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ODJETIVOS 

a:> Comparaz. la sensibilidad do la p:r-uoba de kl mancha cont.ra 

la prueba de Coombs t..raclicional. ant..e pactent.es c:on dia_;n6s:t.icn 

coní"irm.ado de anemia hemollt.ica aut.oinmune. 

b) Es:t.ablecer si es o no posiblf?" su utilización en forma · 

rut..inaria en el est..udio de Ja cit.ada pat.oJogia. 

c)Det.erminar la cant.idad m1nima de ant.icuerpos por erit.rocit.o 

nocas.ar-ta para producir posit.ividad en la prueba de- la mancha. 



1l IN'fRODUCCION 

Las anemias aut..oinrnune.s: t.ranst..ot•nos 

hemat.olór;lcos o.dquiridos, donde la lisis se debe a l¿:\ acción de 

aut:..o.ant..icuerpos dirl~i<los cont..ra algún ant:..l~eno erlt.rocit:..ario. 

Para est..ablecer el dio.~nóst..lco se necesi t..a: primero, derflost.ro.r la 

presencia de por lo t. res halli-17.t;'OS c11nicos 

hemat.oló~icos anemia, ict.er·icia y ret.iculocit.osls, lo 

cual es indicat.ivo de hemólisis y, segundo, dEnnost.rar La presencia 

de ant:..lcucrpos que recubren a los erlt.rocit.os; para ost.o últ..imo se 

eCect.üa la prueba de ant.ir.;lobuHna humana t .. ::mtbion conocida como 

prueba de Coombs dlrect..a. 

Est..a prueba se basa en una reacción de hem.."'lgluL.ln;::ic16n en 

donde l•ot. .::ant..l y r;lobulina huma.na <.suero de Coornb~) est..á dirit;lda 

cont.ra los ant.icuerpos qoe se encuunt.r.:'ln en L:s super-1·1cte de los 

hemat.1.cs. La posit.ividad da- \.a prueba se ve afect.nda po1· Urt.Go serie 

de va.riant.es. que ent.1~c ot..ras se: cit~an: lli ubicación y t.ipo de 

ant..i@;enos. as1 al y clase de o:int.icuerpos 

lnvolucr-ados, a est.e :1·espect.o se sabe que el número minlmo de lgO 

para producir poslt..ividad de 300 moléculas por erlt.roclt..o
1

. 

Est.e hecho explica en p3J:"'Lc por-qué on algún número de paclent.es 

cuyas pruebas pant.=ill.o. sugest.lvas de anemia hemol1t:..ica 

aut..olnmune, la prueba de ant.lglobuUna result.a n~gat.iv..:i. Ot.ro 

hecho import.ant.e que af'ect...a la int..erpret.acl6n de est..a prueba son 

v~iant.es t.écnicas como velocidad y t.iempo de cent.rif"u~ación y la 

más lmport.ant..e la subjet.ividhd de la lect..ura. 

Est..as: causas: han mot.ivado la busqueda de nuevas var-iant..es 

met.odoló~icas mas sensibles y por lo t.ant.o más ccrt.eras en el 

diagnóst..ico def'init..ivo de est.a.s cnt.idc.des cllnicas. Dent..ro de 

las pruebas, recient.ement.e descrit..a
2 

y que al parecer se empleo 

en el pasado en alr;unas inst.it..uciones del scct..or sal.ud, pero. no se 

encont.raron ant.ecedent.es blblio~rAf'icos, est..á la prueba de la 

mancha. La cual suciere vent..ajas Lales como sensibilidad, 

ost.abllidad, simplicidad y de int.er-pret..acl6n mós: objeLiva que la 

t..radicional. 
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Du.i~ant.e el desarroUo de est.e t.rabajo se hacen notar Jos 

problemas que se presentan la prepar-ación, ejecución e 

int.erpret.acJón de la prueba. asl como las veril.ajas que se obtienen 

de c-lla. 
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III OENERALIDADES 

La. s:anr;re es: un rtuldo quú circula a t.1 ... avt-s del cuerpo de un 

individuo y ent..ra en cont.act.o con t.odas las células de 

organismo. Ent.re ot.ra...~ f'unctoncs t.r·.:ln<.i"port..:1 

pulmones hast..a los t.ejidos. F.n es:t...a act.ividad p.-:lr-t..ir:lp:'!.n los 

erit.rocit.os con L::i s:ust.anci.a qu\rnica m~ import..ant.e que cont.ienen: 

la hemo::lobina. 

