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RESUMEN.

La realizacion de las pruebas de coombs o llamadas antiglobulinicas, son pruebas
que se aplican en la rutina de bancos de sangre o servicios transfusionales, como
lo es el servicio de Medicina Transfusional del Hospital General Docente de la
ciudad de Riobamba, esta prueba esta destina a valorar la presencia de aglutininas
en el proposito de transfusiones de sangre o sus derivados como también el
estudio de incompatibilidades de grupos sanguineos materno fetales y como
apoyo en el estudio de reacciones transfusionales a consecuencia del uso y
administracion de hemoderivados. Esta investigacion tiene como objetivo la
preparacion de celulas reactivas mediante el empleo de antisueros mono y
policlonales para aplicarlos en la validacion de ensayos de coombs mediante su
poder de intensidad de reaccién como también correlacionar este resultado con el
empleo de tarjetas screening. De la hipétesis planteada llegamos a comprobar que
si se logré validar los ensayos negativos de coombs directos e indirectos al utilizar
las células de control preparados con antisueros policlonales y monoclonales, para
respaldo de los resultados obtenidos se realiz6 ensayos de anti 1gG y C3d, los
cuales fueron negativos correlacionando asi el resultados de coombs y el empleo
de las celulas control al obtener positividad en dichos ensayos. Como
conclusiones obtenidas citamos que el emplear la combinacién de antisueros anti-
D monoclonal y policlonal para preparar celulas control coombs garantizan este
medio de control por cuanto la estructura antigénica RhD presenta variaciones en
sus epitopes que pueda en su mayoria generar la produccién de anticuerpos
inespecificos o irregulares que representan la causa de positividad en los ensayos
de coombs, se recomienda validar estas células con pruebas especificas, de IgG y
C3d, esto genera en el trabajo realizado un control adicional a la prueba de
coombs negativa.
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INTRODUCCION

La realizacion de las pruebas de coombs o llamadas antiglobulinicas, son pruebas que
se aplican en la rutina de bancos de sangre o servicios transfusionales, como lo es el
servicio de medicina transfusional del Hospital General Docente de la ciudad de
Riobamba, esta prueba esta destina a valorar la presencia de aglutininas en el
propdsito de transfusiones de sangre o sus derivados como también el estudio de
incompatibilidades de grupos sanguineos matero fetales y como apoyo en el estudio
de reacciones transfusionales a consecuencia del uso y administracion de

hemoderivados.

Las pruebas de coombs son muy Utiles para detectar anticuerpos irregulares los cuales
suelen ser de tipo IgG y aparecen al existir estimulos antigénicos como por ejemplo
transfusiones sanguineas o durante el embarazo y pueden generar reacciones

hemoliticas severas provocando anemias hemoliticas por transfusiones o AHRN

Una prueba de coombs con resultado negativo debe ser comprobada para verificar
que no existan anticuerpos irregulares para ello utilizamos las células de control
coombs que tienen marcadores IgG para una anti IgG que queda libre en la muestra al

colocar el reactivo de coombs

Validar los ensayos antiglobulinicos es parte de la seguridad en el reporte de los
ensayos de coombs, se suele utilizar células llamadas comerciales con marcacion 1gG
pero también se las puede preparar en el laboratorio de los servicios transfusionales,
cuando estos no se los pueden acceder facilmente o cuando el consumo ha sido alto y
rompe el stock, esta preparacion debe ser cuidadosa y vigilada para evitar el uso de
células caseras deterioradas y marquen un control falso a favor de un resultado
exitoso de coombs que involucren la aceptabilidad de unidades de sangre
seleccionadas para una transfusion o que apoyen a un resultado falso de respuesta

inmune a una incompatibilidad transfusional o feto materna.

Estas pruebas son beneficiosas pero al mismo tiempo pueden generar reacciones

cruzadas en pacientes que tienen inmunoglobulina IgG por infecciones a
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consecuencia de una memoria inmunoldgica por ello la correlacion de la prueba de

coombs garantiza la conclusion final del resultado.

La revista chilena de ginecologia y obstetricia ha realizado una investigacion basada
en el “Manejo de la embarazada con isoinmunizacion por anticuerpos
irregulares” la cual se refiere a la isoinmunizacion eritrocitaria feto-materna se
define como la presencia de anticuerpos maternos dirigidos contra antigenos
presentes en los globulos rojos fetales. Los anticuerpos maternos pueden atravesar la
barrera placentaria y provocar hemolisis de los globulos rojos fetales produciendo
anemia hemolitica e hiperbilirrubinemia, caracteristicas de la enfermedad hemolitica
perinatal (EHP). La principal causa de EHP es la incompatibilidad ABO, seguida de
la isoinmunizacién por RhD; esta Gltima ha disminuido su incidencia dado el amplio
uso de inmunoglobulina anti D. Sin embargo, el glébulo rojo tiene més de 400
antigenos, muchos de ellos (>50) capaces de producir isoinmunizacion y EHP. En
este articulo, revisamos la evidencia y proponemos un algoritmo de manejo y
seguimiento de las embarazadas con isoinmunizacién por anticuerpos irregulares. En
la isoinmunizacion por anticuerpos irregulares, los titulos de anticuerpos maternos no
se correlacionan con la gravedad de la enfermedad. La anemia en la EHP por
anticuerpos anti-Kell es secundaria a una supresion de la eritroblastosis fetal a
diferencia del resto de los sistemas que producen anemia hemolitica. Recomendamos
efectuar tamizaje de todas las pacientes en el control prenatal, solicitando grupo
sanguineo, Rh y test de Coombs indirecto. En las pacientes Rh (+) con test de
Coombs indirecto positivo es necesario identificar los anticuerpos irregulares. En
caso de tener isoinmunizacién por anticuerpos irregulares con riesgo de EHP, derivar
a una unidad de alto riesgo obstétrico para realizar seguimiento de la aparicién de
anemia fetal midiendo de modo seriado el peak sist6lico de la arteria cerebral media.
Si se detecta anemia fetal, debemos planificar una cordocentesis para confirmar el

diagnostico y tratar la anemia.
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CAPITULO I

1. Problematizacion.

1.1 Planteamiento Del Problema.

Las pruebas antiglobulinicas, es el medio principal por el cual se detectan varias
interacciones antigeno anticuerpo, esta técnica se realiza como parte de la rutina de
deteccion de anticuerpos, y pruebas cruzadas para las transfusiones de la sangre y sus
derivados.

La célula control coombs es un pool de células rojas del grupo O que se han
sensibilizado con un anticuerpo IgG. Estas células se han preparado en una
suspension del 4-6% en una solucion buffer con conservadores que contienen
adenosina y adenina para retardar la hemolisis durante el periodo de vida util del
reactivo.

El reactivo de células rojas no se debe de usar si las células estan obscuras,
autoaglutinadas o si presentan una hemdlisis significativa, se puede presentar una
hemdlisis ligera con el tiempo, a pesar de los conservantes la manipulacion continua
deteriora a los hematies y en algunos casos una inadecuada conservacion acelera su

destruccioén.

Los servicios transfusionales deben disponer de un stock suficiente, pero como son
células fabricadas las casa comerciales ofertan un calendario de abastecimiento
mensual y programado para el afio, al no disponer de células comerciales de control,
el servicio de transfusion debe estar capacitado para preparar estas células, por ello la
sensibilizacion con anticuerpos mono y policlonales son las alternativas que se
plantean en este trabajo para garantizar el control de resultados de las pruebas
antiglobulinicas, se menciona a estos reactivos por la variedad antigénica D que se

encuentra en la poblacion.
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El éxito de las transfusiones de la sangre y sus derivados los lleva el servicio de
transfusion como lo hay en el Hospital Docente de la ciudad de Riobamba, la
cobertura de atencion de las transfusiones es en la provincia de Chimborazo y en los
hospitales de la ciudad, como el Hospital Alfonso Villagdmez conocido como el
Hospital de Nifios y otros hospitales como es los de la zona de salud 3 dentro de ellos
Hospital de Guamote, Cajabamba, Alausi y Chunchi.

La o las patologias relacionadas a la necesidad de transfusiones son variadas y las
exposiciones a transfusiones multiples o conocidas como pacientes politransfundidos,
multiparidad, enfermedades hemoliticas, generan la produccién de anticuerpos que
comprometen el estado del paciente y ponen en inseguridad la transfusion de la

sangre.

La validacion o control de los ensayos para garantizar las transfusiones de sangre han
permitido minimizar los riesgos de la transfusion en este tipo de pacientes, es por ello
la aplicacién del control de la prueba mediante la utilizaciéon de las Ilamadas células
de control que seran preparas para su empleo en las pruebas de coombs que permiten

el control de resultados y el éxitos de las transfusiones.

En el Hospital Docente de Riobamba, se llevan a cabo més de 3000 transfusiones por
afio y se han detectado una variedad de anticuerpos relacionados o comprometidos
con transfusiones presentes y futuras, las determinaciones de estos anticuerpos son
en pacientes mujeres y nifios por la relacion de incompatibilidad feto materna y
multiparidad, es en ellos los cuidados a mantenerse en el diagnosticos de
incompatibilidades, identificacién de grupos sanguineos, aplicacién y validacién de

pruebas de coombs y seguridad en las transfusiones.

1.2 Formulacion del Problema.
¢, Se lograré validar los resultados de los ensayos de coombs directos e indirectos al

emplear células preparadas control coombs y relaciionarlas con tarjetas screening

policlonales (IgG — C3d), cuando se han utilizado antisueros monoclonales vy
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policlonales en el Servicio de Medicina Transfusional del Hospital Provincial General
Docente de Riobamba?

1.3 Objetivos.

1.3.1. Objetivo General.

“Validar los resultados de los ensayos antiglobulinicos directos e indirectos al
emplear células preparadas de control coombs en ensayos realizados en el servicio de
medicina transfusional del Hospital Provincial General Docente de Riobamba en el

periodo Enero a Junio de 2014”

1.3.2. Objetivos Especificos.

e Aplicar el ensayo de coombs directo e indirecto en pacientes sometidos
transfusiones para prevenir complicaciones relacionadas a las transfusiones de
sangre mediante las pruebas de pantallas y multipanel.

e Preparar células reactivas mediante el empleo de antisueros mono y policlonales
para aplicarlos en la validacion de los ensayos de coombs mediante su poder de
intensidad de reaccion.

e Validar resultados de pruebas antiglobulinicas con las células reactivas de

coombs y correlacionar sus resultados con el empleo de tarjetas screening.

1.4 Justificacion e Importancia.

Las pruebas antiglobulinicas detectan anticuerpos circulantes dirigidos contra los
hematies. EI motivo principal por el que una persona puede tener anticuerpos
dirigidos contra sus hematies es haber estado expuesta, a través de una transfusion de

sangre o por el embarazo, a hematies de otra persona.

