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RESUMEN

El estudio de la sangre comprende valorar alteraciones de sus componentes en
forma, cantidad, funciones. Pero también el estudio de este componente vital
permite compensar a cualquiera de sus componentes mediante estudios
especializados dentro del area de la inmunohematologia.

Un sistema de grupos sanguineos esta formado por antigenos producidos tanto
directa como indirectamente. Mas tarde se descubrio otro grupo de antigenos que
se denominaron factores Rhesus (factores Rh), porque fueron descubiertos durante
unos experimentos con monos Rhesus. Las personas con factores Rhesus en su
sangre se clasifican como Rh positivas; mientras que aquellas sin los factores se
clasifican RH negativas. Las personas Rh negativas forman anticuerpos contra el
factor Rh, si estdn expuestas a sangre Rh positiva.

Seleccionar reactivos (medios de reaccion) son de vital importancia para detectar
a los dos elementos importantes en la inmunohematologia como son los antigeno
y los anticuerpos.

La reaccién de aglutinacion es la mas representativa para demostrar la presencia
de estos componente, la avidez, la estabilidad, la especificidad y la sensibilidad
son lineamientos que deben ser considerados para poder expresar y cuantificar al
componente especifico que guiara al medico tratante en su diagnostico y
tratamiento en especial a las mujeres multiparas (varias gestaciones) que podrian
trasmitir al feto y desarrollar en el recién nacido las incompatibilidades de grupos
sanguineos.


http://es.wikipedia.org/wiki/Rhesus

SUMMARY

The study of blood includes assessing alterations of its components in form, quantity,
functions. But the study of this vital component to compensate any of its components
through  specialized studies within the field of Immunohematology.
A blood group system consists of antigens produced both directly and indirectly. Later
they found another group of antigens called Rhesus factor (Rh factors) because they
were discovered during experiments on Rhesus monkeys. People with Rhesus factors in
their blood are classified as Rh positive, while those without the factors are classified RH
negative. Rh negative people form antibodies against the Rh factor, if exposed to Rh
positive blood.
Select reagents (reaction mass) are of vital importance to detect two important
elements such as the immuno-antigen and antibody.
The agglutination is the most representative to demonstrate the presence of these
components, avidity, stability, specificity and sensitivity are guidelines that must be
considered to express and quantify the specific component to guide the physician in
diagnosis and special treatment in multiparous women (multiple pregnancies) that could

convey to the developing fetus and the newborn blood group incompatibilities.
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INTRODUCCION

La relacion del ser humano con el medio ambiente y su entorno natural tiene
suprema importancia desde el punto de vista médico, puesto que los maltiples

factores influyen decididamente en el estado de salud del individuo.

El conjunto de genes que el padre y la madre aportan al momento de la
concepcion constituyen el patrimonio hereditario del nuevo ser que le otorga
caracteristicas tales como el color de pelo, el grupo sanguineo, etc. Entre todas las
caracteristicas hereditarias también pueden transmitir enfermedades o patologias

muy graves, algunas debidas a los genes.

Lo mas importante es que la madre debe conocer su grupo sanguineo y su factor
Rh, que le permitira anticipar posibles incompatibilidad entre la madre y el feto.
El grupo sanguineo y factor Rh del padre permite preveer incompatibilidades de la
sangre entre madre e hijo; si los progenitores son de factor Rh negativo, el
producto de la concepcion sera Rh negativo y no presentara problema alguno, si
en caso contrario el padre es Rh positivo y la madre Rh negativo; puede generarse
incompatibilidad sanguinea entre la madre y el feto. Los riesgo de que los hijos se
vean afectados por enfermedades de tipo hereditario se multiplican por cuatro
cuando los futuros padres son consanguineos, es decir del mismo grupo y factor
sanguineo. Con estos conocimientos se podré evitar de la presencia de anticuerpos

irregulares en las futuras madres.

Los anticuerpos (Ac) irregulares se producen frente a un estimulo antigénico,
tales como: la incompatibilidad feto-materna, transfusiones sanguineas o
inmunizaciones; provocando una sensibilizacion a nivel de los hematies o en el
peor de los casos produciendo reacciones inmediatas o tardias. La identificacion
de esta generacion de anticuerpos irregulares, se da gracias a los eminentes

avances cientificos y tecnoldgicos que hoy en dia pueden ser detectados a nivel de



laboratorio, especificamente realizando la prueba o test més utilizado como es el

Test de Coombs en los servicios del Banco de Sangre.

El proposito general del presente trabajo tiene como un objetivo adicional
valorar la importancia de la selectividad de reactivos o llamados también medios
de reaccién a través de un control de calidad interno, que se basa en buscar
titulaciones e intensidad de la reactividad mediante de la reaccion de aglutinacion,
accion que debe ser ejecutada por todos los laboratoristas a cargo de las pruebas
inmunohematologicas.

Dentro del primer capitulo, en lo que se refiere al Marco Referencial hacemos
mencion al planteamiento del tema de estudio como una importancia y necesidad
de buscar medios accesibles que esta al alcance de todo laboratoristas que hace
inmunohematologia, buscando alternativas y selectividad apropiada de reactivos
que permitan un estudio concreto, especifico y de alta calidad en los anélisis de
antigenos y anticuerpos.

Se menciona el objetivo general y especificos que permitan guiar al estudio en las

conclusiones y recomendaciones

En el segundo capitulo, encontramos el Marco Tedrico, en el que consta una guia
que permite entender a la sangre como un liquido vital a través de sus
componentes, funciones y alteraciones, basados en un glosario de términos para
que el lector tenga una facil comprension de la valoracién y control de reactividad
de los medios de reaccion.

En lo que se refiere al tercer capitulo, hallaremos conclusiones a las que hemos
Ilegado en base al planteamiento de objetivos especificos que permitiran llegar a
las recomendaciones necesarias, basadas y demostradas mediante una

interpretacion de cuadros y bases estadisticas.



CAPITULO I

1. PROBLEMATIZACION

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Partiendo de que en el mundo no existe laboratorio ciento por ciento seguro, la
busqueda cientifica y tecnoldgica en mejorar la calidad de vida y de salud, busca
mejorar todos los elementos que involucra los analisis de laboratorio, para que el
unico beneficiado sea el paciente, y sus familiares. El prestigio del médico, de los
laboratoristas y de las empresas que ofertan equipos, suministros y reactivos estan

ligados a una alta competitividad.

Introducir un sistema de calidad interno en el laboratorio es parte de una rutina de
trabajo, es por ello que todo reactivo y medio de reaccion debe pasar este control

que debe ser implementado por todo laboratorio

Denominamos Anticuerpos Irregulares, aquellos que se producen frente a un
Estimulo Antigénico. Son anticuerpos que generalmente aparecen por un estimulo

transfucional o feto-materna que pueden producir reacciones inmediatas o tardias.

La presencia de estos anticuerpos irregulares en mujeres en periodo de gestacion y
su desconocimiento en la misma, aumenta el riesgo de ocasionar sufrimiento y en

muchos de los casos muerte fetal.

Para que esto no ocurra, en nuestra actualidad y nuestro entorno se ha creado una
variedad de pruebas que ayudan a determinar la presencia oportuna de antigenos

y anticuerpos y evitar consecuencias fatales.



La identificacion de los anticuerpos en general, es de gran importancia en el
diagnostico y tratamiento de las Enfermedades Hemoliticas del Recién Nacido
(EHRN).

Es por ello que es importante valorar la intensidad de reactividad de antisueros
que seran empleados en el andlisis inmunohematologico en mujeres multiparas
para determinar la presencia o ausencia de antigenos que estimularian al sistema

inmunoldgico con la produccion de anticuerpos irregulares.

1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

¢Cudl es la importancia de la utilizacion del antisuero CDE como control de
calidad en la identificacion de los fenotipos del sistema Rh en mujeres de edad
fértil atendidas en el banco de sangre de Riobamba, durante el periodo de enero a
junio del 2010?

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

“Valorar la importancia de la utilizacion del antisuero CDE como control de
calidad en la identificacion de los fenotipos del sistema Rh en mujeres de edad
fértil atendidas en el banco de sangre de Riobamba, durante el periodo de enero a
junio del 2010

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Valorar la importancia de las funciones y componentes de la

sangre.



» Evaluar los distintos medios de reaccion e identificar el mas
apropiado mediante la reactividad, especificidad y estabilidad de
resultados.

» Considerar la utilizacion de los antisueros CDE como control de
calidad en la identificacion de los fenotipos el sistema Rh en
mujeres fértiles con el Unico fin de evitar enfermedades la
aloinmunizacion es la etapa mas importante de una mujer en la

procreacion.

1.4. JUSTIFICACION

La funcion del Laboratorista Clinico es apoyar, al medico mediante la
realizacién de examenes y pruebas clinicas, que serviran de base para que el
facultativo, sustente el diagnostico y  tratamiento. La incompatibilidad feto-
materna, transfusiones sanguineas o inmunizaciones son factores que provocan la
sensibilizacion o reaccion de los hematies, el mismo que gracias a los eminentes
avances cientificos y tecnoldgicos pueden ser detectados a nivel de laboratorio,
especificamente realizando la prueba o test méas utilizado como es la prueba de

Coombs en los servicios Transfusionales.

La presente investigacion la justificamos, partiendo de su actualidad, ya que el
guehacer técnico personalizado constituye wuna gran herramienta de

experimentacion con el unico proposito de llegar a la excelencia tecnologica.

Indudablemente con esta investigacion se lograra la implementacién de controles

de calidad que involucra la participacion tecnoldgica y humanistica.

Aqui las beneficiadas seran las futuras madres, con la eficiencia de los resultados
y funcion del laboratorista, ya que con la aplicacién de técnicas que valoren la
correcta reactividad de los antisueros, que son empleados en la determinacion de
los fenotipos del sistema Rh, esto permitira evitar incompatibilidad feto-materna,
y una posterior enfermedad que en algunos casos puede provocar la muerte fetal

y del recién nacido conocido como Eritroblastosis fetal. Para lograr estos



resultados existe el respaldo del tutor que imparte sus conocimientos, experiencias
y orienta el trabajo a realizar. Tenemos una autogestion en cuanto al desarrollo

investigativo del proyecto de tesina.

Pensamos que con la culminacion de esta investigacion llegaremos a constituir un
plan piloto que tendré trascendencia no solamente en una institucién de salud sino
en todo el pais, consideramos que la salud actual es un problema urgente de
resolver, para esto es preciso capacitar a los que manejan esta area y modificar el
sistema de control de calidad de todos los centros que brinden atencién medica en

todas sus ramas.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1 POSICIONAMIENTO PERSONAL

El presente trabajo esta elaborado en consideracién como teoria del conocimiento

al pragmatismo ya que este mencionado vincula teoria con la préactica.