Si la cant.idad de hemo:;lobina que h.'l.'.11' en J.01 sangre c:::lrculant..e 

disminuye de manera que pert.urbe el t..ransport.e de OXl.beno. el 

proceso s:a conoce con al nombre de anemia y puede deberse- .a Ja 

.f'al'La de la p1•opia hemog-lobina }'/o de c:rit.rocit.os:. 

Exis:t.en varios: grupos de anemias: que debido a s:u P.t.iolo¡;ta, 

clasif'ican como sigue: 
1. Anemias: carenciales, debidas a deíiciencta~ nut.ricion.ales. 

2. Anemias: por- f'.alt.a de pl'Oducc16n de e:ri t.roci t.os 

Caplásicas). 

3. Anemia por- perdida Chemor-rá:;icas:). 

4. Anemias: hemoll t..icas, debidas a dest.rucción de los :.;lobuJos: 

rojos por diversas: causas:. 

A est.e últ.Jmo ~rupo pert.enece la "anemia hemoli t.ic.a 

aut.oinmune" en la cu.al l.a. lisis de Jos er-it.rocit.os ocasionada 

por el sist.em.a inmune del individuo mismo. Para ent.ender como s:e 

lleva a cabo est..e proceso, y su Cr;,:rma de diat;nós:t.tco se revisarán 

alr;unos as:pect..os relacionados 

hemollt.ica aut.oinmune. 

la inmunidad y 1a anemia 

llla. ASPECTOS INMUNOLOGICOS 

Ex.tst.e una gran cant.idad de agent.es en el medio ambient..e que 

al ent.ral' cont.act.o el Of>t";anismo pueden provocar 

enf'ermedad. El sis:t.ema que pr-ot.ege al individuo en t..a.les: casos es 

el sis:t.ema inmune, el cual se divide en dos secciones a saber: 

los mecanismos nat.urales de resisLencia y el sis:t.ema inmune 

adapt.at..ivo. I!:J prime-ro mejo:t"a Ja resist.encia por inf"ecciones 

repet..idas y lo const..i t..uyen t~act.ore:s: solubles como lis:ozima y 

complement.o. y f"act.ores celulares como f'ai:;ocit..os <neut..1·of"ilos) 
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ent.re et.ros. El s:ist.em.a inmune adapt.at.ivo si mejora Ja resi:s:t.enci.a 

por Jn!'"eccianes: :repet.idas y est.á const.1 t.uido por la llamada 

inmunidad humoral y celular reE;"ulada:s: po:r lin!"ocit.os B ~· T 

r-es:pect.ivament.e. 

A lo:s: component..es: solubles del :s:is:t.ema inmurJe les 

denomina: inmunidad humoráJ y Jos celulares: inmunidad celulaxo. 

Las moléculas más i111po.r·t.ant.es de Ja inmunidad humoral son: Jos:: 

ant.icuerpos y el complement.o. Las inmuno~lobulinas o .:--'lTlt.icue:rpos 

son un ~:rupo de prot.e1na.s pr-esent.e:s: en eJ suer-o y !'luidos de 

t.ejidos ... Su producción es inducida cuando el sis:t.c-ma lirúoida del 

hospede.ro ent.ra. en cor1t..act.o con moléculas inmuno::;énlcas ext..:rai"Sas 

Cant.1~ena) y se enlazan especif"icament.e al ant.1g-eno que indujo su 

f"ormación3
. 