Los hematies (o globulos rojos de la sangre) suelen tener unas estructuras en su
superficie conocidas como antigenos lo que nos muestra que cada persona presenta en
sus hematies un conjunto de antigenos caracteristico, determinado por la herencia, los

antigenos principales de superficie de los hematies humanos son los antigenos O, Ay
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B, otorgando a los individuos unos grupos sanguineos caracteristicos: A, B, AB o O,

en funcion de la presencia o ausencia de dichos antigenos.

Otro antigeno de superficie importante es el factor Rh o antigeno D. Si el antigeno D
estd presente en los hematies de una persona, se dice que la persona es Rh+

(positivo); si estuviera ausente seria Rh- (negativo).

Las pruebas antiglobulinicas se realizan para valorar anticuerpos 1gG presentes en la
membrana del hematie libre o unidos, validar los ensayos es parte de un control de los
resultados, es por ello el empleo de las células control coombs, la propuesta de
preparar células con reactivos anti-D mono y policlonales, para disponer de este
control cuando no se dispongan de reactivos de control comercial y cuando los
ensayos de coombs se realizan en la técnica de tubo, la cual requiere de un control de

ensayos para garantizar los resultados.

Por la cantidad de transfusiones y atencion en demanda de pruebas
inmunohematoldgicas se aplican diferentes técnicas, insumos y reactivos, no todos
los centros de trasfusiones, servicios de medicina transfusional o bancos de sangre
cuentan con tecnologia de ultima generacién para estos ensayos, el H.P.G.D.R en el
servicio de medicina transfusional se cuenta con la tecnologia de gel para pruebas
antiglobulinicas, la calidad de reactivos y equipamientos son de Gltima generacion,
los costos son elevados, la cantidad de pruebas superan los 3000 determinaciones
mensuales, la cobertura en atencion es alta, por lo que requieren de mantener un
control estricto en la generacidn de ensayos asociados a las transfusiones, procesos de
acreditacion como lo tiene el HPGDR, exigen mantener un trabajo de alta calidad, es
por ello la utilizacion de estas células de control cuando no se disponen de medios de

ensayos de alta complejidad.
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CAPITULO II

2. Marco Teorico.

2.1 Posicionamiento Personal.

La teoria del conocimiento o creencia, es lo que conlleva al trabajo de esta
investigacion la cual es elaborada basandose o partiendo del conocimiento del
pragmatismo considerado la relacion teorica y préactica, para alcanzar los objetivos
finales de este proceso investigativo, todo ensayo de laboratorio, relaciona el sustento

cientifico con los aportes préacticos.

Una de las corrientes filosofica aplicada en este trabajo investigativo es el
pragmatismo en el cual se cree que el hombre es incapaz de captar la esencia intima
de las cosas, que la razén humana es incapaz de resolver los enigmas metafisicos y
desvia entonces su atencion 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. EI pragmatismo cree que el pensamiento no tiene por finalidad conocer
las verdades metafisicas, sino orientarnos, ajustarnos prosperamente a la realidad. El
pensamiento es como una funcion vital que tiene su papel en la conservacion y

preservacion de la vida. Introduce un nuevo concepto de la verdad.

Para el pragmatismo un pensamiento es verdadero cuando es util y fomentador de la
vida. Este pensamiento pragmatista se enmarca dentro de las filosofias de la vida para
las cuales la vida humana es el valor cimero, siendo todos los otros valores medios
utiles para el fomento de la vida: la verdad es lo atil y conveniente al hombre; el
conocer y el pensar son funciones al servicio de la conservacion y promocion de la
vida. (TORELLA, 2006).
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2.2 Fundamentacion Tebrica.

2.2.1 Test Antiglobulinico
2.2.1.1 Generalidades.

En algunos centros obstétricos se recomienda la determinacion del grupo sanguineo
ABO y Rh, asi como la PDC en sangre de cordon umbilical o en las primeras horas
de vida. Las variantes de esta practica incluyen la deteccién rutinaria a todo neonato,
a aquellos con antecedentes familiares o maternos relacionados con EHRN,
Unicamente en mujeres Rh negativo, cuando la madre es del grupo sanguineo “O” o
en aquellos casos con ictericia en las primeras horas de vida., Esto conduce a que la

prevalencia de la PDC positiva en la poblacion neonatal.

La enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN) es una afeccion inmunolégica
autoinmunitaria en la cual la vida del hematie esta acortada como resultado de la
accion de anticuerpos maternos que pasaron a través de la placenta y que son
especificos contra antigenos de origen paterno presentes en las células rojas del recién
nacido.

La etiopatogenia de la EHRN esta basada en la incompatibilidad de grupo sanguineo
madre/neonato, lo que origina el desarrollo de una respuesta inmunitaria en la madre
(excepto en la incompatibilidad ABO, donde los anticuerpos estan preformados), el
paso de anticuerpos de la clase IgG a través de la placenta y su unién a la membrana

del hematie.

De los 30 sistemas eritrocitarios identificados, aproximadamente 60 antigenos son
capaces de inducir la enfermedad hemolitica del feto y recién nacido Este trastorno se
relaciona principalmente con el antigeno D del sistema Rh y con la incompatibilidad
al sistema ABO. En la poblacién indigena de Mesoameérica, el grupo sanguineo O y
Rh positivo se observa en mas de 95% de los sujetos estudiados. En nuestra
poblacién se encuentra una relacion similar, lo que genera una alta tasa de antigenos

gue podrian generar la reaccion al unirse con el anticuerpo especifico.

La presencia de C3b y C3d en el eritrocito de los casos con PDC positiva refleja, por

un lado, el origen neonatal del complemento y, por otro, la activacion incompleta del
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sistema del complemento sin generar lisis celular, secundaria a la interaccion

antigeno-anticuerpo antieritrocitario.

La ictericia es un evento clinico frecuente que afecta con intensidad variable
aproximadamente a 15% de la poblacion de recien nacidos. La incompatibilidad a
grupos sanguineos y la enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN) por
anticuerpos antieritrocitarios, presentan cifras de 4 hasta 50% de todos los recién
nacidos evaluados por hiperbilirrubinemia. Las causas mas frecuentes involucradas
en la EHRN contindan siendo la incompatibilidad al sistema ABO vy la
isoinmunizacion a RhD. Paulatinamente se ha hecho evidente la participacion de
anticuerpos dirigidos contra otros antigenos del sistema Rh, como son Rhc, RhC o
RhE, u otros sistemas eritrocitarios como el Kell, Diego o Duffy. En nuestro medio,
el anti-D es el anticuerpo antieritrocitario mas frecuentemente involucrado en la

EHRN, pero los otros anticuerpos ocupan de 5 a 15% de los casos.

La hiperbilirrubinemia que apunta hacia la ictericia nuclear (‘kernicterus’) es el
mayor problema. La bilirrubina en la sangre de los recién nacidos afectados por
EHRN alcanza normalmente su pico maximo entre las 24 y 48 h después del
nacimiento. La prueba de Coombs directa (CD) generalmente es negativa, a pesar de
que un anticuerpo IgG anti- A o anti-B puede ser eluido de los eritrocitos del recién

nacido. En ocasiones el CD es positivo.

Para el caso del sistema ABO, mas de 50 % de las madres del grupo sanguineo O
presentan concentraciones clinicamente significativas de anticuerpos anti-A y anti-B
del isotipo IgG. Alrededor de 15- 18% de los embarazos son incompatibles al sistema

ABO y corren riesgo de enfermedad hemolitica potencial.

En el caso del antigeno RhD, desde menos de uno y hasta 5% de la poblacién
obstétrica es RhD negativo, con tasa de isoinmunizacién hasta de 15% en hospitales
obstétricos. En la estrategia global del estudio de la EHRN, se incluye la
determinacion de la prueba directa de la antiglobulina humana o prueba directa de
Coombs (PDC), ya sea con la técnica clésica de aglutinacion en tubo o en gel. Esta

prueba permite identificar la presencia de anticuerpos antieritrocitarios del isotipo
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IgG, provenientes del suero materno en la superficie de los eritrocitos del feto o
neonato. En los casos de incompatibilidad ABO mas de 80% la PDC es negativa,
pero al efectuar la técnica de levigado o eluido, la reactividad en los resultados de la

prueba aumenta en la misma proporcion. (GONZALEZ, 2009).

2.2.1.2 Importancia Clinica.

Permite demostrar la presencia de anticuerpos incompletos mediante el uso de un
segundo anticuerpo, que es una antiglobulina. Su uso es para pruebas de
compatibilidad o pruebas cruzadas, deteccién de anticuerpos humanos, pruebas para
la variante del antigeno (Ag) Rho llamado Dhu y pruebas en eritrocitos de cordon

umbilical o pacientes transfundidos.

Aunque se han identificado méas de 60 antigenos eritrocitarios diferentes capaces de
provocar una respuesta inmunitaria en un receptor adecuado, este trastorno se
relaciona principalmente con el antigeno D del sistema Rh y con los antigenos ABO

del sistema del mismo nombre.

De manera general, los nifios afectados requieren como modalidad de tratamiento la
fototerapia. La necesidad de exanguinotransfusion es rara (aproximadamente 1:1000
a 1:5000). (VILLEGAS, 2007)

Tabla 1 Incompatibilidad Madre e Hijo ABO.

Grupo sanguineo ABO Cantidad de %
e | Recnmacilp || Pecente

L [ [ m

: [ W

Tofal I m

Fuente: (VILLEGAS, 2007)
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2.2.1.3 Clasificacion.

La prueba de Coombs es un examen de sangre que se usa en inmunologia y
hematologia. Este andlisis puede detectar la presencia de anticuerpos en suero que
reaccionan con antigenos en la superficie de los globulos rojos. Hay dos tipos

distintos de la prueba de Coombs: el directo y el indirecto

Coombs Directo:

El Coombs directo se realiza a pacientes en los primeros momentos de una reaccion
hemolitica y en el diagndstico de anemias hemoliticas auto inmunes, hemdlisis

inducidas por drogas, y enfermedad hemolitica del recién nacido.

La prueba de Coombs directa se utiliza principalmente para determinar si
una anemia hemolitica, en la que la tasa de destruccion de los hematies o células
rojas de la sangre es superior a la tasa de produccion de las mismas, es debida a la
presencia de anticuerpos frente a los hematies. Esto puede suceder en anemias
hemoliticas autoinmunes en las que la persona produce anticuerpos frente a antigenos

de sus propios hematies (anticuerpos).

La prueba de Coombs directa también se utiliza para diagnosticar la enfermedad
hemolitica en el recién nacido o feto, debida a incompatibilidad sanguineo entre la
madre y el feto ya que en el momento del nacimiento la madre puede haber quedado
expuesta a antigenos de los hematies del recién y puede haber generado anticuerpos
contra los hematies de su hijo. Este seria el caso de un bebé Rh-positivo cuya madre

es Rh-negativo.