2.2. FUNDAMENTACION TEORICA

2.2.1. Sangre
--—-1
Plasma
Gidbulos

=~  blancos
T Silobulos

- rojos

Fig. 1. Sangre

Fuente :http.~/imdgenes.google.com.ec/imagesn

2.2.2. Concepto

La sangre es un liquido rojo Unico, claro (arterial) u oscuro (venoso), de
composicion variable, que circula a través de los vasos sanguineos del

organismo, con un volumen total aproximado de 30ml/Kg. de peso.

La sangre ademas es un tejido liquido que recorre el organismo transportando
células, y todos los elementos necesarios para realizar sus funciones vitales
(respirar, formar sustancias, defenderse de agresiones) y todo un conjunto de

funciones muy complejas y muy importantes para la vida.



La cantidad de sangre de una persona esta en relacion con su edad, peso, sexo
y altura, una persona adulta se puede considerar que tiene entre 4,5 y 6 litros

de sangre.

2.2.3 Funciones de la sangre

La sangre realiza multiples funciones. De todas ellas las mas importantes son

las siguientes:

e Funcién Respiratoria

APAKAIU
RESPIRATORIO

INT 10 Y
D S

Fig. 2. Funcion Respiratoria

Fuente :http.//imdgenes.google.com.ec/imagesn

La sangre transporta el oxigeno (O,) desde los pulmones hasta las células de los
distintos tejidos, y el anhidrido carbdnico o diéxido de carbono (CO2) desde éstas
hasta los pulmones, donde es eliminado. Esta funcidn de transporte gaseoso.

e Funcion Nutritiva

Fig. 3. Funcidn nutritiva

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn



La sangre conduce las sustancias nutritivas, absorbidas tras la digestion y

procedentes de los alimentos, hasta las células que las precisan.

e Funcién de requlacién hormonal

La sangre transporta las diversas secreciones hormonales desde las glandulas que

las producen hasta los 6rganos donde acttan (6rganos blanco).

e Funcidn excretora

APARATO
EXCRETOR
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Fig. 4. Funcidn Excretora

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

La sangre conduce los productos de desecho resultantes del catabolismo celular

hasta los 6rganos donde son eliminados y que son, fundamentalmente, los rifiones.

¢ Funcidn de requlacion térmica.

La sangre distribuye el calor a lo largo de todo el organismo.

e Funcidén del mantenimiento del pH.

La sangre colabora en el mantenimiento del equilibrio existente en el organismo

entre sustancias de naturaleza &cida y las sustancias de naturaleza alcalina (o



béasica), y por tanto conserva constante el pH corporal. EI pH plasmético normal

es aproximadamente de 7,4

e Funcidén defensiva

Rcuucnou SANG UINEA itos
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leucocitos
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Fig. 5. Funcion defensiva

Fuente :http.~/imdgenes.google.com.ec/imagesn

La sangre protege al organismo de las infecciones. Esta funcion es desempefiada
por los leucocitos y por algunas sustancias presentes en el plasma (anticuerpos y
componentes del complemento). Los anticuerpos son producidos por los linfocitos

B, para la defensa del organismo.

¢ Funcién hemostatica

Cuando se produce una lesién de los vasos sanguineos, la sangre detiene sus
propias pérdidas. Esto se produce mediante el llamado fenémeno de la
hemostasia. En la hemostasia intervienen las plaguetas y diversas sustancias
denominadas genéricamente factores de la coagulacion (fibrindgeno, protrombina,

etc.).

2.2.4. Elementos

Glébulos
blancos

PlaquelasT

-

‘ '*Glbbulo rojo

Fig. 6. Elementos de la sangre

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn
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En la sangre se distinguen dos fracciones: fraccion forme y fraccion liquida La
fraccion forme esta constituida por elementos que tienen una forma definida. En
concreto estd compuesto por tres tipos distintos de células: Glébulos rojos,
Gldbulos blancos y plaquetas.

e Lafraccion liquida formada por plasma sanguineo.

2.2.4.1. Elementos Formes

e GLOBULOS ROJOS, HEMATIES O ERITROCITOS.

Fig. 7. Glébulos rojos

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

El eritrocito es una unidad madura del eritron (células hematicas circulantes y sus
precursores de la médula 6sea). El eritrocito humano es un disco circular, elastico,

biconcavo, eosinofilo y carente de nicleo.

Son las células sanguineas méas numerosas y la hemoglobina que contienen es la

responsable de su color rojo.

Se forman en la médula dsea, la misma que se halla dentro de los huesos del
esqueleto, desde donde son liberados en el torrente sanguineo. Cuando los
hematies son destruidos, la hemoglobina se transforma en bilirrubina, de color
amarillento, y ésta se elimina fundamentalmente por el higado a través de la bilis.

11



e GLOBULOS BLANCOS O LEUCOCITOS.

Lymphocyte

Monocyte s

=" Eosinophil

Fig. 8. Glébulos Blancos

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

Son las células sanguineas (células hematicas blancas) mas grandes, tienen nucleo
cuyo didmetro es de 8 a 12m y que se halla tanto en la médula dsea como en

sangre periférica.

Hay dos clases fundamentales de leucocitos, unos tienen granulos en su interior,
por lo que se llaman granulocitos, y los otros carecen de granulos en su interior,

por lo que se denomina agranulocitos.

A su vez, se distinguen tres tipos de granulocitos (neutrofilos, eosindfilo y

basofilos) y dos tipos de agranulocitos (monocitos y linfocitos).

e PLAQUETAS O TROMBOCITOS

Fig. 9. Plaquetas o Trombocitos

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn
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Las plaquetas son fragmentos morfolégicamente irregulares, que se derivan de la
porcion citoplasmatica de los megacariocitos (células madres normalmente
situadas en la médula dsea) y no poseen nucleo. Ademas son las células

sanguineas mas pequefias. Los trombocitos son destruidos por los macréfagos.

e PLASMA SANGUINEO

Plasma
(60 %)

Glabulos
blancos

Glabulos
tojos

Fig. 10. Plasma Sanguineo
Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn
Es un liquido compuesto de agua, proteinas, sales minerales y otras sustancias
necesarias para el funcionamiento normal del organismo y en donde se encuentran

"nadando” las células sanguineas.

En condiciones normales, supone mas o menos el 55% del volumen total de la

sangre.

Es un liquido transparente, de color ambarino y constituido en un 90% por agua.

El 10% restante consiste en una serie de sustancias solidas que se encuentran

disueltas en el agua.
Entre éstas cabe destacar:

e Gldcidos ( glucosa )
e Lipidos (colesterol, triglicéridos, etc.)

¢ Proteinas (albumina, globulinas, fibrindgeno, etc.)

13



e Electrolitos (iones sodio, potasio, calcio, cloruro, etc.)
e Sustancias reguladoras (vitaminas, enzimas, hormonas)

e Productos de desecho (&cido Urico, urea, creatinina, bilirrubina, etc.)

Al plasma sanguineo, cuando se le retira el fibrindgeno, se le denomina suero.

2.2.4.2. Valores normales de los elementos de la sangre

e Globulos Rojos, Hematies o eritrocitos:

En condiciones normales hay unos 4.8 millonessmm?® en la mujer

adultay 5.4 millones/mmen el varén adulto.

e Globulos Blancos o Leucocitos:

Se encuentran en un namero aproximado de 5.000 a 11.000 leucocitos

por mma3.

e Plaquetas o trombocitos:

Su nimero normal oscila entre 140.000 y 400.000 plaquetas por mm3

de sangre.

2.2.4.3. Funciones

e GLOBULOS ROJOS O HEMATIES O ERITROCITOS

Fig. 11. Gl6ébulos Rojos o Hamaties

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn
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Su funcion principal es de transportar el oxigeno y dioxido de carbono (asociados
a la hemoglobina) desde los pulmones y los distribuye a los diferentes tejidos a
través de los capilares, para que las células respiren, y también eliminan los

residuos producidos por la actividad celular (anhidrido carbonico).

e GLOBULOS BLANCOS O LEUCOCITOS.

Fig. 12. Glébulos Blancos o Leucocitos

Fuente :http.~/imdgenes.google.com.ec/imagesn

Los leucocitos son los encargados de proteger al organismo contra los diferentes

tipos de microbios.

Cuando hay una infeccion aumentan su nimero para mejorar las defensas. Unos

se forman en la médula dsea y otros en el sistema linfatico (bazo, ganglios, etc.).

Los leucocitos son los encargados de destruir los agentes infecciosos y las células
infectadas, y también secretar sustancias protectoras como los anticuerpos,

combatiendo las infecciones.

15
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e PLAQUETAS O TROMBOCITOS

Fig. 13. Plaquetas

Fuente :http.”/imdgenes.google.com.ec/imagesn

Las plaquetas sirven para taponar las lesiones que pudieran afectar a los vasos
sanguineos. En el proceso de coagulacion (hemostasia), las plaquetas contribuyen
a la formacion de los codgulos (trombos), asi son las responsables del cierre de las

heridas vasculares.

2.2.4.4Tiempo de vida de las células sanguineas.

e GLOBULOS ROJOS O HEMATIES O ERITROCITOS

Tienen una vida media de 80 a 120 dias y son destruidos, al cabo de ese tiempo,

por los macrofagos del SER.

e GLOBULOS BLANCOS O LEUCOCITOS

Los linfocitos pueden tener una vida muy prolongada; de hecho, algunos

sobreviven muchos afos.

En la sangre periférica, los leucocitos estan compuestos, principalmente, por
células polimorfo nucleares (con un promedio de vida de 3 a 4 dias), linfocitos
(con un promedio de vida, aproximadamente, 4.4 afios 0 mas), monocitos (vida
media de unos 2 dias a 2 semanas) y, en ocasiones, células plasmaéticas (con una

larga duracion de vida que no se conoce exactamente)
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e PLAQUETAS O TROMBOCITOS

Su vida media es de unos 8 a 11 dias

(10.- PLATT, William: Atlas de Hematologia en Color. Editorial JIMs. 1982.

Barcelona-Espana).

2.2.5. PRINCIPIOS DE INMUNOHEMATOLOGIA

El término inmunohematologia se refiere a las reacciones inmunologicas de los
antigenos y anticuerpos que reaccionan a nivel de las membranas celulares y que

afectan todos los componentes de la sangre.

La inmunohematologia, junto con la medicina transfucional, es una rama de la
patologia clinica que se ocupa de las siguientes materias: transfusion de sangre y
de sus componentes; patogenia, diagnostico, prevencion y tratamiento de la
inmunizacion (sensibilizacion) relacionada con el embarazo; pruebas leucocitarias
para el trasplante de O&rganos, y resolucién analitica de los problemas de

paternidad.