La est..ruct.ura básica de est.as moléculas est.á cons:t..l l.uida por 

cuat.ro cadenas de pollpept.idos unidas ent.re si por- enlaces 

dis:ul:t"uro. Dos: de eUas:: do pP.so molecular pequQi1o 25.000 d 

<cadenas 11 ~eras) y dos de ellas: de peso molecular br.ande 

50,.000-77 ,000 d (cadenas pesadas:). Las dos cadenas llge:ra....:;: son 

idént.icas pa:ra cada molécula, lo mismo sucede con las cadenas 

pesadas. 

f.:)i.":j,st.en cinco clases de inmunog-Jobulinas que d11'"1eren en 

t.amaf'ío, composición de amtnoacJdos y cont.enJdo de carbohidroat.o; y 

denominad.as sas-ún la clase de cadena pesada que cont..engan. 

Tipo de cadena Denomlnación 

y Jrununa~lobulina G 1.,e 
lnmunoslobu.Un.a A lll:'A 

µ Inmunoc:lobulina M lll:'M 

6 Inmuno~Jobullna D Ir;D 

Jnmuno.c;lobulln.a r: I~E: 

Por el t.amaf"lo de la cadena pesada y el número y colocación de 

puent.e.s dJs::ulfu.:ro las inmunos-lobulinas dividen en varias 

subclases. Las cadenas est.án compuestas por una serie de re~tones 

~lobulares de es:t.ruct..ura s:imUa.r• encor-radas- por puent.es disulf'uro,. 

cada 2'er;ión const.it.uye un ''dominio''. 



La mit.ad carboxilo t1ermina1 de cada inmunoc;lobu1ina 

const..ant.e y se llam.::sn re~ión et.. y c
11 

par-a la cadena. ll~era. y p.:.1ra 

la peseda respect.ivament.e, mi•?-nt.J>.:.is que In mit.ad nmino t.errnirial es 

variable y se llaman re;:;ión \'L y VH paro. la cadena Ug-ora y la 

posad.a rt-spect.ivamont1e. A los tlomonios da las cadenas se k~s llama 

r-cg-i6n CH
1

. r-e~i6n Cuz• I'egión V
11

. etc. 

La dest.ruccion enzimó:t.ic.a con pap.a.ina de las inmuno;_!;lobuUn.:.l.S 

Ubol".3 dos í"'t"agment.os: el F.=.b <-ft•acción de unión con t=:.-1 anl.it";;eno) 

de 50,000 d y el Fe Cfraccion cri:it . .:.lizable> del mismo peso. El 

Fab cont.lenc las cadenas ll;;c.-1·~:;; y p.o.rt.e de las cadenas pesadas 

mient...ras que el Fe cont.ic:ne el rc-~t.o de- las cadenas pesadas. 

A cont.inuac:ión s:1o.• prP.sent..:i un esquema de la inrnuno~lobulin.".l. 

doint nt:;. 

r 
co.d.;.nas¡ 

P'"'~c:r.do.s¡ 

L f 

Fe Fab 

Las cadenas Ug:eras pueden ser de dos Lipes llamados KappaCK) 

y LamdaCA>. amb:.:is cadenas del mismo 1.ipo una 

lnmuno¡;lobulina. Las cinco clases: de inmunoglobulinas t.ienen 

dit~erent.es !'unciones ES"enclalmerit.c cada molécula es bif'uncional; a 

una región de la molécula le concierne el enlace con el ant.1¡;eno 

mient.ras: que un.a región dif'erent...e media el enlace a los t.ejidos 

del hospedero y al primer component.e del complement.o ... 4 .Además 

part.e de la región consLant.e cent.rola la velocidad de 

cat.abollsmo de la. molécula. y ot.ra, puede unirse a la prot.elna A 

esLaf"ilocóccica. 

La primera función descri t.a se Uev3 a cabo en los dominios 

VH y vL. y la se.;unda en los donún.ios ª112 para lgG y CH3 para Ic;M. 