Anteriormente, la presencia de anticuerpos frente al antigeno Rh constituia la causa
mas frecuente de enfermedad hemolitica del recién nacido, si bien actualmente esta
situacion es rara gracias al uso de tratamientos preventivos administrados a la madre
durante y después de cada embarazo. La causa mas frecuente de enfermedad

hemolitica del recién nacido en la actualidad es la incompatibilidad ABO entre una

23



madre del grupo O y su bebé. Este tipo de incompatibilidad materno-fetal suele ser

leve.

La prueba de Coombs directa también puede utilizarse para evaluar una posible
reaccion transfusional. Si después de haber recibido una transfusion de sangre se
presenta fiebre u otros sintomas o signos sugestivos de una reaccion hemolitica
transfusional, la prueba de Coombs directa indicard si la persona ha generado
anticuerpos contra los hematies transfundidos. Si se detecta anticuerpos fijados a la
superficie de los hematies, éstos pueden ser destruidos (hemolizados) o eliminados de

la circulacion antes de lo normal. (Clinical, 2012).
Técnica del Coombs Directo:

Analisis que permite identificar anticuerpos, complemento o ambos, adheridos a la
membrana del eritrocito, mediante el uso de anticuerpos contra la gammaglobulina

humana (suero de Coombs).
Materiales.
e Tubos 12 x75
e Suspension de células de receptor
e Solucion salina 0,9%
e Marcador
e Pipetas pasteur
e AHG
e Células Control Coombs

e Gradilla para tubos

e Termo bloque a37° C
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e Cronometro

Técnica.
e Identificar un tubo como CD y el nombre del receptor
e Afadir 1 gota de la suspension de células del receptor
e Afiadir 2 gotas de AHG, mezclar
e Centrifugar 15 segundos a 3000 rpm

e Resuspender los eritrocitos cuidadosamente y realizar la observacion
macroscopica sobre una fuente de luz indirecta, comprobando si existe

aglutinacion o hemadlisis.

e Las reacciones negativas confirmar con Control Coombs, afiadir una gota a

cada tubo y mezclar suavemente y centrifugar 15 segundos a 3000 rpm.

e Resuspender los eritrocitos cuidadosamente sobre una lampara de luz
indirecta, comprobando que exista 2 cruces (++) de aglutinacion que
demuestra que el reactivo AHG utilizado esta funcionando adecuadamente.

Figura 1 Representacion del Coombs Directo

\, Resultng positivo

Fuente:http://rutasdelasangre.blogspot.com/2014/12/test-de-antiglobulina-humana.html?view=sidebar
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Interpretacion de los resultados

e Una reaccion de aglutinacion negativa indica que no hay anticuerpos o
complemento fijado en la membrana de los glbulos rojos

e Una reaccion de aglutinacion positiva indica la presencia de anticuerpos
irregulares o complemento fijados en la membrana de los gl6bulos rojos.
(JARAMILLO, 2012)

Tabla 2 Anticuerpos con significado Clinico.

Clinicamente Significativos si Significativos Clinicamente
significativos reaccionan a 372C algunas veces benignos
ABO Lea Yta

Chido/Rodgers

Rh M, N G JMH
Kell P1 Gy= Knops
Duffy Lutheran Hy Bg
Kidd Al Ata Xg
SsuU Sda Colton Csa
Vel AnWj Cromer Yk=
PP1Pk Dombrock McC2
H (Oh) Indian
Jra
Lan
Lw
Scianna

Fuente: Dra. Fabiana bastos- Universidad Buenos Aires.

Coombs Indirecto

El test de coombs se realiza por primera vez en la primera consulta de embarazo con
el ginecdlogo, tanto a las madres Rh positivas como a las Rh negativas. Si el test de
Coombs indirecto es negativo se debe repetir entre las semanas 24 y 34 de embarazo,
al menos dos veces, para tener la seguridad de que no se han formado anticuerpos
anti-Rh positivo en ese tiempo. Si el test de Coombs indirecto es positivo hay que
valorar el riesgo que tiene el embarazo y determinar si es necesario realizar
transfusiones sanguineas al feto puncionando el cordén umbilical. EI control del

embarazo sera entonces mas estricto, con consultas y ecografias mas frecuentes.

26



Si la madre es Rh negativo y da a luz a un hijo Rh positivo, se debe vacunar a la
madre con gammaglobulina humana dentro de las 72 horas siguientes. Esta
gammaglobulina hace que la madre no forme anticuerpos anti-Rh positivo y que un

préximo embarazo de un bebé Rh positivo carezca de riesgo (SACEDA, 2016)

La prueba de Coombs indirecta se utiliza para detectar anticuerpos dirigidos
contra aglutindgenos de grupos sanguineos de hematies, distintos de los antigenos
ABO. Se realiza siempre que se prevé una transfusion de sangre. Si se detecta alglin
anticuerpo, debe procederse a una prueba de identificacion de anticuerpos para

conocer cual de ellos esta presente.

Al verificar la compatibilidad entre donante y receptor, y en el caso de que se
detecten anticuerpos, se realiza una prueba de Coombs indirecta modificada. Es
importante que la sangre del donante no contenga los antigenos frente a los cuales el
receptor presenta ya anticuerpos.

Si alguien presenta una reaccion transfusional (inmediata o tardia), el médico
solicitara las dos pruebas de Coombs (directa e indirecta) para investigar la causa de
la reaccion. Una vez se haya resuelto la situacion, puede solicitarse nuevamente la

prueba indirecta para saber si el paciente ha desarrollado mas anticuerpos.

Durante la gestacion o embarazo la prueba de Coombs indirecta se utiliza para
detectar anticuerpos que podrian atravesar la barrera placentaria o placenta y atacar

las células del feto, causando la EHRN (enfermedad hemolitica del recién nacido).

Revisten especial importancia unos anticuerpos de un sistema de grupos sanguineos
conocido como sistema Rh. Una madre Rh negativa puede desarrollar estos
anticuerpos si resulta expuesta a hematies de un recién nacido Rh-positivo. Como
prevencion, se realiza a todas las madres Rh-negativo una prueba de Coombs
indirecta durante el embarazo (a las 28 semanas) y nuevamente en el momento del
parto. Si no se detecta anticuerpos Rh a las 28 semanas, se administra a la

embarazada una inyeccion de inmunoglobulina de tipo Rh (Ig-Rh) con la finalidad de
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eliminar de su circulacion cualquier rastro de hematies fetales Rh positivos, asi se
previene el desarrollo de anticuerpos de tipo Rh por parte de la madre.

En el momento del nacimiento se determina el sistema Rh del recién nacido. Si el
bebé es Rh negativo, la madre no requerira ninguna otra inyeccion de Ig-Rh; si el
bebé es Rh positivo y la madre no tiene anticuerpos frente al antigeno D, se le
administrara 1g-Rh. Esta prueba también puede realizarse para diagnosticar
una anemia hemolitica autoinmune, junto con una prueba de Coombs directa. Esto
sucede cuando una persona produce anticuerpos frente a sus propios antigenos, y
puede ser el caso de ciertos trastornos autoinmunes como el lupus
eritematoso sistemico, de enfermedades malignas como
la leucemia linfocitica croniocay de ciertas infecciones como por ejemplo
la neumonia por micoplasma y la mononucleosis. También hay quién puede
desarrollarla como consecuencia de la toma de ciertos medicamentos, como

penicilina. (Chemistry, 2012)

Figura 2 Principio de la Prueba de Coombs Indirecto.
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Fuente: http://rutasdelasangre.blogspot.com/2014/12/test-de-antiglobulina-humana.html?view=sidebar
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Técnica de Coombs Indirecto: El rastreo de anticuerpos irregulares también
conocido como: coombs indirecto, prueba de antiglobulina indirecta, screening de

anticuerpos, células I, 11 o 111, o pantallas I, Il, Il, permite identificar en suero o

plasma anticuerpos especificos contra algin antigeno de fenotipo conocido de la
membrana del eritrocito, mediante el uso anticuerpos contra la gamaglobulina

humana (suero de Coombs), excepto del sistema ABO.

Materiales

e Tubos 12 x75

e Suero o plasma del receptor

e Suspension de células de receptor
e Solucion salina 0,9%

e Suspension de células |

e Suspension de células Il

e Suspension de células 111

e Marcador

e Pipetas pasteur

e LISS

e AHG

e Ceélulas Control Coombs

e Gradilla para tubos

e Centrifuga inmunohematoldgica
e Termo bloque a 37° C

e Crondémetro.

1° PASO FASE SALINA.
e Resuspender suavemente la suspension de eritrocitos o pantallas I, 11 y Il
invirtiendo los frascos varias veces

o Identificar 4 tubos de vidrio limpios como I, Il y 111, y autocontrol
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Colocar 1 gota de la suspension de células I, 11'y Il en el tubo correspondiente, y
una gota de la suspension de célula del receptor en el control
Afadir a cada tubo 2 gotas del suero o plasma del receptor

Mezclar cuidadosamente e incubar 5 minutos a temperatura ambiente

Centrifugar 15 segundos a 3000 rpm
Resuspender los eritrocitos cuidadosamente y realizar la observacion
macroscopica sobre una fuente de luz indirecta, comprobando si existe

aglutinacion o hemolisis.

PASO FASE DE LISS.

Afadir a cada tubo 4 gotas de LISS.

Agitar suavemente e incubar durante 8 minutos a 37° C.

Luego centrifugar 15 segundos a 3000 rpm.

Resuspender los eritrocitos cuidadosamente y realizar la observacion
macroscopica sobre una fuente de luz indirecta, comprobando si existe

aglutinacion o hemolisis.

PASO FASE AHG.

Lavar 3 veces el contenido de los tubos con solucién salina isotonica eliminando el
sobrenadante, luego del 3° lavado, se debe eliminar todo el sobrenadante de tal
manera que no queden residuos de salina que puedan interferir con el reactivo de
AHG. Cada lavado de 1 minuto a 3000 rpm no llenando total del tubo con
solucidn salina isotonica

Afadir a cada tubo 2 gotas de AHG.

Mezclar suavemente y centrifugar durante 15 segundos a 3000 rpm.

Resuspender los eritrocitos cuidadosamente y realizar la observacion
macroscopica sobre una fuente de luz indirecta, comprobando si existe
aglutinacion o hemadlisis.

Las reacciones negativas confirmar con Control Coombs

Afadir una gota a cada tubo.
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e Mezclar suavemente y centrifugar 15 segundos a 3000 rpm.
e Resuspender los eritrocitos cuidadosamente sobre una lampara de luz indirecta,
comprobando que exista 2 cruces (++) de aglutinacion que demuestra que el

reactivo AHG utilizado esta funcionando adecuadamente.

Interpretacion de resultados.

e Una reaccion negativa indica la ausencia de anticuerpos irregulares detectables en el
suero plasma del receptor

e Una reaccion positiva indica la presencia de anticuerpos irregulares.

