparacion de las células control coombs con SAg manitol su
vigencia se prolonga y su titulacion de reaccion es mejorada a la de las
células preparadas con CPDA1, por lo tanto se puede validar los ensayos
de coombs directos e indirectos negativos al emplear las células control
de coombs demostrando su efectividad con la reaccion de aglutinacion
interpretada con dos y tres cruces de intensidad de reaccion.

UTILIZACION DE LAS CELULAS CONTROL COOMBS

120
100
80
60
40
20

0
VIGENCIA REACCION COOMBS COOMBS
DIRECTO INDIRECTO
E(CPDAL 3 2 110 0
B SAG MANITOL 4 3 0 100

llustracion 26. Representacion grafica de la Hipétesis
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CAPITULO V.,

4. CONCLUSIONES Y RECOMEDACIONES.

4.1 CONCLUSIONES.

e El empleo de las pruebas de coombs son de gran utilidad cuando se
requiere la evaluar la presencia de anticuerpos irregulares de tipo 1gG
en pacientes sometidos a etapas pre transfusion, post - transfusion o
embarazos, su interés clinico se basa en la etapa que se desarrolla o
adquiere este anticuerpo y su grado de concentracién para incrementar
la respuesta inmune hemolitica, ocasionando en algunos casos la
muerte del paciente como puede “presentarse en la enfermedad
hemolitica del recién nacido.

e Las pruebas de coombs directa valora al anticuerpos IgG unido y que
esta reaccionado con el hematie in vivo y a consecuencia de esto el
paciente presente una anemia hemolitica y la prueba de coombs
directo es util su ensayo cuando se quiere valorar la presencia del
anticuerpo 1gG libre y no reaccionante con el hematie para lo cual se
utiliza un soporte de antigeno que estimule a la reaccion confirmando
Su presencia.

e La utilizacion de las células de control coombs es para verificar la
presencia de la antiglobulina libre que forma parte de la composicion
del reactivo de coombs y que no ha detectado al anticuerpo o

inmunoglobulina IgG.
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4.2 RECOMENDACIONES.

e La prueba de coombs directa valora la inter accion del antigeno con el
anticuerpo unido al hematie y que esta estimulando la participacion del
sistema de complemento para producir como respuesta la hemolisis de
los glébulos rojos, en la prueba de coombs indirecto se valora al
anticuerpo libre a consecuencia de un estimulo antigénico y que en la
persona poseedora de este inmunoglobulina no se da la respuesta por
carecer del antigeno especifico.

e Para estudios y confirmacién de la enfermedad hemolitica el recién
nacido, se recomienda la aplicacion de la prueba de coombs directa en
el RN y del coombs indirecto en la madre para confirmar la presencia
del anticuerpo en la medre y que fue transferida al recién nacido y en el
la respuesta de la hemolisis de los glébulos rojos.

e Para la preparacion de las células de control coombs se requiere del
empleo de hematies grupo cero que carezcan de antigenos A y/o By
gue no generen una reaccion positiva a consecuencias de la presencia
de anticuerpos de tipo IgM en el suero o plasma del paciente en
estudio, dando lugar a una validacién inadecuada de las pruebas de

coombs negativas.
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REGISTROS DE TEMPERATURAS.

MES DE FEBRERO
DIAS TEMPERATURA | PROMEDIO | MINIMO MAXIMO
1 10 11 2 6
2 12 11 2 6
3 9 11 2 6
4 8 11 2 6
5 10 11 2 6
6 14 11 2 6
7 8 11 2 6
8 11 11 2 6
9 10 11 2 6
10 13 11 2 6
11 9 11 2 6
12 10 11 2 6
13 15 11 2 6
14 10 11 2 6
15 9 11 2 6
16 12 11 2 6

MES DE MARZO

DIAS TEMPERATURA | PROMEDIO | MINIMO MAXIMO
1 10 9 2 6
2 8 9 2 6
3 9 9 2 6
4 7 9 2 6
5 11 9 2 6
6 8 9 2 6
7 9 9 2 6
8 10 9 2 6
9 12 9 2 6

10 8 9 2 6
11 7 9 2 6
12 10 9 2 6
13 13 9 2 6
14 11 9 2 6
15 7 9 2 6
16 9 9 2 6
17 8 9 2 6
18 10 9 2 6
19 8 9 2 6
20 9 9 2 6
21 11 9 2 6
22 12 9 2 6




MES DE ABRIL

TEMPERATURA | PROMEDIO

MAXIMO

MINIMO

10

10

10

10
11

DIAS

10
11
12
13

14
15

16
17
18
19
20

MES DE MAYO

TEMPERATURA | PROMEDIO

MAXIMO

MINIMO

11

10

11

10
12

10

DIAS

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
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MES DE JUNIO

TEMPERATURA | PROMEDIO

MAXIMO

MINIMO

10

11

10

MES DE JULIO
TEMPERATURA [ PROMEDIO | MINIMO

MAXIMO

10

DIAS

10
11
12
13

14
15

16

DIAS

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

83



PREPARACION DE CELULAS REACTIVAS CON PERSEVERANTES.

SUSPENSION 1:20

VOLUMEN | GR(UL) [ S.SALINA
FINAL 0.9% (UL)

1 ml 50 950

2ml 100 1900

3ml 150 2850

4ml 400 3600

5ml 250 4750

REFERENCIA DE INTENSIDAD

CRUCES |AGLUTINADOS REPRESENTACION
4 UNICO
UN AGLUTINADO
GRUESO Y FINOS
3 DISPERSOS
DISPERSOS,
CLARAMENTE
2 VISIBLES
PEQUENOS
AGLUTINADOS
1 DISPERSOS




HEMATIES CON CPDA1
DCIZENS\];II\I%AIEE CANTIDAD | VOLUMEN
TOTAL DE CPDA1 TOTAL
1 ml 0,14 ml 1,14 ml
2 ml 0,28 ml 2,28 ml
3ml 0.42 ml 3.42 ml
4 ml 0.56 ml 4,56 ml
5ml 0.70 ml 5.70 ml
6 ml 0.84 ml 6.84 ml
7 ml 0.98 ml 7.98 ml
8 ml 1.12 ml 9.12 ml
9ml 1.26 ml 10.26 ml
10 ml 1.40 ml 11.40 ml

HEMATIES CON SAG MANITOL

CANTIDAD | SE ADICIONA | VOLUMEN

DE ST ADSOL FINAL
1 ml 0.22 ml 1.22 mi
2ml 0.44 ml 2.44 ml
3 mi 0.66 ml 3.66 mi
4 mi 0.88 ml 4. 88 ml
5mi 1.10 ml 6.10 ml
6 ml 1.32 ml 7.32 ml
7ml 1.54 ml 8.54 ml
8 mi 1.76 ml 9.76 ml
9ml 1.98 ml 9.98 ml
10 ml 2.20 ml 12.20 ml
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PRUEBA

RESULTADO

CONTROL

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

B[R
LN LG CNE

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

COOMBS DIRECTO VALIDADO CON CELULAS CONTROL COOMBS
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Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

101

Negativo

Positivo
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COOMBS

COOMBS INDIRECTO VALIDADO CON CELULAS CONTROL

COOIVIBS INDIRECTO CON CELULAS COT

PRUEBA

RESULTADO

CONTROL

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

N
HOKOOO%O\U'I»BWNH

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo
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Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo
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Positivo
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Positivo
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Positivo
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Positivo
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Positivo
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Positivo
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Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo
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