2.2.5.1 ANTICUERPOS

Fig. 14. Anticuerpos

Fuente :http.~/imdgenes.google.com.ec/imagesn
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Un anticuerpo es un producto de la respuesta inmune que reacciona con el

antigeno correspondiente en forma observable.

Los anticuerpos son inmunoglobulinas (Ig) y se encuentran en la fraccion

gammaglobulina de las proteinas plasmaticas. Existen cinco categorias de

inmunoglobulinas: 1gG, 1gM, IgA, 1gD e IgE. Este modulo se centra en las IgG e
IgM. (Ver anexo 1.0)

Los anticuerpos son proteinas integradas por cadenas de aminoacidos unidas por

puentes peptidicos.

Los anticuerpos 1gG poseen cuatro cadenas, dos pequefias o "livianas" y dos mas
grandes o0 "pesadas". Por contraste, los IgM se componen de 10 cadenas livianas y

10 pesadas.

e ANTICUERPOS Ig G

Cadena liviana Cadena liviana
L1 L2

oligosacarido oligosacarido

Fig. 15. Anticuerpos Ig G

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

Los anticuerpos Ig G constituyen alrededor del 73% de las inmunoglobulinas
totales. Tienen un peso molecular de sélo 150.000. Por su tamafio, atraviesan con

facilidad la placenta y en consecuencia, a menudo se asocian a un cuadro

denominado enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN). Este problema
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tiene lugar cuando los anticuerpos maternos cruzan la placenta y atacan a los
eritrocitos  fetales que poseen los  antigenos  correspondientes.
Los anticuerpos Ig G no causan aglutinacion de los glébulos rojos antigénicos
suspendidos en solucién salina; solo los recubren y sensibilizan. La sobrevida de
lalg G es de 60 - 70 dias.

e ANTICUERPOS IG M

Fig. 16. Anticuerpo Ig M

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

Los anticuerpos Ig M constituyen alrededor del 8% de las inmunoglobulinas
totales. Son mucho mas grandes que los Ig G y 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 complemento y en

consecuencia, causan hemolisis de los eritrocitos, mas que aglutinacion.

2.2.5.2 ANTIGENOS
@9 k=
®e + A

antigenos @ami:uermgﬁ—

e® )\~
e

Fig. 17. Antigenos

Fuente :http.~/imdgenes.google.com.ec/imagesn
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Se llama Antigeno (Ag) o inmundgeno a todas las moléculas capaces de inducir

una respuesta inmune, pudiendo reaccionar con los anticuerpos (Ac) formados.

Suelen ser moléculas de gran tamafio, generalmente de estructura proteica, con
varios epitopes o fragmentos que son reconocidos especificamente por los

anticuerpos.

Los Haptenos son moléculas de menor tamafio, que por si solos no pueden
provocar una respuesta inmune, pero gue asociadas a una molécula transportadora

inmunodgenica pueden reaccionar con los anticuerpos formados.

e EPITOPES Y DETERMINANTES ANTIGENICOS

Fragmentos o espacios de los Ag para ser reconocidos por el Ac. Los epitopes son
fragmentos de la molécula del antigeno (Ag), generalmente estructuras de
superficie, reconocidos especificamente por los anticuerpos. Hay regiones de la
molécula de Ag que presentan varios epitopes cercanos, y se llaman
determinantes antigénicos. En general los Ag presentan varios determinantes

antigénicos, de modo que se producen Ac especificos para cada uno de ellos

2.2.5.3 RESPUESTA INMUNE

—

Respuasta secundarnia 1gG

Respuesta primarna gt

Nivel de anticuerpos

bt Tiempo
Primera  Segunda
exposicidn  exposicién
al antigeno  al antigeno
extrano extrano

Fig. 18. Respuesta Inmune

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

20



Cuando el organismo se expone por primera vez a un antigeno extrafio, monta una
respuesta primaria. Esta se desarrolla con lentitud y podrian pasar varios meses
hasta la aparicion de anticuerpos detectables. El segundo contacto con el mismo
antigeno determina una respuesta secundaria. Esta es mucho mas espectacular y
en general, se sintetizan concentraciones considerables de anticuerpos en poco
tiempo. La respuesta primaria a menudo se asocia a niveles bajos de Ig M,

mientras que en la secundaria predomina la Ig G.

2.2.5.4 ANTICUERPOS "NATURALES" E INMUNES.

Si analizamos el suero de una persona normal, encontramos anticuerpos de grupo
sanguineo ABO. Por contraste, el suero del cordén umbilical o del recién nacido
revela concentraciones minimas o nulas de anticuerpos de este tipo. No obstante,
si examinamos el suero del lactante 12-20 semanas mas tarde, observamos titulos
moderados. Estos aparecen sin inmunizacién obvia del bebé con antigenos de
grupo sanguineo A o B. Por lo tanto, estos anticuerpos se consideran naturales, es

decir, que surgen en ausencia de un estimulo antigénico conocido.

Como ya se dijo, los anticuerpos se sintetizan como resultado del ingreso de un
antigeno, de modo que el término "natural” podria crear confusion. Ahora se sabe
que los virus, bacterias y muchos alimentos poseen antigenos AB muy similares a

los de los grupos sanguineos humanos.

Es asi que estos anticuerpos "naturales” se deben a antigenos que entran al
organismo y promueven la respuesta adecuada, casi siempre de tipo Ig M. Los
anticuerpos inmunes de grupo sanguineo suelen ser Ig G y se producen en

presencia de antigenos eritrocitarios extrafos.

Este evento puede tener lugar como consecuencia de una transfusion de sangre o
en el caso de la embarazada, por pasaje de sangre fetal a la circulacion materna.
(5.- BROSTOFF. Jonathan y otros.1994. “Inmunologia Clinica”).
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2.2.5.5 REACCIONES ANTIGENO-ANTICUERPO ERITROCITARIAS

Fig. 19. Reaccion Antigeno — Anticuerpo

Fuente :http.//imdgenes.google.com.ec/imagesn

La reaccion antigeno anticuerpo puede darse in vivo como in vitro.

La reaccién in vivo generalmente coincide con la invasion al organismo por
antigenos extrafios que reaccionan por intermedio de los anticuerpos como sucede
en la reaccion hemolitica transfusional, o mediante la transferencia pasiva de
anticuerpos como en el caso de la enfermedad hemolitica del recién nacido o

también llamada incompatibilidad de grupo o factor.

La reaccion in vitro es de particular importancia porque ella permite que tanto los
antigenos como los anticuerpos pueden ser detectados y estudiados en el

laboratorio mediante pruebas especificas.

REACCION DE AGLUTINACION

REACCION DE AGLUTINACION
) -0
o o

Fig. 20. Reaccidn de aglutinacion

Fuente :http.~/imdgenes.google.com.ec/imagesn
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Las reacciones de aglutinacion consisten en el agrupamiento de una suspension
de particulas que se debe a la reaccion entre un antigeno presente en las
particulas (aglutinégeno) y un anticuerpo especifico de él (aglutinina).

Las particulas pueden ser vitales o inertes. Como particulas vitales se suelen
emplear hematies y bacterias. Las particulas inertes pueden ser de carbon vegetal,

latex, gelatina, etc.

Si la particula utilizada en la aglutinacién es un hematie, se dice que es una

reaccion de hemaglutinacion.

El aglutinégeno ha de estar presente en la particula de una forma apreciable y

tiene que estar situado superficialmente. Ademas, debe poseer multiples epitopes.

Las aglutininas completas son aquellas que siempre producen aglutinacion,
mientras que las incompletas son las que, a pesar de reaccionar con el antigeno, no
producen aglutinacion cuando estan en una situacion desfavorable (por ejemplo,
cuando el antigeno particulado es una suspension de hematies en disolucion

salina).

Debido a su tamafio y a su multivalencia, las aglutininas completas son Ig M,

mientras que las aglutininas incompletas son Ig G, al ser solo bivalentes.

Para que la reaccion de aglutinacion se produzca correctamente,es preciso que la
concentracion de aglutincacion no sea exesiva con respecto a la de la aglutinina y
viceversa. En caso contrario se verificaraq el llamado fenémeno de zona y se

obtendra un resultado falsamente negativo.

Otro factor que influye en la reaccion de aglutinacion es la temperatura. Aunque
la mayoria de estas reacciones se efectua correctamente a temperatura ambiente
(unos 20°C), los aglutinégenos bacterianos suelen reaccionar mejor con Ssu
aglutinina correspondiente a 37°C, e incluso algunas aglutininas reaccionan de
una forma optima con su aglutindgeno a 4°C (aglutininas frias o crioaglutininas).
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CARACTERISTICAS DE LA REACCION Ag-Ac

ESPECIFICIDAD

Capacidad del anticuerpo de unirse al antigeno que lo estimulé. La unién dada por
la especificidad es muy precisa y permite distinguir entre grupos quimicos con
diferencias minimas a pesar de su similitud., ademas permite detencion de un solo
Ag en cuestion.

RAPIDEZ

La velocidad con que ocurre la primera etapa de la reaccién Ag-Ac es del orden
de milésimas de segundo, y esta limitada Unicamente por la difusién. La segunda
etapa, que es mas larga, incluye todas las manifestaciones que se presentan como

consecuencia de la interaccion, tales como precipitacion, aglutinacion,

neutralizacion, etcétera.

ESPONTANEIDAD

La reaccion Ag-Ac no requiere energia adicional para efectuarse .

REVERSIBILIDAD

Dado que la reaccion se debe a fuerzas no covalentes, es reversible y, en

consecuencia, se ve afectada por factores como la temperatura, la proporcion de

Ag-Ac, el pH y la fuerza idnica.

TIPOS

DIRECTA

Las pruebas de aglutinacidn directa o activa son aquellas en las que la aglutinina
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reacciona con un aglutindgeno presente de una forma natural en la superficie de
un tipo de células. Tra esta reaccién se forma una especie de puente de unién entre

las células, produciéndose la aglutinacion.

Un ejemplo de este tipo de pruebas es la aglutinacién que se origina al poner en

contacto hematies del grupo A con suero anti-A.

Hay tres formas de facilitar la aglutinacion cuando la aglutinina es un anticuerpo

incompleto:

» La primera consiste en aumentar la viscosidad del medio en el que se
encuentran las células. Esto se consigue afiadiendo a este sustancias como
la seroalbumina bovina al 30%.

» La segunda se basa en eliminar los residuos negativos de acido sialico de
la membrana celular. Esto se alcanza exponiendo las células a la accion de
enzimas como la tripsina, la papaina, la bromelina o la ficina.

» Y la tercera se asienta en la disminucidon de la fuerza ionica del medio que
circunda los hematies, haciendo que este contenga alguna sustancia del

tipo de la solucién de baja fuerza ionica (por ejemplo, LISS.