¢ Cuando se utiliza hematies reactivos comerciales registrar en la tabla de antigenos y
compararlo con el patrén de reacciones y la configuracion de antigenos pueden
indicar el tipo de anticuerpo presente. Se debe realizar pruebas adicionales para
identificar el anticuerpo.

e Una reaccion positiva con una o mas células reactivas y un autocontrol negativo
sugiera la presencia de un aloanticuerpo especifico.

e Una reaccién positiva con todos los hematies reactivos y un autocontrol positivo
puede deberse a un autoanticuerpo.

¢ Si existe una reaccion positiva con todas las células reactivas y un autocontrol
positivos, pero a su vez, se detecta que la reaccion positiva con una o varias de las
células reactivas es méas intensa que la observada en el autocontrol, serd preciso
descartar en la muestra del paciente la posible presencia de un aloanticuerpo
subyacente. (JARAMILLO, 2012)

2.2.2. Anticuerpos

Los anticuerpos son moléculas de peso molecular aproximado de 150 KkDa,
pertenecientes al grupo de las inmunoglobulinas (Ig). Son moléculas capaces de
reconocer otras moléculas, los antigenos.

La capacidad de reconocimiento de un anticuerpo radica en las secuencias variables
de sus cadenas proteicas, generadas por recombinacion de una serie de 'gene

cassettes™ en el proceso de produccion de los linfocitos B durante el desarrollo
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embrionario. La combinatoria de estas secuencias puede producir mas de un billén de
secuencias diferentes. Esta informacion es almacenada en el 'pool' de linfocitos B

presentes en nuestro tejido linfatico.. La estructura basica de un anticuerpo se llega a

esquematizar por estar formado por dos cadenas proteicas pesadas y dos ligeras,
unidas por puentes disulfuro. Se dividen en varias clases que se identifican segun el

tipo de cadena pesada en: 1gG, IgM, IgA, 1gD e IgE.

La accion de enzimas proteoliticas sobre los anticuerpos permite obtener fragmentos

que presentan actividades bioldgicas diferenciales. Los fragmentos obtenidos son:

e Fc. Corresponde al extremo C-terminal de las dos cadenas pesadas. Este
fragmento esta constituido por la region constante de la cadena pesada y es
caracteristica de cada clase de inmunoglobulinas. Es en esta region donde radican
las funciones efectoras de la molécula como son la fijacion del complemento

o F(ab")2. Corresponde al extremo N-terminal de las dos cadenas pesadas y a las dos
cadenas ligeras. Se obtiene por digestion con pepsina. F(ab). Corresponde al
extremo N-terminal de una cadena pesada y a una cadena ligera, unidas por

puentes disulfuro. Se obtiene por digestion con papaina.

Figura 3. Estructura basica de una inmunoglobulina.
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Fuente: http://www.revistasholivianas.org.bo/scielo.php?pid=S2304-37682011001000007 &script=sci_arttext.
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De las distintas clases de inmunoglobulinas las que se encuentran predominantemente
en el suero de animales inmunizados son las IgM y las 1gG. Las IgM se sintetizan
durante la respuesta primaria y se asocian en una estructura pentamérica. Su
capacidad de reconocimiento de epitopes es por ello de 10. Las IgG se sintetizan tanto
durante la respuesta primaria como secundaria, siendo en esta Gltima donde se
consiguen los mayores niveles de produccion. Su accién bivalente les permite

interactuar con mas de una molécula de antigeno. (MARGINI, 1996)

2.2.2.1 Anticuerpos Naturales:

Desde los inicios de la inmunologia se describen a los anticuerpos naturales aquellos
que no necesitan de un estimulo inmunogénico, el cual es reconocido como extrafio
para el organismo de una persona.

Los anticuerpos anti A y anti B, son producidos por individuos que carecen de los
antigenos A y B respectivamente, de acuerdo con la regla que un antigeno y su
anticuerpo correspondiente nunca se encuentran juntos en la sangre de la misma
persona. Dichos anticuerpos son predominantemente del tipo IgM y también (menos
frecuentes y de caracter inmunogénico), del tipo IgG. Este tipo de anticuerpos, puede

ser producido por individuos del grupo O.

Figura 4 Esquema de los antigenos y anticuerpos ABO.
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Fuente: http://www.blogdebiologia.com/relaciones-alelicas.html

Los anticuerpos del sistema ABH, son denominados "naturales”, ya que aparecen en

las primeras etapas de la vida extrauterina, por exposicion a antigenos ubicuos
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presentes en superficies bacterianas y ciertos tipos de alimentos, que tienen una
composicion similar a los antigenos presentes en la membrana de los eritrocitos y
producen inmunizacion. Logicamente, el reconocimiento primitivo de lo propio a
cargo del sistema inmunolodgico, hace que los anticuerpos que se produzcan no sean
de los antigenos correspondientes al mismo individuo. Los anticuerpos del sistema
ABH, pueden reaccionar a la temperatura corporal y activar al complemento,

causando una rapida destruccion intravascular de los hematies. (COOP, 2012)

Tabla 3. Esquema sistema ABO.

Grupo de | Antigeno presente en | Anticuerpo presente
sangre globulos rojos en el plasma

A A anti B

B B Aanti A

AB AR | Mo presenta anticuerpos
0 = anti Ay B

Fuente: www.google.com.ec/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source

2.2.2.2 Anticuerpos Irregulares:

Son el resultado de la exposicién a antigenos desconocidos por el individuo al
momento de la transfusion o en las mujeres por el embarazo. Son generalmente
inmunoglobulinas G, las cuales producen hemdlisis extravascular en el bazo o en el
higado mediante fagocitosis del complejo eritrocito mas anticuerpo. Estos anticuerpos

son dirigidos contra antigenos de sistemas diferentes al ABO.

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

sistemas diferentes al ABO.

Los anticuerpos adquiridos o inmunes son generalmente inmunoglobulinas G, las

cuales producen hemolisis extravascular en el bazo o en el higado mediante
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fagocitosis del complejo eritrocito mas anticuerpo. Los aloanticuerpos irregulares
(adquiridos) més 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 ptima 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 reaccion carecen de importancia clinica salvo que su
reaccion ocurra también a 37 °C, es decir, que actien como anticuerpos calientes.
Entre estos anticuerpos s6lo M y N han sido asociados con enfermedad hemolitica del
recién nacido, cuya severidad va de leve a moderada. Los llamados anticuerpos
calientes tienen una temperatura 6ptima de reaccion a 37 °C, a veces visible pero en

otras ocasiones solo 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 exanguinotransfusion.

Existen diferentes elementos que influyen en la reaccidn antigeno anticuerpo y que
deben conocerse para utilizarlos adecuadamente en la busqueda de anticuerpos

irregulares:

Aglutinacién en medio macromolecular: hay anticuerpos que se aglutinan mejor
cuando se suspenden en una solucién de macromoléculas (albumina, dextran,

gelatina, polivinilpirrolidona (PVP); aqui la aloimina en concentracion de 22 a 30 %

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

polimeros.

35



Figura 5. Medio de Reaccién de aglutinacion.

Fuente: http://es.slideshare.net/cepecaptrujillo/1-inmunohematologia-52874514

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

incompletos o sensibilizantes.

Soluciones de baja fuerza ionica: 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 las moléculas del

anticuerpo.

Centrifugacion: acelera la reaccion antigeno anticuerpo, por la fuerza que produce la

misma.

Temperatura: afecta la reaccion antigeno-anticuerpo de acuerdo con la temperatura

Optima de reaccion: 4 a 22 °C para los frios, 0 37 °C para los calientes.

Proporcién de antigeno y anticuerpo: es importante en la basqueda de la zona de

equivalencia de la reaccion antigeno-anticuerpo. (LUNA, 2005)
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Figura 6. Marcadores de Reaccion de anticuerpos irregulares.

Fuente: http://es.slideshare.net/cepecaptrujillo/1-inmunohematologia-52874514.

2.2.2.3 Anticuerpos Monoclonales.

Son inmunoglobulinas provenientes de un solo clon de linfocitos B y por lo tanto de
idéntica porcidn variable y especifica, esos anticuerpos pueden actuar como como
anticuerpos neutralizantes o inducir funciones efectoras a través de sus fragmentos
Fc, otros intervienen en el crecimiento de células tumorales, otras defunciones es

intervenir en la activacion de la via clasica del complemento. (GEFFER, 2013)

Figura 7. Anticuerpo Monoclonal.
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Fuente: http://es.slideshare.net/giancharly/anticuerpos-monoclonales
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Se describen los antecedentes y el estado actual de los anticuerpos monoclonales
(AcM) anti-Rh(D). Estos AcM han dado lugar a una via alternativa de produccién de
reactivos hemoclasificadores no dependientes de la inmunizacion deliberada de
humanos basada en la tecnologia de hibridomas. Los AcM contra el antigeno D son
imposibles de obtener en roedores por la poca immunogenicidad de este antigeno en
dichas especies, pero los linfocitos B de los humanos sensibilizados con hematies
Rh(D) positivos pueden producir anticuerpos anti-Rh(D) en cultivo de tejidos después
de la infeccidn y la transformacion de las células con el virus de Epstein Barr (VEB).
No obstante, la complejidad de esta obtencidon viene dada por la existencia de
individuos con hematies con fenotipos D débiles (DY) que tienen una expresion
cualitativamente menor del antigeno y los D parciales (variantes de D) (categorias)
donde el antigeno se puede presentar incompleto, ya que carecen de uno 0 mas
epitopes del mosaico D "normal”, que posee mas de 30. Para lograr una especificidad
adecuada de un reactivo basado en AcM, este debe reconocer varios epitopes de los
mas comunes, y usualmente se prefiere una mezcla de anticuerpos clase 1gG e IgM.
Gracias a la nueva generacién de reactivos anti-Rh(D) basados en AcM se ha
incrementado la proporcion de individuos previamente reconocidos como DY, que
ahora son agrupados por pruebas directas de hemaglutinacion como Rh(D)

francamente positivos.

Una de las dificultades en la clasificacion parcial de los hematies D es la escasez de
reactivos adecuados, los cuales se han obtenido del suero de individuos con fenotipos
parciales de D que se han aloinmunizado anti-D, o a través de los AcM. Aunque los
primeros AcM humanos clase IgG obtenidos en el mundo no fueron superiores a los
sueros policlonales y fallaban en la deteccion de los fenotipos D débiles y de las
variantes D,* la obtencion de AcM clase IgM anti-D estables, como los clones
MAD-2 y FOM-1% provoco un cambio radical en la serologia del sistema Rh. Estos
AcM dieron lugar a reactivos con altos titulos de anticuerpos, que trabajan bien tanto
a temperatura ambiente como a 37 °C, que unidos a los AcM clase IgG, desarrollados
al final de la década del 80, han convertido a los hemoclasificadores basados en AcM
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humanos en los productos de eleccion para la clasificacion sanguinea en el sistema
Rh.

En relacion con los requerimientos de especificidad, por la complejidad del antigeno
Rh(D), muchos consideran que un buen hemoclasificador no se debe elaborar sobre la
base de un solo AcM, sino que es preferible una mezcla, por lo que hay que evaluar
mediante la prueba de antiglobulina (prueba de Coombs) la presencia de la variante
DY en casos criticos del estudio del grupo Rh(D) negativo y utilizar células DY en el
panel celular, para la generacion de reactivos basados en AcM anti-Rh(D), con vistas

a monitorear su calidad.

Con la nueva generaciéon de AcM reactivos anti-Rh(D) se ha incrementado la
proporcion de individuos previamente reconocidos como DV (débil D, positivo por
prueba de antiglobulina indirecta) que ahora son agrupados por pruebas directas de
hemaglutinacion como Rh(D) francamente positivos. Sin embargo, el primer
requisito de un reactivo anti-Rh(D) debe ser que de forma segura y sin ambigiiedades
aglutine a los hematies que aparentemente expresan un complemento completo de
epitopes D, por lo cual la mayoria de los expertos considera que la prueba de
antiglobulina indirecta no es ya esencial para la deteccion de los débiles D positivos
(DY), siempre que se usen AcM gue reconozcan a esta expresion, aunque para obtener
la licencia o registro sanitario no es necesario que los reactivos anti-Rh(D) detecten a
todas las variantes de hematies D débiles o parciales. Se insiste en la necesidad de un
panel celular internacional para la evaluacion definitiva de estos reactivos y la
obtencion de AcM en diferentes paises, lo que sin dudas contribuira a su mas rapida
creacion. (JIMENEZ, 2009)

2.2.2.4 Anticuerpos Policlonales

Son anticuerpos derivados de diferentes lineas de células B, los linfocitos encargados
de la respuesta ante elementos ajenos (antigenos) mediante anticuerpos. Los

anticuerpos policlonales son una mezcla de inmunoglobulina, secretados en contra de
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un antigeno especifico, cada una reconociendo diferentes epitopos.

Habitualmente se obtienen de lo que se denomina un antisuero. Obtenido de la
inyeccion reiterada de un antigeno en un animal, con el fin de generar una respuesta
inmune. De este animal se toma una muestra de sangre y de esta muestra es obtenido
el suero que finalmente es purificado para obtener la variedad de anticuerpos

policlonales de interés.

El antigeno Rh(D) también es responsable de la enfermedad hemolitica del recién
nacido (HDN, del inglés Haemolytic Disease of the Newborn). Este estado se origina
en nifios recién nacidos de Rh(D+) de madres de Rh(D-) previamente sensibilizadas
al antigeno Rh(D) como resultado de atravesar la placenta, los anticuerpos 1gG anti-
Rh(D), durante el embarazo y provocar la destruccion de los RBC fetales. La
sensibilizacion de la madre de Rh(D-) al antigeno Rh(D) se produce, a menudo,
durante el nacimiento de un primer nifio de Rh(D+), debido a algunos RBC que
entran en la circulacién materna y son reconocidos como extrafios, por el sistema
inmune materno. Para reducir la incidencia de la HDN, es una préactica de rutina en el
Reino Unido, y en otros muchos paises, dar anticuerpos anti-Rh(D) a las madres de
Rh(D-) inmediatamente después del nacimiento de un nifio de Rh(D+), de forma que
cualquier RBC con Rh(D+) que haya podido entrar en la circulacion materna sea

eliminado rapidamente.

Por el momento, se usan, rutinariamente, dos protocolos de diagnéstico. Un ensayo
implica la aglutinacion indirecta con una IgG anti-D. Estos anticuerpos se conocen
como “incompletos”; no consiguen aglutinar los RBC de Rh(+ve) en suspension

salina.

Tradicionalmente, se ha superado este problema mediante la adicion de los, asi
Ilamados, potenciadores. Estos son polimeros bioldgicos, tales como albumina de
bovino, o polimeros no bioldgicos, tales como polivinilpirrolidona, que modifica la

superficie y permite a las células ser aglutinadas mediante el reactivo IgG.
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No obstante, estos potenciadores dan, a veces, una falsa reaccion positiva al provocar
la aglutinacion no especifica de los glébulos rojos revestidos con 1gG, como ocurre

en ciertas enfermedades, por ejemplo en la anemia hemolitica autoinmune.

En consecuencia, cuando se usa este tipo de reactivo, se debe realizar, en paralelo con
cada ensayo, un control del reactivo que contiene solo el potenciador pero no anti-D,
lo cual es costoso, tanto para el fabricante, como para el usuario, puesto que el ensayo

requiere incubacion prolongada.

En un método alternativo de aglutinacion indirecta, un segundo reactivo que se puede
usar para aglutinar los RBC revestidos con anti-D, es el suero anti-inmunoglobulina
(Reactivo de Coombs), que sirve para reticular las moléculas de IgG unidas a
diferentes RBC.

El otro ensayo utiliza anticuerpos IgM contra el Rh (D), que, debido a su naturaleza
multivalente, son aglutininas directas. Las IgM anti-D policlonales, que se producen
de forma natural, tienen las desventajas de que la reaccion de aglutinacion es
prolongada y de que son dificiles de obtener. Algunas IgM anti-D monoclonales
humanos estan disponibles, y se pueden usar como reactivos, pero tienen la
desventaja de que reaccionan pobremente, o nada en absoluto, con ciertos glébulos

rojos con variantes de D. (Scott, 2009)

2.2.3 Sistema de Grupo Sanguineo Rh.

El conocimiento cientifico de los grupos sanguineos constituy6 un gran avance hacia
la dilucidacion del mecanismo de algunas enfermedades hereditarias vy
esclarecimiento de maternidades dudosas, pero por sobre todas las cosas fue una
conquista terapéutica que posibilito la transfusion de sangre entera sin riesgos.

Los grupos sanguineos se transmiten hereditariamente. Para los diferentes sistemas,
que incluyen genes (alelos) dominantes, codominantes y recesivos, se conocen mas
de 300 antigenos en la superficie del glébulo rojo. La interaccién de un enorme

numero de locus y alelos implica una alta posibilidad de recombinacion y expresion.

41



Actualmente habria mas de 500.000 millones de fenotipos posibles y se cree que con
los alin no descubiertos, esa cifra sea de billones (gran polimorfismo).

Figura 8. Alelos del Sistema Rh.
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Fuente: Gargiulo Daniel- Sistema Rh.

En 1940 Landsteiner y Wiener efectuaron comunicaciones en el sentido que si
inyectaban eritrocitos de mono Rhesus a conejos o cobayos, estos animales producian
un anticuerpo que, después de su absorcién, aglutinaban los eritrocitos de un 85%
aproximadamente, de personas norteamericanas de raza blanca. Denominaron a este
anticuerpo anti - Rh (Rhesus) y el antigeno que se detectaba recibié el nombre de
antigeno Rh. Poco antes de esto Levine y Stetson habian encontrado un anticuerpo en
el suero de una mujer del grupo O, que antes no habia sido transfundida, que presento
una reaccién después de recibir una transfusion de sangre del Grupo O de su marido.
Mas tarde la paciente dio a luz un feto macerado, y estos autores sugirieron que habia
producido un anticuerpo para un antigeno eritrocitico fetal heredado del marido. Al
parecer los anticuerpos humanos y animales eran idénticos, y por lo tanto se acepto el
nombre de anti - Rh para el anticuerpo humano. Méas tarde se vio que los dos
anticuerpos no eran iguales y por tal motivo continué denominandose anti — Rh al
anticuerpo humano y se le dio el nombre de anti - LW al anticuerpo animal en honor
a Landsteiner y Wiener, sus descubridores. (PETRIDES, 2005).
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Los antigenos del sistema Rh son algunas veces responsables de reacciones por
transfusion menos severas que el ABO. Son proteinas y rara vez se encuentran en el
medio, de modo que los anticuerpos preformados son raros. Los genes que codifican

los antigenos del sistema Rh estan localizados en el brazo corto del cromosoma 1.

Este sistema se llama Rh, porque inicialmente se atribuyo a un antigeno detectado n
en el mono Rhesus, los términos Rh positivo y negativo se refieren a la presencia o
ausencia del antigeno D, el mas inmunogénico de los antigenos después de los ABO.
(PETRIDES, 2005)

2.2.3.1 RhD Total

A diferencia del sistema ABO, en el sistema Rh-Hr no existen aglutininas (o
anticuerpos) naturales y cuando se presentan son el resultado de una inmunizacion

previa.

El antigeno Rho (D), después de los antigenos ABO, es el mas importante en la
préactica de transfusion. Aproximadamente 75% de las personas Rho (D) negativo
desarrollan ante D al ser expuestos a eritrocitos Rho (D) positivo. (GARGIULO,
2005)

Figura 9. Rh D Total o Completo.

RhD positivo

ANTI -D

Fuente: JARAMILLO, 2012)
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Rh positivo indica la presencia de Rho (D) en el fenotipo. Rh negativo indica

ausencia de Rho (D) en el fenotipo. Existe la posibilidad del Rh nulo (Rh null),

rarisimo; esta sangre no reacciona con ninguno de los antisueros Rh descritos y puede

considerarse como ausencia de estos antigenos en los eritrocitos de la persona.

(GARGIULO, 2005).

2.2.3.2 RhD. Débil.

Investigaciones realizadas con anticuerpos monoclonales demostraron que el antigeno

D es un mosaico compuesto por varios epitopes diferentes lo que ocasiona variables

antigénicas de tipo cuantitativas y cualitativas que dan origen a los fenotipos D

débiles y D parcial respectivamente.

Figura 10. RhD Débil.

—~ N N
DICeg/dce { Djce/dlCe
R
Ce en posicion cis Ce en posicion frans
con respecto al D con respecto al D

Fuente: (GARGIULO, 2005)

Los eritrocitos de fenotipo D débil poseen un nimero menor de sitios antigénicos,

puede deberse a un gen que produce menor cantidad de antigeno

Figura 11. RhD - Débil.

) A-A-ADO

Rh D NEGATIVO
—

ANTI -D

Fuente: JARAMILLO, 2012)

44



Estos casos no se tratan de una diferencia cualitativa sino debido puramente a una
menor cantidad de sitios antigénicos, el término Du propuesto por Stratton en 1949,

debe ser abolido y reemplazado por el de D débil.

Algunos fenotipos D parcial pueden presentar una disminucion cuantitativa del
antigeno D, pudiendo ser erroneamente clasificados como D débil, debido a que la
identificacion de éste fenotipo depende fundamentalmente del reactivo "anti D (Rho)"

y del método utilizado para su investigacion.

Se deberian tomar precauciones al realizar la vieja técnica del Du (terminar, luego de
la incubacién con reactivo anti-D, con SAGH - PAI) ya que puede llevar a tipificar
errbneamente a un dador/paciente Rh negativo, portador de un auto o aloanticuerpo,
cémo Rh positivo (Du Positivo).- Por este motivo algunos autores abogan por el

abandono en forma definitiva de esta prueba.
2.2.3.3. RhD. Parcial

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

dicho antigeno (transfusiones — embarazos)

Figura 12. Variante RhD - Parcial.