Fig. 21. Aglutinacién directa

Ag Incluido en

células

Elaborado por: Silvana Ortega y Carina Palacios

INDIRECTA



Las pruebas de aglutinacién indirecta o pasiva son aquellas en las que la
aglutinacion reacciona con un aglutindégeno gue ha sido transferido pasivamente a
la superficie de una particula vital o inerte.

Un ejemplo de este tipo de pruebas es la aglutinacion que se genera al pones en
contacto un suero problema que contiene aglutininas anti-toxoplasma con
hematies de cordero que han sido recubiertos con aglutinégenos procedentes de
un lisado de toxoplasma.

Al proceso mediante el cual las particulas son recubiertas con aglutinégenos que

no les son propios se le denomina sensibilizacion.

A
Ac anti- Ag

Particula sensibilizada

Fig. 22. Aglutinacion Indirecta

Elaborado por: Silvana Ortega y Carina Palacios
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Si las particulas son visibles, es decir, son células estas pueden ser fijadas
mediante sustancias como la formalina, para su almacenamiento durante largos
periodos de tiempo. Ademas hay varios sistemas que facilitan la sensibilizacion de

las células:

¢ Uno de ellos consiste en exponer las células a la accion de algunas
sustancias, como el acido téanico, para favorecer la absorcion del

aglutindgeno a la superficie celular.

Hay una clase especial de prueba de aglutinacion indirecta llamada inversa en
la que el aglutindgeno esta libre en la muestra problema y reacciona con la

aglutinina que esta fijado a la superficie de la particula.

Una ejemplo de aglutinacion indirecta inversa es la originada al hacer
reaccionar el antigeno de superficie de la Hepatitis B contenido en un suero
problema, con una suspension de particulas de latex recubiertas con

anticuerpos anti HBsAg. (12.- Inmunologia Editorial Paraninfo)

2256 FACTORES QUE AFECTAN LAS REACCIONES ANTIGENO
ANTICUERPO
CARGA IONICA ERITROCITARIA

En el organismo (in vivo) o en un tubo de ensayo (in vitro), los glbulos rojos
nunca contactan entre si en condiciones fisioldgicas normales porque tienen carga
eléctrica negativa. Como las cargas iguales se repelen y las opuestas se atraen, los
eritrocitos se rechazan y no se tocan. La distancia que los separa es minima, pero
suficiente para evitar que las moléculas pequefias de Ig G se interpongan entre las
celulas y las aglutinen. Sin embargo, las moléculas de Ig M més grandes, podrian
unirlas. En consecuencia, los anticuerpos Ig M pueden provocar aglutinacion

directa de los glébulos rojos. Pero los Ig G solo recubren y sensibilizan.
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La carga negativa de los eritrocitos deriva de los grupos de &cido neuraminico de
la membrana. La fuerza que mantiene la separacion entre las células a veces se

denomina "potencial zeta".

TEMPERATURA

Cada anticuerpo tiene su temperatura de reaccion preferida. Por ejemplo, los de
grupo sanguineo ABO actuan mejor a 4°C y los Rh, a 37° C.

pH
El pH 6ptimo de la mayoria de los anticuerpos de grupo sanguineo es de 6,5a 7,5.
Cuando el pH es demasiado &cido o demasiado alcalino, las reacciones se inhiben.

ANTIGUEDAD DEL SUERO Y LOS ERITROCITOS

Las reacciones mas satisfactorias se obtienen cuando se emplea suero y eritrocitos

frescos. Se aconseja entonces usar glébulos rojos recién preparados y conservar el
suero a -20°C 0 menos.

PROPORCION ENTRE ANTICUERPOS Y ANTIGENOS

La proporcion entre anticuerpos y antigenos es importante. Cuanto mayor es la
concentracion de anticuerpos en relacion con la de antigenos eritrocitarios, mas

intensa es la reaccion.

Por lo tanto, la potencia de la suspension de globulos rojos es esencial, porque si
es excesiva. Podria enmascarar la presencia de anticuerpos débiles. Para las

pruebas de aglutacion la cifra mas adecuada es del 2 - 4 %.

POTENCIA IONICA
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Cuando se reduce la potencia ionica del medio en el que suspenden los glébulos

rojos, la reaccion antigeno-anticuerpo se acelera.

Si se utiliza solucion salina de baja fuerza idnica (SSBFI o LISS), el periodo de

incubacion de la prueba antiglobulinica se abrevia a 15 minutos

2.2.6. MEDIOS DE REACCION

2.2.6.1 SOLUCION SALINA FISIOLOGICA

Fig. 23. Solucidn Salina Fisiolégica

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

Se prepara por disolucion de 8,5 g de CINA en 1 litro de agua destilada. Debe
utilizarse, a ser posible, recién preparada aungque no es rigurosamente necesario
que sea estéril.Se utiliza en general como medio de suspension de hematies. Es de

facil preparacion en el laboratorio.

2.2.6.2 SOLUCIONES DE ALBUMINA BOVINA

Fig. 24. Solucién de Albumina Bovina

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn
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Se emplean como medio proteico destinado a potenciar, determinados anticuerpos
de grupo sanguineo. La materia prima es la albumina obtenida por
fraccionamiento del plasma bovino, segin métodos industriales bien
estandarizados (fraccionamiento salino, fraccionamiento alcohdlico, métodos

cromatogréaficos.

Parametros muy importantes en la preparacién de soluciones de albumina bovina

son el pH, la concentracion.

Las soluciones de albimina bovina disminuye el potencial Z y, en consecuencia,
la repulsion electrostatica existente entre los hematies, las concentraciones méas
empleadas: 30%, 22%, 6%, 3%.

El tiempo de incubacion es de 30 minutos a 37 c.

2.2.6.3 SOLUCIONES DE ENZIMAS PROTEOLITICAS

Fig. 25. Solucion de Enzimas Proteoliticas

Fuente :http:/imdgenes.google.com.ec/imagesn

Los anticuerpos de grupo sanguineo de tipo IgG pueden aglutinar los hematies si
éstos se tratan con soluciones tamponadas de algunas enzimas proteoliticas. Los
enzimas que se usan corrientemente en inmunohematologia son: tripsina, papaina
y bromelina. La ofcina tiene su aplicacion limitada por ser toxica, aunque es la

que produce mayor disminucion del potencial Zeta.
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Las pruebas para la investigacion de anticuerpos mediante enzimas proteoliticas
son muy sensibles para determinados anticuerpos pero tienden a dar resultados
falsos positivos.la desventaja de este medio de reaccion es que destruye los Ag
eritrocitarios porque reduce altamente el potencial Z, utiliza un tiempo de

incubacién de 5 minutos..

2.2.6.4 SOLUCIONES DE BAJA FUERZA IONICA (LISS)

Fig. 26. Solucion de Baja Fuerza I6nica

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

La carga de iones positivos y negativos que poseen es inferior a la que contiene la
solucion salina fisioldgica normal, por ello, la interaccion de los iones del medio

dificulta menos las uniones antigeno/anticuerpo

+N\C_ Antigeno
+ ‘+ o8

Fig. 27. Caga lonica
Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

Este medio de reaccion aumenta la velocidad de asociacion y captacion entre Ag 'y

Ac. Para evitar el posible deterioro de algunos antigenos hamaticos debido al
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medio de baja fuerza idnica, es preciso seguir muy estrictamente las instrucciones
que proporciona el fabricante de cada LISS aditivo. Utiliza un tiempo de
incubacion de 15 minutos, investiga Ac de tipo Ig G e Ig M. (2.- BELCELLS,
Alfonso: La Clinica y el Laboratorio. Ediciones Cientificas y Técnicas. 1997.
Barcelona-Espafa)

2.2.7 SISTEMAS DE GRUPOS SANGUINEOS

Grupo A Grupo B Grupo AB Grupo O
Sangre
ofa célula
inticuerpos , 7
\ | 3 | |

Ami-B Anti-A Ningunos Anti-A y Art-B

antigenos b 4 1 ?%
A antigeno B antigeno Ay
ge 9 antigeno No antigenos

Fig. 28. Sistema de Grupo Sanguineo

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

Conjunto de Ag que se van a clasificar dependiendo de la clase o tipo de Ac.

Para un estudio mas adentrado de los grupos sanguineos se los debe analizar
desde el punto de vista del aspecto genético, aspecto bioquimico, aspecto

inmunoldgico, aspecto fisicoquimico.
2.2.7.1 SISTEMA DE GRUPOS SANGUINEOS ABO

Los Ag de los grupos sanguineos son determinantes antigenicos o epitopes.Los

Ag de los grupos sanguineos se conocen gracias a los Ac dirigidos contra ellos.
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Antigenc A Antigeno B

Tipo sanguineo A Tipo sanguineo 8

Antigeno AB Sin antigenos

@ 0

Tipo sanguineo AB Tipo sanguineo 0

Fig. 29. Sistema de grupo Sanguineo ABO

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

A principios del siglo XX se llevd a cabo un descubrimiento crucial en medicina
transfusional. Karl Landsteiner demostr6 que cuando se combinaban dos muestras
de sangre, en algunos casos se mezclaban sin signos apreciables de reaccion, pero
en otros se producia aglutinacion de los globulos rojos .Esta aglutinacion se
atribuyé a la presencia de antigenos en los glébulos rojos y anticuerpos en el
suero. Mas tarde se comprobd que existen dos antigenos eritrocitarios, Ay B. En
lo que respecta al grupo ABO.

Los eritrocitos que poseen antigeno A, corresponden al grupo A; los gque tienen
antigeno B, al grupo B, los que cuentan con los dos antigenos, al grupo AB y los

que no revelan ninguno, al grupo O.

En el suero se encuentran dos tipos de anticuerpos, anti-A, que reaccionan con los
glébulos rojos del grupo A y anti-B, que aglutina los del grupo B.
Los anticuerpos séricos anti A y anti-B varian de acuerdo con los antigenos

eritrocitarios:

e Si los glébulos rojos tienen antigeno A (grupo A), el suero tiene

anticuerpos anti-B
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e Si los gldbulos rojos tiene antigeno B (grupo B), suero tiene
anticuerpos anti-A

« Si los globulos rojos tiene antigenos A 'y B (grupo AB), el suero no
tiene anticuerpos anti-A ni anti-B

e Si los glébulos rojos no tiene antigenos A ni B (grupo O), el suero
tiene anticuerpos anti-A y anti-B.