Exones de Gen D Exones de Gen D Ausencia de epitopes
. = — 7 iados con una
EEREE T R o T
— - —}_ | ERHEH e expresion normal de
Exones de Gen CE antigeno D

D Parcial como
Exones de Gen CE Exones de Gen CE resultado de la

[+ Hz2F>sH=-=HEH sH7HsF s Hwj Rg @ insercién de un exén
I D dentro de un gen
Exon de Gen D CE

Fuente: lideplayer.es/slide/118043/
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Estudios posteriores demostraron que los eritrocitos con este fenotipo se caracterizan

por la ausencia de uno o mas epitopes del mosaico que componen el antigeno "D", de

ahi la capacidad de producir aloanticuerpos especificos hacia él o los epitopes

faltantes, al ser inmunizados con globulos rojos Rh D positivo. (GEFFER, 2013)

Tabla 4. Categoria RhD - Parcial

Cateqg. | Obsoleta - presencia transitoria de anti-D
Categ. |l No se pudo obtener suero para terminar su estudio
a)
Categ. lll |b)
o) Los reactivos monoclonales de uso corriente no diferencian a éstos
de un D normal
a
Categ. IV )
o)
) |Los reactivos monoclonales de uso comiente no lo reconocen como
Categ. V | b) |una variante del antigeno D - Suelen ser detectados en la fase de
c) la antiglobulina
Carecen de la mayoria de los epitopes del antigeno D
Pertenecen a esta categoria aproximadamente el 0,002 % de la
poblacién blanca, y se encuentra asociado mayoritariamente a
Categ. VI |Ce.
La mayor parte de los individuos producen anti-D de significacién
clinica (EHFN - RHT) y sus erifrocitos no reaccionan en las pruebas
directas con los reactivos anti-D comunes_
Categ. VI Se asocia ala presencia del anfigeno Targett (Rh 40)

Fuente: (Chemistry, 2012)

2.2.3.4 Otros antigenos Rh.

Después del "D los antigenos C, ¢, E y e son los de mayor importancia en el

Sistema, estos 5 antigenos son los responsables de mas del 99% de los problemas

clinicos relacionados con dicho sistema; ya que algunos individuos que carecen de la

expresion de alguno de ellos, pueden cuando son inmunizados, producir anticuerpos

contra el antigeno faltante.
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Tabla 5. Otros Antigenos Rh.

. Denon.'llnclmon del qn’.rlgeno ERECUENCIA
Fisher-Race| Wiener Rosenfield ISBT
D Rho RH 1 004-001 83,16 %
C rh' RH 2 004-004 67,83 %
E th" RH 3 004-005 28,68 %
d hr, 65,24 %
C hr' RH 4 004-002 81,28 %
- hr" RH 5 004-003 97,59 %

Antigenos "C"y "'c

Fuente: (GARGIULO, 2005)

El antigeno "C" tiene una frecuencia aproximada del 68% en la poblacién general,

frente a una frecuencia del 81% del antigeno "c", este ultimo es el mas inmund6geno

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

Figura 13. Otros Antigenos Rh.

Fuente: JARAMILLO, 2012)

(’\C,E

C.e

L\
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Antigenos "E"y "'e
El antigeno "E" tiene una frecuencia del 27% en la poblacion general mientras que el

"e" ronda cercano al 98%.

Algunos antigenos significativos de baja frecuencia

- Cw (originariamente denominado Willie) ubicado con el N° Rh 8, es

producido por un gen Cw/C o Cw/c puede ocasionar EHFN.

- Ew es mucho mas raro, ubicado como Rh 11

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

- ce, antigeno "'f"* o0 Rh 6 al igual que el anterior determina un componente antigénico

cuando ambos se encuentran en posicioncis.

- CE, antigeno Jarvis o0 Rh 22 es producto de genes DCE y dCE (Rz y ry).
(RODRIGUEZ, 2014)

2.2.4 Preparacion de células control coombs.

2.2.4.1 Células comerciales control coombs.

Figura 14. Células de control coombs comercial.

Fuente: http://www.grupolabca.com.mx/laboratorios%20clinicos/Licon/banco%20de%20sangre
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Las células rojas reactivas se emplean en bancos de sangre y servicios de
transfusiones como control analitico ante un resultado negativo de la prueba de
antiglobulina humana, se adicionan a todas las pruebas de antiglobulina indirecta que
en la fase de coombs han dado un resultado negativo. Cada vial contiene 10 ml de una

suspension de células a concentracion del 4-6%

Su uso no es universal en nuestro medio debido, fundamentalmente, a la
disponibilidad insuficiente de células comerciales y a la corta durabilidad de las

células preparadas por el propio laboratorio.

Los métodos usualmente empleados en el laboratorio de inmunohematologia
evidencian la reaccion entre un anticuerpo y su antigeno correspondiente a traves de
la aglutinacion con el empleo de reactivos que pueden agruparse en cuatro grupos
basicos: células rojas reactivas, antisueros que contienen anticuerpos dirigidos a
antigenos especificos, suero de antiglobulina humana (AGH) —que detectan

inmunoglobulinas y/o complemento.

Las células para el control de coombs (CC) son células rojas humanas del grupo O Rh
positivo recubiertas con anticuerpos de la clase 1gG anti D. Se afiaden a cualquier
resultado de prueba antiglobulina humana negativa, se centrifuga y luego se
comprueba la aglutinacion. El resultado debe ser positivo después de la adicion de las

células control de coombs.

Estas células «check» permiten asegurarse de que el procedimiento se ha realizado
correctamente. Si las células control de coombs no hacen la reaccion positiva, la
prueba no es valida. Dentro de las posibles causas de este resultado podrian citarse el
no haber afiadido el suero AHG a los tubos, el lavado inadecuado de las células o el

deterioro del reactivo de AHG, entre otras.

Es por ello que la utilizacion de estas células en las pruebas de laboratorio que
empleen el suero de coombs como reactivo principal son requeridas en los estandares

para bancos de sangre y servicios de transfusiones de la Asociacion Americana de
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Bancos de Sangre (AABB), por constituir un sistema de control analitico ante un
resultado negativo de la prueba de antiglobulina humana. A pesar de ello, su empleo
no es universal en nuestro medio debido, fundamentalmente, a la disponibilidad
insuficiente de células comerciales y a la corta durabilidad de las células preparadas

por el propio laboratorio.
Estas células comerciales esta preparadas:

e Se utilizaron eritrocitos O de fenotipo conocido (cc D Ee K-) proveniente de un
donante regular de células.

¢ El plasma hiperinmune anti D con titulo de anticuerpos 1/32 se obtuvo de un dador
habitual de plasma por aféresis productiva; ambos, negativos a pruebas viroldgicas
establecidas.

e Se prepard un concentrado de eritrocitos lavados (CEL) a partir de una unidad de
sangre total siguiendo procedimientos establecidos,separdndose al final en dos
unidades de 100 mL cada una.

e Se adicion6 gentilmente el doble de volumen de plasma anti D a cada bolsa de CEL,
se incubaron en bafio maria a 37 oC por espacio de una hora.

e Se lavaron seis veces en solucion salina a 0.9% y se prepar6 una suspension de
hematies entre 3 y 5% en solucion SAGM.

¢ Se almacené en las propias bolsas plasticas a 4 °C, tomandose muestras para la
evaluacion inicial y periddica de la calidad. (SANCHEZ, 2014)

2.2.4.2 Células control coombs caseras.

Muestra:
Sangre Toral (CPDAL) del grupo “O” RhD positivo (CcDEe), (cDEe), (ccDeE).
Materiales:

e Tubosde 75 x 12 ml

e Glébbulos rojos de grupo O Rh Positivo
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Reactivo anti — D
Solucién salina
Reactivo antiglobulina
Pipetas Pasteur

Frasco con gotero
Etiqueta

Serofuga

Bafio maria

Preparacién de la muestra:

Se prepara un pool de células que contengan el antigeno D.

Centrifugamos por 10 minutos a 3000 rpm.

Retiramos el sobrenadante (plasma) por aspirado con pipeta pasteur.

Lavamos por tres ocasiones el volumen obtenido del paquete globular con
solucidn salina al 0.9%.

Agregamos reactivo Anti-D monoclonal y policlonal en tubos diferentes la misma
cantidad de células empaquetadas obtenidas después del lavado con solucion
salina, (5 ml de paquete globular con 5 ml de Anti-D)

Incubamos a 37° C por 30 minutos homogenizando continuamente hasta llegar al
tiempo limite de incubacion.

Lavamos los hematies de 4 a seis veces para retirar el Anti-D no fijado a los
hematies.

Preparamos una suspension con SAG MANITOL al 5% afiadiendo asi por ejemplo
colocamos 1 ml de SAG MANITOL por cada 50 ul de glébulos lavados y
sensibilizados.

Colocar en un gotero con fecha, hora y nombre de la persona responsable de la

preparacion.

Conservacion:

2a6 °C.
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Controles:

¢ Registro de temperatura diaria por lo menos tres veces al dia.

o Valoracion del aspecto: Células hemolizadas; SAG transparente o turbio.

e Intensidad de reaccion en control diario: 3 y 2 cruces indicativo de una buena

estabilidad del reactivo.

¢ Intensidad de 1 o cero cruces indicativo de la perdida de estabilidad y poder de

reaccion.

2.2.4.3 Representacion de la preparacion de células reactivas.,

Obtencion de sangre total.

Figura 15. Donacidn de la muestra de sangre.

Fuente: https://es.wikipedia.org/wiki/Donaci%C3%B3n_de_sangre
Cantidad de muestra de sangre y anticoagulante CPDA-1.

Tabla 6. Relacion muestra y anticoagulante.

Sangre Recolectada CPDA-1
5ml 0.7 ml
10 ml 1.4 ml
450 ml 63 ml

Disefio: Karla Allauca.
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Preparacion del pool de células recolectadas:

Figura 16. Pool de Células

o'

| 4

LLLLL

Disefio: Karla Allauca.

Retiro del plasma por aspirado.

Disefio: Karla Allauca.
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Agregamos reactivo anti-D

Figura 17. Reactivo Anti-D para sensibilizar Hematies

Disefio: Karla Allauca.

Preparacion de suspension con SAG — MANITOL.

Figura 18. Preparacion de la suspension con SAG MANITOL.

o | do b ke

Disefio: Karla Allauca.
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Ensayo positivo de una prueba de coombs.

Figura 19. Principio del ensayo de coombs

A

0

Suero de Coombs

poliespecifico
(Anti-lgG
GR sensibilizados Anti-C3d) REACCION
in vivo POSITIVA

Disefio: Karla Allauca.

Ensayo negativo de una prueba de coombs.

Figura 20. Ensayo negativo de Coombs.

Disefio: Karla Allauca.
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Accion de las células control coombs.