2.2.7.2 DEMOSTRACION IN VITRO DE LOS GRUPOS SANGUINEOS ABO

/ DEMOSTRACION IN VITRO DE LOS GRUPOS ABO \

SE DEMUESTRA
TECNICAS METODOS
' }

.TUBO
‘PLACA v DIRECTO: Ag
*MICROPLACA INVERSO: Ac
.GEL

COMPLEMENTOS

TECNICAS DE LABORATORIO

e LAVADO DE CELULAS BUFFY COAT (LEUCOCITOS,
AGREGADOS Y PLAQUETAS)

MATERIALES

+«» Tubos de ensayo

X4

Pipeta pasteur

*,

¢+ Gradilla centrifuga

++ Solucion salina (0,9%)
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MUESTRAS REQUERIDAS

» Sangre total en estudio

PROCEDIMIENTO

Con una pipeta Pasteur dispensar 1ml de sangre total.
Complementar con solucion salina hasta 1cm del borde.
Centrifugar por 2 minutos a 3400 rpm para sedimentar las células.

Eliminar el sobrenadante por aspiracién, tratando de no perder hematies.

NS NEE N NN

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

v" En un tubo dispensar 19 gotas de solucidn salina fisiolégica y adicionar 1
gota de glébulos rojos sedimentados.

v Homogenizar y mantener en refrigeracion a 4°C

e METODO DIRECTO

Se basa en la aglutinacion que se produce en los globulos rojos cuando se ponen
en contacto con anticuerpos aglutinantes especificos contra los antigenos de

superficie.

La presencia de aglutinacion indicara que los gl6bulos rojos poseen ese

determinado antigeno en su superficie.

¢ METODO INVERSO

Determina el grupo sanguineo a través de anticuerpos especificos(aglutininas)
presentes en el suero. La muestra empleada debe ser suero o plasma, que seran

enfrentados con eritrocitos del grupo A, del grupo By del grupo O.

La presencia de aglutinacion indicara que el suero o plasma problema poseen

determinado anticuerpo, y que han reaccionado con los eritrocitos enfrentados.
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2.2.7.3 DETERMINACION ABO EN PLACA
MATERIALES

> Sueros comerciales: Anti-A, Anti-B, Anti- AB
» Porta objetos
> Palillos

» Lampara

MUESTRA REQUERIDA

» Sangre total

PROCEDIMIENTO

1. Rotular el porta objetos con la letra Ay la letra B en cada extremo
y otro con la letra AB.
A B AB

Fig. 30. Determinacion ABO en placa

Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios

2. Colocar una gota de suero Anti-A, Anti-B y Anti-AB en cada
seccion identificada del portaobjetos.
A B AB

® O O

Fig. 31. Determinacion ABO en placa

Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios
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3. Situar junto a cada gota de antisuero una gota de hematies.
A B AB

®® e Oe

Fig. 32. Determinacion ABO en placa

Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios

4. Mezclar los hematies y el antisuero de cada seccidn utilizando un
palillo diferente en cada uno de ellas formando un circulo de 2 a

2,5 cm de didmetro.

A B AB

Fig. 33. Determinacion ABO en placa

Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios

Hacer oscilar el portaobjetos hacia adelante y hacia atras.

A B AB

Fig. 34. Determinacion ABO en placa

Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios
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5. Observar la presencia o la ausencia de aglutinacion.

A Rh POSITIVO

Fig. 35. Determinacion ABO en placa

Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios

B Rh POSITIVO

Fig. 36. Determinacion ABO en placa

Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios

AB Rh POSITIVO

Fig. 37. Determinacion ABO en placa

Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios
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O Rh POSITIVO

Fig. 38. Determinacion ABO en placa

Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios

A Rh NEGATIVO

Fig. 39. Determinacion ABO en placa

Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios

B Rh NEGATIVO

Fig. 40. Determinacion ABO en placa

Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios
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AB Rh NEGATIVO

\
J

Fig. 41. Determinacion ABO en placa

(

\_

Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios

O Rh NEGATIVO

\

\_ J

Fig. 42. Determinacion ABO en placa

(

Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios

6. La presencia o ausencia de aglutinacion puede confirmarse con la

observacion al microscopio de la mezcla.

2.2.7.4 DETERMINACION ABO EN TUBO

MATERIALES

¢+ Sueros comerciales: Anti-A, Anti- B, Anti- AB
¢+ Gldbulos rojos al 5%

¢+ Tubos de ensayo

¢ Pipetas Pasteur

% Lampara
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+« Centrifuga

MUESTRA REQUERIDA

++ Sangre total

INTENSIDAD DE LA REACCION (TUBO)

fondo turbio.

INTENSIDAD CARACTERISTICAS IMAGEN
4 + Eritrocitos incluidos en un D
boton  solido,  contorno N—"

definido y fondo
transparente. L

3+ Boton irregular con
desprendimientos grandes y /\. )

fondo transparente.

e

2+ Aglutinados medianos 'y
fondo transparente. @

1+ Aglutinados  pequefios 'y
fondo turbio. a

Negativo Ausencia de aglutinacion y

Fig. 43. Intensidad de Reaccion

Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios
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PROCEDIMIENTO

1.- Rotular tubos con la letra A, B, AB, C

-

\_

A B AB C
Fig. 44. Determinacion ABO en tubo
Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios
2.- Colocar una gota de Anti-A, B, AB en cada tubo
A B AB
C S N o~ )
9 O L O J

\_

J

Fig. 45. Determinaciéon ABO en tubo

Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios
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3.- Colocar una gota de SSF en el tubo control
AB C

A B
fealle

0

D
N

o) W W
- Y

Fig. 46. Determinacion ABO en tubo

Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios

4.- Anadir a cada tubo una gota de gldbulos rojos al 5%.
AB C

A B
O O o

0

@ O 0 O
@ O O O
N—~ A o/ \ )
\_ W,

Fig. 47. Determinacion ABO en tubo

Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios

5.- Mezcla suavemente el contenido de los tubos y centrifugarlos durante
15-30 minutos a 3.000 rpm.

6.- Resuspender suavemente los sedimentos de los hematies y examinar la
aglutinacion con la ayuda de la lampara.

7.- Anotar los resultados de la prueba.
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REPORTE DE LOS RESULTADOS

La aglutinacién de hematies con antisueros especificos es interpretado como

positivo e indica la presencia del antigeno correspondiente.

Si no hay aglutinacion produce un resultado negativo (0) indicando que el

antigeno correspondiente no se encuentra.

SE DEBE CONSIDERAR

v

<

No confiar en el color de los antisueros para identificar el
antisuero.

Todos los tubos deben estar debidamente rotulados.

No realizar pruebas a temperaturas muy altas.

Realizar la observacién de aglutinacion con un fondo bien
iluminado, no sobre una caja visora de temperatura alta.

Anotar los resultados inmediatamente observados.

Las discrepancias de grupo globular puede deberse a antigenos
debilitados, expresion antigénica alterada debido a enfermedad,
quimerismo o exceso de sustancia de grupo sanguineo.

Se puede encontrar falso-negativo en tubo si la suspensiéon de

hematies es muy concentrada.

2.2.7.5 CAUSAS DE ERRORES DE LA TECNICA

CAUSAS DE FALSO POSITIVO

1.- Adicidn de antisuero equivocado al tubo de la prueba.

2.- Exceso de centrifugacion de la mezcla suero/ células.

3.- Material de vidrio sucio (detergente, etc.)

4.- Técnica de lectura inadecuada, agitacion muy débil.
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CAUSAS DE FALSO NEGATIVO

1.- Omision de las células del paciente.

2.- Omision de antisuero al tubo de la prueba.

3.- Baja centrifugacion de la mezcla suero/ células.

4.- Agitacion vigorosa al momento de hacer la lectura.

5.- Deficiencia de lavado de las células.

PRUEBA INVERSA

PRINCIPIO.-

El grupo inverso esta basada en la presencia o ausencia de anticuerpos anti-a y
anti-b. si hay anticuerpos en el suero estos se pueden evidenciar enfrentando

células que expresen los antigenos A o B.

Debido a la carencia de sintesis de inmunoglobulinas en recién nacidos estas

pruebas no se realizan en muestras de estos pacientes.

REACTIVOS, SUMINISTROS Y EQUIPOS

Hematies Al, A2, B 'y O preparados al 3-5%
Tubos
Pipetas Pasteur

Lampara con luz intensa

YV V VYV V V

Centrifuga

PROCEDIMIENTO

1.- Colocar una gota de hematies reactivos del grupo Al, By O en tubos

limpios y rotulados correctamente.
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A B
fealle

0

e o o
\- /

Fig. 48. Prueba Inversa

Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios

2.- Afadir a cada tubo dos gotas de suero problema.
A B O

/

0
0

G
1

O
cd & &
\_ J

Fig. 49. Prueba Inversa

Elaborado Por: Silvana Ortega y Carina Palacios

3.- Mezclar suavemente el contenido de los tubos y centrifugar por 15
segundos a 3.500 rpm.

4.- Examinar los tubos en busca de hemolisis.
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5.- Resuspender suavemente el botdn celular y observar si hay
aglutinacion.
6.- Anotar los resultados de la prueba. (6.- Guia para la realizacion de

pruebas inmunohematologicas. Autor Lic. Fernando Jaramillo).

2.2.7.6 SISTEMA Rh

Células —O
sanguineas

Rh negativo

sanguineas
Rh positivo

Células —@

Fig. 50. Sistema Rh

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

Es un sistema muy complejo. Para simplificar, es conveniente clasificar a los
individuos como Rh positivos (85% de la poblacion en el Reino Unido) o Rh

negativo (15%), dependiendo de la presencia del antigeno D.

En gran parte, esto es una medida preventiva para evitar transfundir a un receptor
Rh negativo con el antigeno D, que es el antigeno eritrocitario mas inmunogenico

después del Ay el B.

El sistema Rh esta codificado por 6 genes D, d, C, c, E, e: y 5 antigenos que son
D,C,c,E,e.

Estos antigenos estan definidos por los antisueros correspondientes, a excepcion
del ‘anti-d’ que no existe porque d es silente, y los anticuerpos Rh se deben a
aloinmunizacién por transfusion previa o embarazo. Son habitualmente IgG (a

veces con un componente IgM), reaccionan sobre todo a 37°C y no fijan el
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complemento. Asi, la hemdlisis, cuando se produce, es extravascular y tiene lugar

principalmente en el bazo.

El anti-D es clinicamente el mas importante; ha ocasionado reacciones
transfusionales hemoliticas mortales y, el anti-D, era la causa mas comdn de

muerte fetal debida a enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN).

El resto de los anticuerpos Rh, aunque menos comunes, pueden, sin embargo,
causar reacciones transfusionales hemoliticas y EHRN. (BROSTOFF, Jonathan y

otros. 1994. “Inmunologia Clinica”).

2.2.7.7 DETERMINACION EN PLACA
MATERIALES

+ Sueros comerciales: Anti-D, Anti-C, Anti-E, Anti-c y Anti-e
+ Porta objetos
+ Palillos

+ Lampara
MUESTRA REQUERIDA
+«»+ Sangre total
PROCEDIMIENTO
1.- Rotular el porta objetos con letras D, C, E, c, e en cada extremo.