Figura 21. Validacion de los ensayos de Coombs

RECONOCIMIENTO DE LA
ANTIGLOBULINA LIBRE PARA DAR
POSITIVIDAD Y VALIDAR EL ENSAYO

3 ;7,,
W /| y__
‘7 NS é// _—
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W
/o N\
L\ /]
COOMBS CELULAS DE
NEGATVIVO CONTROL- COOMBS

Disefio: Karla Allauca.
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2.3 Definicion de términos basicos.

=

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

AlbUmina.- Principal proteina del plasma.

Anticuerpo.- Proteina protectora producida por la respuesta inmune de un
individuo estimulado por una sustancia extrafia generalmente proteica. Actla
en la defensa contra los patdgenos, a menudo por neutralizacion o

identificacion de un agente que debe ser eliminado.

Antigeno.-Cualquier sustancia reconocida por el organismo como extrafia,

que estimula una respuesta inmune.

Aféresis Terapéutica: es el procedimiento por el cual se extrae
selectivamente, ex vivo, un componente sanguineo con caracteristicas

patoldgicas, con fines terapéuticos.

Aféresis: es el procedimiento por medio del cual, en forma manual o
mecanica, se extrae selectivamente, ex vivo, un componente sanguineo con

restitucion de los demés componentes de la sangre.

Aloinmunizacion: es la generacion de aloanticuerpos (o anticuerpos
irregulares o isoanticuerpos) contra antigenos, generalmente de las células

sanguineas, como consecuencia de transfusion o embarazo anterior.

Alta o ingreso a stock de los hemocomponentes: es el proceso de verificacion
del cumplimiento correcto de todas las etapas de calificacién y rotulado de los
hemocomponentes y su pase de una heladera de transito (no apta para
transfundir) a una heladera de stock disponible (apta para transfundir).
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9.

10.

11.

12.

13.

14.

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

estructuras antigénicas compartidas con bacterias del tubo digestivo.

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

de calidad propuesta.

Auditoria de la transfusion: es la fiscalizacion del uso adecuado y racional
de los hemocomponentes y hemoderivados dentro de una institucion sujeto a

directivas previamente establecidas.

Autoanticuerpos: son anticuerpos generados por un individuo dirigidos

contra antigenos de los tejidos del propio individuo.

Autoexclusién: en el contexto de la donacién de sangre 0 hemocomponentes
es la oportunidad que se le brinda al donante de abstenerse de donar sangre o
si ha donado sangre de que la misma no sea utilizada con fines
transfusionales. Si la autoexclusion es efectuada de forma tal que el donante
no se da a conocer en el momento de expresar su voluntad de autoexclusion
(mediante un sistema informatico codificado o mediante el deposito de la
expresion de su voluntad en una urna) se dice que la misma es confidencial
(CUE: Confidential Unit Exclusion).

Autosuficiencia: aplicado a la organizacion de la transfusion de sangre, se
define como la obtencién de la satisfaccion de todas las necesidades de
sangre, hemocomponentes y hemoderivados de la poblacién, con los recursos

de la propia poblacion y por medio de los recursos de la propia organizacion.
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Componentes.- Cualquier componente sanguineo que contiene glébulos
rojos: eritrocitarios: ej. concentrado de globulos rojos, glébulos rojos en

soluciones aditivas y globulos rojos empacados.

Baja De Stock: es el retiro de una unidad para su transfusion o descarte.

Banco De Sangre: es la institucion que se encarga de la promocién de la
donacion de sangre, la seleccion de donantes, la extraccion de sangre entera o
hemocomponentes de aféresis, procesamiento, calificacion
inmunohematologia, calificacion seroldgica, crio preservacion, conservacion,

distribucion y control de calidad de los productos y los servicios.

Bioseguridad: es la prevencién de riesgo bioldgico aplicado al entorno de la
Unidad de Medicina Transfusional. Se aplica al personal, donantes y

pacientes.

Calificacion o tamizaje serologico: es el analisis de los marcadores
infecciosos transmisibles por transfusion aplicada a una muestra de sangre

obtenida de cada donante.

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

recursos humanos con la que cuenta.

Concentrado plaquetario (CP): es el hemocomponente que contiene la
fraccion de la sangre entera rica en plaguetas, suspendidas en
aproximadamente 50 ml de plasma. Promediamente contiene 5,5 x 10

plaquetas por unidad.
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22.

23.

24,

25.

26.

27.

Concentrado plaquetario de donante wunico (CPDU): es el
hemocomponente obtenido por aféresis a un solo donante, que contiene

promedialente 3,0 1011 plaquetas en unos 300 ml de plasma.

Conducta de riesgo: en el contexto de la seleccion de donantes y con
referencia a la posibilidad de padecer una enfermedad infecciosa transmisible
por transfusion, se refiere a la conducta o actitud que se sabe expone al

individuo al contagio.

Consejeria: es la entrevista médica por la cual se informa al donante
seropositivo la afeccion detectada. El asesoramiento es efectuado en forma
confidencial, debiendo asegurarse la adecuada comprensién de la informacion
ofrecida, con el objeto de que éste se abstenga de donar sangre, conozca el
mecanismo de transmision para que adopte las medidas del caso con su pareja
sexual y se dirija al centro asistencial correspondiente para recibir la necesaria

atencion médica.

Consentimiento informado o consentimiento legal: es el documento
firmado por un donante o receptor por el cual otorga su consentimiento al
procedimiento invasivo que se pretende realizar, luego de una exhaustiva
explicacién del procedimiento y luego de asegurarse que la explicacion dada
ha sido comprendida.

Contrato de fraccionamiento: es el acuerdo comercial por el cual un
Laboratorio o Planta de Fraccionamiento de Plasma lleva a cabo el

fraccionamiento del plasma humano para un Banco de Sangre recolector.

Control de calidad externo o auditoria: es la evaluacion realizada por un
agente externo a cada Unidad de Medicina Transfusional de los analisis o
ensayos que ésta efectua. Tiene por objeto verificar que las técnicas, reactivos,

procedimientos e interpretacion de los resultados obtenidos es correcta.
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28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Control de calidad interno: es el conjunto de pruebas realizadas cada vez
que se efectia un analisis 0 ensayo, 0 conjunto de ensayos de la misma

técnica, que aseguran que los resultados obtenidos son los correctos.

Exanguineotransfusion: es el procedimiento por el cual se sustituye la
sangre de un paciente por sangre homologa, intercambiandose pequefios

volumenes sucesivamente, con fines terapéuticos.

Extraccion centralizada: es la extraccion de sangre que se realiza en una

planta fisica fija y permanentemente adaptada a tales efectos.

Extraccién descentralizada: es la extraccién de sangre que se realiza por
medio de una unidad mdvil, dentro de la misma o en locales transitorios,

previa coordinacion local.

Fraccion pediatrica: (o Parcial Pediatrico) es una unidad de ST, SD, PF o CP
de pequefio volumen obtenido a partir de una unidad standard del

hemocomponente respectivo.

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

formulan las proteinas plasmaticas transformandolas en hemoderivados.

Garantia de calidad: es la certificacion de que se han logrado los objetivos

de calidad de acuerdo a las pautas (o normas) pre-establecidas.
Globulos rojos congelados: es la unidad de Sangre desplasmatizada

conservada en estado congelado, a una temperatura inferior a —80°C, con el

agregado de una sustancia crioprotectora que impide su hemdlisis masiva.
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36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Globulos rojos lavados: es la unidad de Sangre Desplasmatizada sometida a
tres lavados sucesivos con solucion salina fisioldgica con el objetivo de

reducir el plasma contaminante.

Globulos rojos rejuvenecidos: es la unidad de sangre desplasmatizada
conservada en estado congelado a una temperatura inferior a —-800C, con el

agregado de una sustancia crioprotectora que impide su hemolisis masiva.

Globulos rojos rejuvenecidos: es la unidad de sangre desplasmatizada
vencida que es sometida a un proceso por el cual se restituye el tenor normal
de 2,3 DPG y de ATP eritrocitarios.

Hemodlisis.-Destruccion (lisis) de la membrana eritrocitaria que libera el
contenido: hem y globina. Resulta de la reaccion entre un anticuerpo
hemolitico y el antigeno eritrocitario correspondiente, en presencia de

complemento.

Medicina Transfusional: Es la rama de la medicina que lleva a cabo todas
las actividades relacionadas con la produccién de sangre, hemoderivados y
hemocomponentes, procesamiento in vivo e in vitro, asi como la evaluacion
clinica de los pacientes y su tratamiento por medio de la transfusion y/o

aféresis.

Periodo neonatal: es el periodo comprendido entre el nacimiento y los 28
dias de vida.

Periodo ventana: es la etapa de la evolucion de una enfermedad en la cual el
individuo, recientemente infectado, no presenta en sangre los marcadores

virales buscados por las pruebas del tamizaje.
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43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Plasma Fresco (PF): es la unidad de plasma humano congelada antes de las 8
horas de extraida, de un volumen promedio de 200 mil, que contiene las

proteinas Plasmaticas labiles que intervienen en la coagulacion.

Plasmaferesis: es la aféresis aplicada a la obtencion intensiva de plasma

humano, generalmente con objeto de industrializar el mismo.

Prueba de coombs directo (0 Coombs directo): analisis que permite
identificar anticuerpos, complemento o ambos, adheridos a la membrana del
eritrocito o a otras células, mediante el uso de anticuerpos contra la

gamaglobulina humana (suero de Coombs)

Reactivo de anti globulina humana (Coombs): Producto empleado para la
deteccion de globulinas humanas adheridas a los eritrocitos y a otras células
humanas. El poliespecifico, también detecta actividad de complemento
humano (C3d y C3b).

Seguridad transfusional: es el conjunto de medidas tomadas para garantizar
la calidad y reducir los riesgos de efectos adversos consecuencia de la

transfusion de sangre, hemocomponentes y hemoderivados.
Seleccion del donante: es el conjunto de estrategias empleadas para
asegurarse que la extraccion de sangre a un individuo no va a resultar nocivo

para el mismo ni para el/los eventuales receptor/es.

Seroteca: es el conjunto de muestras de suero conservadas, generalmente

alicuotas congeladas, provenientes de donantes y/o pacientes.

63



2.4 Hipotesis y Variables.

2.4.1 Hipotesis.

Se pueden validar los resultados negativos de ensayos antiglobulinicos directos e
indirectos al utilizar células control coombs preparadas con antisueros monoclonales

y policlonales.

2.4.2 Variables.

Variable Independiente.

Preparacion de células reactivas control coombs.

Variable Dependiente.

Validacion de ensayos antiglobulinicos.
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2.5 Operacionalizacion de variables.