D C E c e

) ) [

]

Fig. 51. Determinacion en placa del Grupo Rh

Elaborado por: Silvana Ortega y Carina Palacios
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2.- Colocar una gota de suero Anti-D, C, E, c, e en cada placa y una gota

de hematies en estudio.

D C E c e

ce Oe ce Oe@ O

Fig. 52. Determinacion en placa del Grupo Rh

Elaborado por: Silvana Ortega y Carina Palacios

3.- Mezclar los hematies y el antisuero de cada seccion utilizando un
palillo diferente en cada uno de ellos formando un circulo de 2 a 2,5 cm de

didmetro aproximadamente.

D ¢ E e
@ O ®@ O @

Fig. 53. Determinacion en placa del Grupo Rh

Elaborado por: Silvana Ortega y Carina Palacios

4.- Hacer oscilar el porta objetos hacia adelante y hacia atras.

D C E c e

Fig. 54. Determinacion en placa del Grupo Rh

Elaborado por: Silvana Ortega y Carina Palacios
5.- Observar la presencia o ausencia de aglutinacion.
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La presencia o ausencia de aglutinacion puede ser confirmada con la observacién

de la mezcla al microscopio.

2.2.7.8 DETERMINACION Rh EN TUBO

1.- Rotular tubosconlaletraD, C,E,c,eyCDE

D C E c e CDE

Fig. 55. Determinacion en tubo del Grupo Rh

Elaborado por: Silvana Ortega y Carina Palacios

2.- Colocar una gota de antisueros —anti-D, C, E, ¢, e y CDE y una gota de

muestra en estudio en cada tubo limpio.

D C E c e CDE

Fig. 56. Determinacion en tubo del Grupo Rh

Elaborado por: Silvana Ortega y Carina Palacios
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D C E c e CDE

Fig. 57. Determinacion en tubo del Grupo Rh

Elaborado por: Silvana Ortega y Carina Palacios

4.- Observar los tubos si existe 0 no hemolisis.
5.- Resuspender suavemente el boton celular.

6.-. Observar si existe o no aglutinacion.

AGLUTINACION AUSENCIA DE AGLUTINACION

4 )

N
N1

T Y

Fig. 58. Reaccion de Aglutinacion

Elaborado por: Silvana Ortega y Carina Palacios

7.- Anotar los resultados de la prueba.

2.2.7.9 CAUSAS DE ERROR DE LA TECNICA

e ESTANDARIZACION O CONSERVACION INCORRECTA DE LOS
ANTISUEROS
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Es muy importante evaluar todos los lotes de antisueros antes de utilizarlos. Para
evitar los resultados falsos negativos, siempre deben conservarse a la temperatura

indicada por el proveedor. Los antisueros infectados pueden inducir resultados

falsos positivos.

e FORMACION DE "PILAS DE MONEDAS"

Fig. 59. Formacion de Pilas de Monedas

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

La formacién de pilas de monedas a menudo se denomina seudoaglutinacion pilas

de monedas. Este fendmeno suele observarse en el suero de pacientes con
proporcion albumina/globulinas anormal. Ante la duda, es esencial consultar a un
profesional experimentado. Si se agrega 1 gota de solucién salina hiperténica

(1,5%), las pilas de monedas desaparecen pero la aglutinacion verdadera no.

Fig. 60. Aglutinacion verdadera (vista microscépica)

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn
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e MUESTRAS DE SANGRE CONTAMINADAS

Las muestras de sangre contaminadas pueden afectar los resultados. En general
(pero no siempre) se reconocen por el olor desagradable. Ademas, cuando se
preparan las células para determinar el grupo, se advierte hemolisis. En estas

circunstancias en preferible solicitar una nueva muestra.

e GELATINA DE WARTON

La gelatina de Wharton es la sustancia que recubre el cuerpo y cordon umbilical
del recién nacido y a menudo se identifica en las muestras de sangre del cordén
umbilical obtenidas en forma directa y no através de una jeringa. Este material
mucoide contamina las muestras y puede provocar formacion de pilas de

monedas. Para eliminarlo, se lavan las células en solucién salina calentada a 37° C

e CAUSAS DE FALSOS POSITIVOS

Adicion del antisuero equivocado al tubo de la prueba.
Exceso de centrifugacion de la mezcla suero/ células.
Material de vidrio sucio.

Técnica de lectura inadecuada

NN

Agitacion débil.

e CAUSAS DE FALSOS NEGATIVOS

Omisidn de las células del paciente.
Omisidn del antisuero al tubo de prueba.
Baja centrifugacion de la mezcla suero/ células.

Agitacion vigorosa al momento de hacer la lectura.

AN NN RN

Deficiencia de lavado de las células.
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2.2.8 GENETICA BASICA DEL SISTEMA Rh

Fig. 61. Arbol familiar que muestra que dos progenitores D positivos pueden tener un hijo D
negativo

Fuente :http:/imdgenes.google.com.ec/imagesn

El &rbol familiar demuestra que dos progenitores D positivos pueden tener un hijo
D negativo. El nifio que hereda un gen d de cada uno, es D negativo (d/d). De las

otras dos combinaciones posibles resultan hijos D positivos.

El sistema ABO posee dos antigenos, A 'y B, pero el Rh es mucho méas complejo
porque esta codificado por los genes Cc, Dd y Ee, responsables de los antigenos
Cc, Dy Ee.

Cuando una persona hereda el gen D, sus globulos rojos reaccionan con los anti-D

y por lo tanto, se dice que es Rh D positiva.

Si no hereda el gen D, sus glébulos rojos no reaccionan con los anti-D y por lo

tanto, se dice que es Rh D negativa.
2.2.8.1 IMPORTANCIA DE LA COMPATIBILIDAD RhD

En hemoterapia es preciso garantizar que los pacientes Rh D negativos reciban
sangre Rh D negativa. Este hecho adquiere mayor relevancia en las mujeres (con
la posible excepcion de aquellas que superaron la edad de concebir) , porque la
transfusion inadvertida de sangre Rh D positiva a una nifia o joven Rh D negativa
podria sensibilizarla e inducir la produccion de anti-D. Como los anticuerpos anti-
D son 1gG, pueden atravesar la placenta y durante una gestacion Rh D positiva,
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pueden destruir los glébulos rojos fetales y causar enfermedad hemolitica del
recién nacido. En consecuencia, para determinar el grupo Rh D es esencial

emplear técnicas apropiadas y confiables.

2.2.8.2. ANTIGENO Rh D"

Fig. 62. Antigeno Rh Du

Elaborado por: Silvana Ortega

El término Du se refiere a la expresion débil del antigeno D normal, es decir, la
menor concentracion de antigenos D por glébulos rojos. Esta es una caracteristica
heredada. Como entre los anti-D existen ligeras diferencias, la potencia de la

reaccion de los eritrocitos Du varia con el suero utilizado.

2.2.8.3 OTROS SISTEMAS DE GRUPOS SANGUINEOS

Existen otros antigenos eritrocitarios, capaces de producir anticuerpos especificos

y que tienen cierta importancia en las reacciones transfusionales.

A continuacion trataremos los méas conocidos.
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SISTEMA KELL

Este sistema es el mas importante después del Rh desde el punto de vista

inmunogénico.

En este sistema el antigeno K tiene que ver con las transfusiones feto maternas, es

el mas importante clinicamente e inmunolégicamente.

Los antigenos K, Kpb y Jsb son considerados antigenos publicos, los anticuerpos
anti Kell perteneciente al antigeno K fijan el complemento y generan hemolisis

intravascular severa.

SISTEMA DUFEY

Se comporta como un marcador racial sus antigenos mas importantes se

encuentran ausentes en la raza negra, son mas frecuentes en la raza blanca.

Ejemplo: Fya, Fyb, Fy3, Fy4, Fy5.

La disposicion de estos antigenos sirve como un mecanismo de proteccion contra

la malaria, especialmente del plasmodiun vivax.

Los anticuerpos de este sistema son de tipo Ig G activan el complemento

produciendo hemolisis intravascular.

SITEMA KIDD
Se compone de dos antigenos: Kidd*(JK?) y Kidd"(Jk"). su frecuencia es alta, y

por tanto es dificil encontrar anticuerpos anti-Kidd.

SISTEMA MNS
Se encuentra formado por 4 antigenos M, N,S,s.

Estos antigenos no tienen interés transfusional. Los anticuerpos formados contra
los antigenos de este sistema pueden ser naturales o inmunes. Los mas
interesantes son del tipo Ig M y a 37°C pueden activarse dando lugar a reacciones

transfusionales. Son muy poco frecuentes en la poblacion.
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2.2.8.3 CONSERVACION DE LOS ANTISUEROS Y GLOBULOS ROJOS

Fig. 63. Conservacion de Antisueros

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

En general los antisueros se conservan a 40C, pero es preciso leer y seguir las
instrucciones del proveedor. Los sueros no deben descongelarse y congelarse en
forma reiterada porque se alteran. En condiciones ideales, se descongelan una sola

vez y se mezclan bien, porque las proteinas tienden a separarse del agua.

En lo posible, los glébulos rojos que se utilizan en la determinacién inversa del
grupo sanguineo deben prepararse a diario. Si se conservan a 40C, pueden
emplearse durante dos dias. Si exhiben hemolisis o decoloracion, deben
descartarse.

Si el banco de sangre recibe reactivos (antisueros o glébulos rojos) de otra

institucién, es menester consignar la siguiente informacion:

« fecha de recepcion

e oOrigen

e condiciones de conservacion

« fecha en que comenzaron a usarse
e nlmero de lote

« fecha de vencimiento

e comentarios o problemas derivados de los reactivos.
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2.2.9. TITULACION DEL SUERO ANTI- CDE

Cuando un sujeto entra en contacto con hematies que poseen Ag del sistema Rh
que no estdn presentes en sus propios eritrocitos, responde produciendo
aloanticuerpos dirigidos contra esos Ag. Estos aloanticuerpos anti-Rh tienen las

siguientes caracteristicas:

¢ No surgen de una forma natural, sino que aparecen como respuesta a
contacto previo con sangre no compatible que, generalmente, esta
ocasionado por una transfusion inadecuada o un embarazo.

¢ Normalmente son de tipo IgG.

e Reaccionan mal en medio salino.

¢ No activan el complemento.

¢ No hemolizan los hematies es las pruebas in vitro.

e Reaccionan mejor a 37’ C.

El suministro intravenoso de eritrocitos no compatibles a un individuo, da lugar a

una reaccion transfusional.

Las reacciones transfusionales pueden ser inmediatas o0 retardadas.
Las reacciones transfusionales inmediatas o agudas tienen lugar poco despuées
de la administracion de sangre incompatible y, en ellas, el paciente puede
presentar: sensacion de opresion toracica, dolor en la region lumbar, fiebre,

hipotension, hemorragias, hemoglobinuria e insuficiencia renal.

Las reacciones transfusionales retardadas suelen aparecer a las 2 6 3 semanas
de la transfusion y no originan sintomas, por lo que sélo son detectables al
observar un descenso de la concentracion de hemoglobina en la sangre.

La enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN)
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Fig. 64. Enfermedad Hemolitica del Recién Nacido

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

Se produce como reaccion de una embarazada Rh- frente a los hematies Rh+ de su
feto.
En los casos mas graves, la EHRN da lugar a una severa anemia fetal que origina

una insuficiencia cardiaca que conduce a un edema generalizado (hidrops fetalis).

En casos mas leves, la EHRN se caracteriza por un aumento de la concentracion

plasmatica de bilirrubina en el recién nacido (hiperbilirrubinemia neonatal).

1. Esta bilirrubina producida a consecuencia de la destruccion de los eritrocitos
Rh+, puede depositarse en los nucleos grises del Sistema Nervioso central,
causando una ictericia nuclear o Kernicterus, que suele cursar con: vomito,
rechazo de alimentos. (7.- MASSON. Diagnostico y tratamientos clinicos

por el laboratorio. 9na edicion. Editorial Ediciones Salvat. México.)
FUNDAMENTO

Los Ac anti-CDE contenidos en el antisuero comercial se enfrentan con
hematies tipados Rh+, produciéndose una aglutinacion. Cuanto mayor es la
concentracion de los Ac anti-CDE en el antisuero comercial, a mayor dilucion

puede éste aglutinar a los hematies tipados Rh+

MATERIAL NECESARIO
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o Rotulador de vidrio

o Gradillas.

e Tubos de ensayo

e Pipetas graduadas de 2 y 5 cc.
e Pipeta automaética (100 ul).

e Pipetas Pasteur desechables.
¢ Un bafio de agua.

e Una centrifuga.

e Unreloj

REACTIVOS

e Suero fisioldgico (solucion salina al O,9% aproximadamente).

Fig. 65. Suero Fisiolégico

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

¢ AlbUmina bovina al 20%,

Fig. 66. Albumina Bovina

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

60



» Preparada de la siguiente forma:
Tomar 4 ml de wuna albumina bovina al 30%, de

origen comercial.
» Diluirl 2 ml de suero fisioldgico.

» Suspension de hematies tipados

ke

oy et

Fig. 67. Hematies Tipados

Fuente :http.7/imdgenes.google.com.ec/imagesn

v A una concentracion del 2%, preparada

de la manera que se expone a continuacién:
Coger 0,1 ml de hematies 0+.

v" Afiadirles 4,9 ml de albumina bovina al 20%.
MUESTRA

Suero anti-CDE de procedencia comercial.

Fig. 68. Antisuero CDE

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn
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Técnica

1°. Preparar una bateria de diluciones del suero anti-CDE, indica en el cuadro
siguiente:

Numero 1 2 3 4 5 6 7 8
de los
tubos

Albumina | -------- 100 | 100 100 100 100 100 100
al 20% en | -

(ul)

Suero 100 (O B Il e Bl Bl I
anti-CDE - - - - - --
en (ul)

—

— i

transferid | - 100 | 100 100 100 | 100 100 100
aen (ul)

Dilucién ” 12 14 18 e | 132 1/64 17128
obtenida

Fig. 69. Diluciones del antisuero CDE

Elaborado por: Silvana Ortega y Carina palacios

2°. Rotular 8 tubos con las diluciones del suero anti-CDE obtenidas en el punto
anterior y otro mas con la letra C (de Control).

3°. Depositar 2 gotas de las diluciones del suero anti-CDE en sus tubos
correspondientes y 2 gotas de albimina bovina al 20% en el tubo C.

4°, Anadir 1 gota de la suspension al 2% de hematies 0+.

6°. Centrifugar los tubos a wunas 3.500 r.p.m., durante 45 segundos
aproximadamente.
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DILUCIONES DEL SUERO ANTI-CDE

R B 11 [L|]|C LIRS I I e Y O I e
FREE) 16| |32| |64 | [128 4| |8 1|16| |32 64| |128
alfafloalfaf]|a]]2
elloflojlafla)le

ol
ol

Albumina
bovina al 20%

ROTULAR LOS TUBOS DEPOSITAR LA MUESTRA

Hematies 0 +
al 2% @
BEiBEiEain
2 32| |64 |T28) |
. L]
’
’
ANADIR LOS HEMATIES INCUBAR LOS TUBOS

niniain 0
3.500 rp.m. s 28
I
— =

—_——

+ -
( aglutinacién ) { no aglutinacién )

CENTRIFUGAR LAS MEZCLAS LEER LOS RESULTADCS

Fig. 70. Diluciones del antisuero CDE

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

LECTURA DE RESULTADOS

Desalojar el sedimento hematico del fondo de los tubos, golpeando el extremo
inferior de los mismos, suave y sucesivamente, con el pulpejo de los dedos medio
y anular.
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Hay aglutinacion cuando aparecen unos grumos rojos que flotan en un liquido
claro. En el caso contrario, los hematies se resuspenden homogéneamente, dando
lugar a un liquido de color rojizo

AGLUTINACION AUSENCIA DE AGLUTINACION

4 )

g )

Fig. 71. Reaccion de Aglutinacion

Elaborado por: Silvana Ortega y Carina Palacios

INTERPRETACION CLINICA DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

El titulo del suero anti-CDE corresponde a la inversa de la méxima dilucién con la
que la prueba ha dado positiva (ha habido aglutinacién).

El titulo del suero anti-CDE ha de ser, al menos, de 32, para que éste sea
considerado como un reactivo  de una  calidad aceptable.
En el tubo C, no debe observarse la presencia de aglutinacion, es decir, en él la

prueba ha de ser negativa para que el resultado obtenido sea valorable.
2.2.10 CONTROL DE CALIDAD

CALIDAD DE LOS REACTIVOS

Fig. 72. Control de Calidad de los Reactivos

Fuente :http.”/imdgenes.google.com.ec/imagesn
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Todas los centros adquieren los reactivos que van a utilizar después de comprobar
gue cumplen sus expectativas técnicas.

1. El registro, en el momento de la recepcion de los reactivos, de que las
condiciones de embalaje, temperatura y caducidad son adecuadas.

2. La evaluacion de cada lote en el laboratorio antes de usarlo.

3. El control de las condiciones de almacenamiento.

4. El cumplimiento de las instrucciones del fabricante para garantizar resultados
correctos.

5. El andlisis diario de controles internos apropiados para garantizar la correccion
y repetibilidad de los resultados.

Cualquier error o problema debe ser convenientemente registrado y comunicado.

e CALIDAD DE LAS TECNICAS

Fig. 73. Calidad de Técnicas

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

Todos los procedimientos de trabajo deben estar escritos con claridad y concision
Yy, una vez que estén aprobados, deberan colocarse en un lugar de facil acceso para
que el personal pueda consultarlos.

Nadie puede practicar las técnicas de una forma distinta de la aprobada y no hay
que olvidar que la mayoria de los errores que se cometen se pueden evitar si se

siguen las normas. Es preciso:
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1. Identificar y ordenar las muestras correctamente.

2. Controlar los reactivos.

3. Estudiar controles positivos y negativos junto con las muestras problematicas y
constatar que se obtienen los resultados esperados.

4. Establecer un sistema a prueba de errores para el registro de los resultados

e CONTROL DE LA CALIDAD DE LOS REACTIVOS. SOLUCION DE BAJA
FUERZA IONICA (LISS)

Fig. 74. Solucion de Baja Fuerza I6nica

Fuente :http./imdgenes.google.com.ec/imagesn

Parametros que se deben controlar

Requisitos cualitativos.

Frecuencia de los controles.

Apariencia.

pH.

Conductividad.

Ausencia de turbidez o particulas detectables por examen visual .(6.-

V V.V V V VY

GARCIA, Benjamin E. y otros. Hematologia Il. Hemostasia, Banco de
Sangre y Control de Calidad. Tomo Il. 2001. Editorial Paraninfo).
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2.3. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

AGLUTINACION: Agrupamiento de una suspension de particulas al
reaccionar el Ag presente con su Ac especifico. In vivo estas particulas son
hematies. In Vitro pueden ser los propios hematies o particulas inertes
como el latex, bentonita, carbon vegetal, etc.

ALOINMUNIZACION: Respuesta inmune en la cual en presencia de
antigenos extrafios, el organismo produce anticuerpos.

ANTICUERPOS (Ac) IRREGULARES: Son glucoproteinas o
inmunoglobulinas que se producen frente a estimulos antigénicos; como
inmunizaciones, por transfusiones o feto-materna.

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

ANTIGENO (Ag): Se llama antigeno o inmundgeno a todas las moléculas
capaces de inducir una respuesta inmune.

APOPTOSIS: Muerte celular programada genéticamente.

BASOFILO: Tipo de glébulo blanco que posee numerosos granulos
citoplasmaticos que contienen sustancias bioactivas.

CELULA LINFOIDE: Célula del sistema linfatico.

CELULA RECUBIERTA O SENSIBILIZADA: Célula recubierta de
anticuerpos, pero no aglutinada.

ENFERMEDAD HEMOLITICA DEL RECIEN NACIDO
(EHRN): Alteracion patoldgica que puede ocurrir en el curso de un
embarazo, parto, o aborto, que se produce por una inmunizacion de la
madre frente a los hematies del feto.

ERITROCITOS o HEMATIES: Son un tipo de células sanguineas
que poseen aspectos de disco bicdncavos, tienen un diametro de 7.2
micrones. Existen alrededor de 5millones de eritrocitos por milimetro
cubico de sangre, tienen un tiempo de vida aproximado de 120 dias.
ESTIMULO ANTIGENICO: Capacidad de producir cambios o

modificaciones en el medio ambiente situado alrededor de un
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organismo a causa de un antigeno.

FAGOCITOSIS: Proceso por el cual las células ingieren elementos
sélidos, en particular desechos celulares y patdgenos.

FENOTIPO: Efecto observable de los genes heredados; es decir, el
grupo sanguineo en si.

FIBRINA: Filamento proteicos delicados que se forman cuando la
trombina actGa sobre el fibrindgeno soluble, durante la coagulacion de la
sangre.

FIBRINOGENO: Sustancia involucrada en la coagulacion de la sangre.
GENOMA: Estructura genética completa de un organismo.

GENOTIPO: Genes heredados de cada uno de lo progenitores y que se
encuentran en los cromosomas.

GLOBULINA: Proteina sérica de la que derivan los anticuerpos.
HEMATOPOYESIS: Formacion y desarrollo normal de las células
sanguineas en la médula 6sea.