VARIABLE CONCEPTO CATEGORIA INDICADORES INSTRUMENTO
Conocidas como
Independiente: | check cells, y Técnica:
. _ ] ) Reaccion de .
Preparacion de | permiten validar | Célula de L, Observacion
) ] ] ] hemaglutinacion
celulas reactivas | la antiglobulina control .
] N ) . positiva al
control coombs. | libre y no fijada a | antiglobulinico | = Instrumento:
identificar ]
la IgG del ) Guia de
] ausencia de 1gG _,
hematie en Observacion.
estudio.
Dependiente: o
Pruebas que Técnica:
identifican Observacion

Validacion  de
ensayos

antiglobulinicos

anticuerpos
irregulares libres
0 unidos al

hematie.

Prueba
inmunohemato

I6gica

Hemaglutinacion
positiva o

negativa

Instrumento:
Guia de

Observacion
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CAPITULO III

3. Marco Metodoldgico.
3.1 Método Cientifico.

Se emplea el método cientifico en el presente trabajo por ser un método sujeto a
comprobaciones, basados en enunciados, principios y leyes, asi como los principios
técnicos empleados para la preparacion de las células control y su eficacia en los
ensayos antiglobulinicos negativos los cuales son elaborados en base a un

procedimiento de ejecucion y control para valorar su eficacia.

Método Deductivo- Inductivo.

Se emplea este método por partir en principio de hechos particulares a lo general, esto
se explica por iniciar el estudio en los ensayos antiglobulinicos negativos obtenidos
en el Servicio de Medicina Transfusional y validarlos sus resultados con las células
de control.

Método Analitico.

Se emplea este método por cuanto la base de estudio son los resultados de ensayos
antiglobulinicos obtenidos y garantizar sus resultados mediante la aplicacion de las
células de control, estas células fueron preparadas a partir del empleo de técnicas,
materiales e instrumentos, para luego ser puestas en estudio con los ensayos de

coombs y dar su interpretacion de validacion.
Tipo de investigacion.
La investigacion se caracteriza por ser de tipo descriptiva- explicativa de campo no

experimental.

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

problematica a investigarse describimos con fundamentos de causa y consecuencia.
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Explicativa.- Porque sobre la base del procedimiento de la informacion recopilacion
de textos, libros, folletos, llegamos a establecer las causas y consecuencias por las

que se realizan las pruebas de compatibilidad.

De campo.- Debido a que el proceso investigativo se llevara a cabo en un lugar
especifico en este caso en el laboratorio de inmunohematologia del Servicio de

Medicina Transfusional del Hospital General Docente de Riobamba.

3.2 Poblaciéon y muestra.
3.2.1 Poblacion.

La presente investigacion esta constituida por el total de ensayos que se realizara
durante el tiempo planteado en la investigacion que es de 196 pruebas de coombs
realizadas en el servicio de medicina transfusional del Hospital General Docente de

Riobamba.
3.2.2 Muestra.

No se extrae muestra, se trabaja con el total de la poblacion que es de 196 ensayos

3.3 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos.

3.3.1 Técnicas.

Observacion

Andlisis documental.
Recopilacion bibliogréfica
3.3.2 Instrumentos:

Guia de observacion: datos de los resultados.
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3.4 Analisis e interpretacion de resultados.

3.4.1 Ensayos de coombs directos negativos.

Tabla 7. Tabla estadistica de ensayos de coombs directo

MES COOMBS DIRECTO %
ENERO 15 11 %
FEBRERO 26 19 %
MARZO 19 14 %
ABRIL 21 15%
MAYO 23 16 %
JUNIO 35 25%
TOTAL 139 100 %

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Karla Allauca.

Grafico 22. Representacion gréfica tabla 7

Cantidad de pruebas coombs directos negativos
evaluados en el periodEclJ\lggoestudio

11%

FEBRERO
19%

MAYO
16%

ABRIL
15%

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Karla Allauca.

Anélisis: Las determinaciones de coombs directos negativos realizados durante el
periodo enero — junio son una cantidad de 139 ensayos de los cuales durante el mes
de junio se realizé el mayor nimero de esta prueba antiglobulinica con un 25 % del

total mientras que en el mes de enero hubo menos demanda con un 11 %.

Interpretacion: EI HPGDR posee diferentes que requieren de estas pruebas para
diagnostico y tratamiento de incompatibilidades de grupos sanguineos, diagnosticos
de enfermedades hemoliticas, transfusiones de sangre y sus derivados.
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3.4.2 Ensayos de coombs indirectos negativos.

Tabla 8. Ensayos de coombs indirectos negativos

MES COOMBS INDIRECTOS %

ENERO 8 14%
FEBRERO 12 21%
MARZO 10 18%
ABRIL 9 16%
MAYO 7 12%
JUNIO 11 19%
TOTAL 57 100%

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Karla Allauca

Gréfico 23. Representacion grafica estadistica de tabla 8

Cantidad de ensayos de coombs
indirectos evaluados en el perido de
estudio

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Karla Allauca.

Anélisis: Las determinaciones de coombs indirectos negativos realizados durante el
periodo enero — junio son una cantidad de 57 ensayos de los cuales durante el mes de
febrero se realizd el mayor nimero de esta prueba antiglobulinica con un 21 % del

total mientras que en el mes de mayo hubo menos demanda con un 12 %.

Interpretacion: La prueba de coombs indirecta negativa y validada descarta
presencia de anticuerpos irregulares que podrian generar reacciones al administrarse

sangre con presencia de antigenos incompatibles.
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3.4.3 Intensidad de reaccion al emplear células de control.

Tabla 9. Intensidad de reaccion ensayos con células control coombs

Intensidad de reaccién con
células de control. Estabilidad en dias
3 4
2 2
1 1

Total: 7 dias de estabilidad

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Karla Allauca.

Grafico 24. Representacion grafica tabla 9

Relacién de la intensidad de reaccion y estabilidad en dias.
4,5
3,5

2,5

N

15

[N

0,5

1 2 3
mmmm INTENSIDAD DE REACCION == ESTABILIDAD EN DIAS

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Karla Allauca.

Analisis: las células preparadas control coombs tienen un tiempo de estabilidad de 7
dias de los cuales segun el paso del tiempo va a variar entre 3 y 1 + de intensidad de
reaccion, durante cuatro dias tuvieron una estabilidad de 3+ durante dos dias de 2+ y
es notable la variacion de intensidad de reaccion que decae hasta una cruz de

reactividad.

Interpretacion.- Esta positividad indica que la prueba de coombs con reporte
negativa es de confiabilidad para transfusiones de sangre o descarte de

incompatibilidades feto maternas.
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3.4.4 Relacién de la intensidad de reaccion con células de control en ensayos de
coombs directo e indirecto.

Tabla 10. Intensidad de reaccion con células de control en pruebas TAD y TAI.

ENSAYOS 3+ 2+ 1+ TOTAL
TAD 75 39 25 139
TAI 29 17 13 59

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Karla Allauca.

Gréfico 25. Interpretacion tabla 10

Relacion de la intensidad de reaccidon de las células de
control coombs en ensayos de coombs Ddrectos e indirectos

139

140
120
100

80 9

60 39

9
40 25
7 3
20
2+ 1+

3+

TOTAL

ETAD mTAl

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Karla Allauca.

Anélisis: las células de control coombs dan positividad con la variacién de intensidad
de reaccion en ensayos negativos de coombs directos e indirectos de los cuales se
obtuvieron resultados con 3+ en el mayor nimero de ensayos lo que garantiza los

resultados obtenidos en las pruebas antiglobulinicas

Interpretacion.- Permiten la validacién de estas pruebas, por cuanto la anti globulina
humana queda libre y al unirse a estas células de control positivisa por cuanto las

celulas sensibilizadas con IgG permiten la union y la reaccion de aglutinacion.
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3.5 Comprobacion de la hipétesis.

Tabla 11. Comprobacion de la hipotesis.

ENSAYOS RESULTADO | CANTIDAD
COOMBS DIRECTOS NEGATIVOS Negativo 139
COOMBS INDIRECTOS NEGATIVOS Negativo 57
VALIDACION NEGATIVA DE
COOMBS Positivo 196
CONFIRMACION ANTI-IgG Negativo 196
CONFIRMACION C3d Negativo 196

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Karla Allauca.

Gréafico 26. Representacion de la comprobacion de la hipotesis.

Comprobacion de la hipotesis.

COOMBS COOMBS

VALIDACION | CONFIRMACION | CONFIRMACION

DIRECTOS INDIRECTOS
NEGATIVOS NEGATIVOS

e CANTIDAD 139 57 196 196 196

NEGATIVA ANTI-IgG C3d

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Karla Allauca.

Comprobacion: Si se logro validar los ensayos de negativos de coombs directos e
indirectos al utilizar las células de control y estos ensayos fueron comprobados con la
utilizacion de tarjetas screening de gel policlonal (IgG + C3d), sus resultados fueron
negativos correlacionando asi el resultados de coombs y el empleo de las células
control cuando con estas dio positividad.
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CAPITULO IV

4. Conclusiones y Recomendaciones.

4.1 Conclusiones.

La aplicacion de ensayos de coombs directos e indirectos previenen las
complicaciones asociadas a las transfusiones e incompatibilidades feto

maternas en las que interactuan las inmunoglobulinas IgG.

El emplear la combinacidn de antisueros anti-D monoclonal y policlonal para
preparar células control coombs garantizan este medio de control por cuanto
la estructura antigénica RhD presenta variaciones en sus epitopes que pueda
en su mayoria generar la produccién de anticuerpos inespecificos o irregulares

que representan la causa de positividad en los ensayos de coombs.

La validacién de los ensayos de coombs es efectiva al emplear células de
control en las pruebas de coombs directa como indirecta por detectar a la

antiglobulina libre que no se fijé al soporte hematico.

4.2 Recomendaciones

Se recomienda que los ensayos de coombs directos e indirectos negativos
deben ser validados con las células de control coombs, estas pueden ser

preparadas en el laboratorio o adquiridas comercialmente.

Se debe emplear la combinacién de antisueros anti-D en la preparacion de las
células de control coombs por cuanto este antigeno es el de mayor poder
inmunogénico causante de reacciones inmunes en el organismo de quien lo

posee junto con los anticuerpos especificos.
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Para este ensayo al preparar células de control se recomienda validar estas
células con pruebas especificas, de IgG y C3d, esto genera en el trabajo

realizado un control adicional a la prueba de coombs negativa.
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Anexos.

Figura 27. Preparacién de suspension de células
Disefio: Karla Allauca.

Figura 28. Dispensacion de solucidn liss.
Disefio: Karla Allauca
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Figura 29. Dispensacién de muestras
Disefio: Karla Allauca

Figura 30. Ensayos
Disefio: Karla Allauca
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Figura 31. Centrifugacién
Disefo: Karla Allauca

Figura 32. Lecturas
Disefio: Karla Allauca

79



Figura 33. Seleccién de unidades
Disefio: Karla Allauca

Figura 34. Validacidon de Coombs
Disefio: Karla Allauca
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Figura 36. Validacion pruebas cruzadas
Disefio: Karla Allauca

Figura 35. Validacidn ensayos de pantallas
Disefo: Karla Allauca
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