HEMOGLOBINA: Liquido rojizo presente en los eritrocitos, constituido
por hierro (hem) y cadenas polipeptidicas (globina).

HEMOGLOBINEMIA: Presencia de hemoglobina en el plasma.
HEMOLISIS.- Destruccion (lisis) de la membrana eritrocitaria que libera el

contenido: hem y globina.

INCOMPATIBILIDAD: Oposicion entre dos 0 mas sustancias,
medicamentos, enfermedades, tipos de sangre etc., por la que no
pueden juntarse o combinarse.

INMUNOHEMATOLOGIA: Parte de la hematologia que se ocupa del
estudios de las reacciones inmunologicas relacionadas con todos los
componentes de la sangre.

REACCION TRANSFUSIONAL : efectos no deseados durante u después

de una transfusién de sangre o derivados.
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2.4. HIPOTESIS Y VARIABLES

2.4.1 HIPOTESIS

Es importante llevar un sistema de control de calidad en la utilizacion del
antisuero CDE como control de calidad en la identificacion de los fenotipos del
sistema Rh en mujeres de edad fértil atendidas en el banco de sangre de
Riobamba, durante el periodo de enero a junio del 2010 propende a mejorar un

resultado eficiente en el momento de entrega de resultados.
2.4.2 VARIABLES

¢ VARIABLE INDEPENDIENTE
Utilizacién del Antisuero CDE

o VARIABLE DEPENDIENTE

Identificacion de fenotipos del sistema Rh
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2.5. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLES

CONCEPTO

CATEGORIA

INDICADORES

TECNICAS E
INSTRUMENTOS

VARIABLE INDEPENDIENTE

( causa)

Utilizacion del antisuero CDE

Anticuerpos
comerciales de
estructura Ig G que
valoran a los antigenos
C,.D y E del sistema
Rh.

Efectividad de reactivos

Reaccion de hemo-

aglutinacion

Guia de observacion (HC)

VARIABLE DEPENDIENTE
(efecto)

Identificacion de fenotipos del

sistema Rh

Antigenos del sistema
Rh que se ubican en la
membrana eritrocitaria
y son identificados
cuando reaccionan con
anticuerpos

comerciales.

Intensidad de reaccion

Reaccion de hemo-

aglutinacion

Guia de observacion (HC)
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CAPITULO IlI

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. METODO
El método que se utilizara en esta presente investigacion es inductivo- deductivo

aquel que va de lo particular a lo general.

e TIPO DE INVESTIGACION

Se realizara atreves de una investigacion descriptiva- explicativa.

e DISENO DE LA INVESTIGACION
DE CAMPO.- porque fendmeno a estudiarse o analizarse sera estudiado en un

lugar donde se esta produciendo.

e TIPODE ESTUDIO

Trasversal.- esta investigacion se realizo en un periodo especifico ya determinado.
3.2. POBLACION Y MUESTRA

3.2.1 POBLACION
La cantidad de reactivos que se han evaluado son 31,por ser una poblacion

relativamente pequefia no se ha procedido a extraer la muestra.

3.2.2. TECNICAS E INSTRUMENTOS PARA LA RECOLECCION DE
DATOS
Los datos se recolectaron a través de la observacion para la cual se utilizara como

instrumento una guia de observacion.

3.3. TECNICAS PARA EL PROCEDIMIENTO DE LA
INFORMACION

Se utilizara la tabulacion, cuadros, graficos y correspondiente analisis.
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DATOS OBTENIDOS DE ANTISUEROS EVALUADQOS ANTI-CDE PARA
SU CONTROL DE CALIDAD

No Mes Reactivo Anti-CDE

Enero 5
Febrero
Marzo
Abril
Mayo

o oA W N R
o A O A O

Junio

TABLA N°1VALORACION DEL ANTISUERO ANTI-CDE EN ENERO

Numero de Intensidad de
antisueros Reaccion Reaccion optima
I 4
2 3 4
3 4 4
4 4 4
______ :

FUENTE: Banco de sangre de Riobamba

Elaborado por: Silvana Ortegay Carina Palacios
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GRAFICAN°1

VALORACION DEL ANTISUERO ANTI-CDE
u s ENERO
ok’
HEc—
2 9 3 =4 |ntensidad de
I“_‘ 8 2 Reaccion
Z ﬁ 1 =—Reaccion optima

x 0
0 2 4 6
NUMERO DE ANTISUEROS

FUENTE: Banco de sangre de Riobamba
Elaborado por: Silvana Ortegay Carina Palacios

INTERPRETACION TABLA 1 Se califica al reactivo cuando expresa una
intensidad de reactivad 4, el antisuero numero 2 baja su reactividad, debido a una
mala conservacion durante su trasporte, tomando en cuenta que la temperatura de

conservacion debe serde 2 a 8° C.

TABLA N°2 VALORACION DEL ANTISUERO CDE MES DE MARZO

Antisueros Anti- Intensidad de la Intensidad optima de
CDE Reaccion Reaccion
I :
2 3 4
3 2 4
4 4 4
B 4

FUENTE: Banco de sangre de Riobamba

Elaborado por: Silvana Ortega y Carina Palacio
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GRAFICA N°2

VALORACION DEL ANTISUERO CDE -
MARZO

AV

%

>
v

IS

w
&)

w

23 =¢=[ntensidad de la
2 Reaccion

1,5 =#-—-Intensidad optima
’ de Reaccion
1

0,5

INTENSIDAD OPTIMA DE REACCION

o

0 CANTIDAD DE REACTIVOS EVALUADOS

FUENTE: Banco de sangre de Riobamba

Elaborado por: Silvana Ortegay Carina Palacios

INTERPRETACION TABLA 2: los antisueros CDE 2 y 3 presentan
intensidad de reaccion de 2 y 3 cruces, esto se debe a que se
implemento antisueros CDE de otra casa comercial lo que significa
que para el servicio de pruebas inmunohematologicas no cumple con

sus exigencias desde su preparacion.
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TABLA N°3 VALORACION DEL ANTISUERO CDE EN MAYO

Antisueros Anti-

CDE Intensidad de la Reaccion | Intensidad Optima de Reaccion

4

A B B~ b

FUENTE: Banco de sangre de Riobamba
Elaborado por: Silvana Ortegay Carina Palacios

GRAFICA N°3

Antisuero CDE mes de Mayo

H Intensidad de la Reaccion

M Intensidad Optima de
Reaccion

2 TT—

]
4 5

intensidad de la reaccion

Tatal de reactivos

FUENTE: Banco de sangre de Riobamba

Elaborado por: Silvana Ortega'y Carina Palacios



INTERPRETACION TABLA 3: los antisueros evaluados en este mes
mantienen un poder de intensidad optima lo que le permite garantizar la
confiabilidad de los ensayos a estos se le suma un adecuado control de la
temperatura de conservacion con un menor tiempo de exposicion de los reactivos

a temperatura ambiente.

TABLA N°4 VALORACION DEL REACTIVO ANTI-CDE - JUNIO

Intensidad Optimo de

Numero de Antisueros Intensidad de la Reaccion reaccion

gl B W N -
o

FUENTE: Banco de sangre de Riobamba

Elaborado por: Silvana Ortegay Carina Palacios

1 2 3 4 5

GRAFICA N°4
c 5
Ne)
S«
(1]
v 3 - B Numero de Antisueros
<
- 2 llntens'idad dela
© Reaccion
O 1 - . .
7y M Intensidad Optimo de
5 reaccion
)
£

Total de reactivos

FUENTE: Banco de sangre de Riobamba

Elaborado por: Silvana Ortegay Carina Palacios

76



INTERPRETACION TABLA N°:

En el mes de junio se evidencia que el reactivo expresa una intensidad de reaccion
de 2 cruces debido a que la demanda de examenes que existio ocasiono que el
reactivo de control CDE se exponga a tiempos prolongados a temperatura
ambiente con esto ocasiona que la concentracion de Ig G disminuya tomando en
cuenta que es un reactivo de otra casa comercial a diferencia de los demas

reactivos empleados para evaluar fenotipos del sistema Rh.
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CAPITULO IV

4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

En el estudio sanguineo, el area de inmunhematologica, permite detectar
alteraciones de carécter inmunoldgico, con los elementos hematicos, su
adecuada evaluacion se da con la ayuda de reactivos que permita facilitar el
encuentro de los dos elementos importantes de la inmunohematologia

(antigenos y anticuerpos).

Se califica a los reactivos cuando expresan una intensidad de reaccion de 4
cruces, pero puede bajar su reactividad debido a una mala conservacion de los

mismos durante el transporte.

Se concluye también que cuando existe una gran demanda de examenes en el
banco de sangre los reactivos son expuestos a tiempos prolongados a
temperatura ambiente, de esta manera la concentracion de Ig G disminuird y

se obtendrian resultados de laboratorio no confiables.

De 5 reactivos valorados su reactividad en el mes de Marzo, 2 de ellos
presentan una baja intensidad de reaccion debido a que corresponden a otra
casa comercial, lo que significa que no califican los antisueros con las

exigencias para el servicio de la medicina transfucional.
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RECOMENDACIONES

El reporte adecuado de los analisis, mediante la utilizacién de equipos,
reactivos y materiales de laboratorio se complementa cuando se valora de

manera previa la calidad de los implementos a utilizarse en estos estudios.

Utilizar siempre reactivos que califiquen a las exigencias de los equipos y

complejidad de los andlisis para un correcto resultado.

Mantener una documentacion de controle de todos los implementos en uso,
defecto o reparacion, para guiar la administracién correcta de planificacion
preventiva y correctiva que mejoran de manera optima el trabajo de un

laboratorio.
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e REACTIVOS DE GRUPOS SANGUINEOS

e GLOBULOS ROJOS PARA DETERMINACION DEL GRUPO

[T

e DETERMINACION DE LOS GRUPOS ABO Y Rh D

JITe
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e SOLUCIONES DE BAJA FUERZA IONICA (LISS)

D

3
’

e SOLUCIONES DE ENZIMAS PROTEOLITICAS

e —
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e SUERO ANTI-D




e (EHRN) ENFERMEDAD HEMOLITICA DEL RECIEN NACIDO

e FETO RH NEGATIVO

e DETERMINACION DEL GRUPO SANGUINEO RH NEGATIVO




e GRUPO SANGUINEO O

e TIPIFICACION SANGUINEA




e GRUPO AB

ﬁ{}(w\«/\e/w\' ‘_
R R AR

([ N

e TIPO DE SANGRE

e ANTI-D
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e CALIDAD DE LOS REACTIVOS

e SUERO ANTIGLOBULINA HUMANA
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e TIPIFICACION RH

e INVESTIGACION DE ANTICUERPOS IRREGULARES
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