Los ant..lcuerpos reconocen a ant..lr;enos especif'icos. El s:it.io 

de reconoclmient.o se encuent.ra en una rer;i6n hlper'\·artable dent.ro 

de la región variable. 

El complejo ant.1~eno-ant.icuerpo f'ormado puede inicial.• 

aceler-ar ciert.os event.os: a saber: 
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Primero. Se acelera la f'ar;ocH .. osJ:s: del ant.1r;eno porque los 

ant.icuerpos llevan a cabo un proceso de opsonizacion que es la 

preparación de 

.f"a~ocit.os5. 
part..1culas ext..r-afta.s p.ar·a la lnt:est..lón por 

Se~undo. Se act.iva el complement..o. El complement..o E'"S un conjunt..o 

de al menos 30 prot.eln.as, la mayor~ part.e precursoras inact.ivos de 

en.2irnas. Cuando el pr-imer 

de Ir;M lga unidas al 

component..e es es act..1v.ado por- moléculas

ant..lgeno dispar.a La act.lvación del 

complement..o por Ja llamada vla cla.s:ica, que una cascada de 

reaccion~s de rompimient..o prot..eolít..ico y enlace de prot.einas con 

t..re.s: consecuencias lmport.ant.es: a> Las component.es act.lvados 

at..acan la s:uper.f"lcie celular ext..raiia y causan su Usis b> El 

recept..ores f'rar;ment..a 

espec1!"icos 

c3b del component.e c:I int.eracciona 

p:l"amoviendo la inmuno.;).dhP.rencia semejant.e Ja 

opsontzación y c) ot..ros f'rar;ment.os promueven el desarrollo de una 

reacción in.f"lamat.oria a¡:uda Joca16 . 

Los event.os: ant.eriores: aunadas Ja inmunidad celular 

proveen una buena prot.ección en condiciunes normales~ sin t:!mbar{;'o. 

cuando los ant.t:;enos propios sor1 1•econocidos como e>.:t.rai1os: ocurre 

que el s:ist.ema inmune adapt...:it.ivo vuelve cont.ra el propio 

ol":;anis:mo en una f'orma pat..ológ-ica conocida como aut.oinmunldad. 

Se han post..ulado varias t.eor-l.3s para explicar la 

aut.oinmunidad pero en :;eneral so acept..;ii que est.án involucrados 

diver•sos ract.ores: lnmunolO~icos, ~eni:.·t..icos, hormonales y virales. 

Se mencionaran al:;unos a cont..lnuaclón sin pro.r:~undizar en ellos. 

Fact.ores Inmunológicos. Ent.re et.ros s:u encuent .. ran: 

1. Liberación de ant.i:;-enos sl?cuP-;..t..r.:u.Jos, lo:::. cuales 

ocult.os y .=.l aparecer son recnnocidos como ext.l"ai"ios. 

2. Disminución d~ Ja o:ict.ividad de L:1s: células T supresoras:. 

:3, Aument.o de la act.ividad de las células T coop~r.:idor.-:.s. 

h.allaban 

4. Act..ivid.:id po!iclonal de células B. L.3s ce-lulas T supresoras 

cent.rolan la respue::;:t4a Jnmuno. si es:t.~s l~alk1n 1.:i. act.tvidad de 

las célul~31s T coupeI"ado1•.a.s; •h"" J3s celul3s B lfUe son las-

p1•oduclol".:ts de ant.tc:w~l"POs .s:e el<!O-V~:tn, aunque 1!'-st.o puede suceder 

.:1un sin l.3 J".:111.:i de 14ls células: T supr·ie-sor~os 

5. Déi'ect~os dE'l> 1.:.. induc•::ian d ... :? t .. ole-ranc1a. La t .. olel"ancia es la 

f'all;:i para rE>acciona:r cont.l"a mole.cula .;:.;nt.i~énic.::i. pot.enciat7 y 

imµ..:irt..ant.E.~ para que el cuerp1'l pued.:t t..olerar• propios 
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t.ejidos. 

O. Dericiencias en 1..:1. red idlot.ipo-.ant.Udiot..ipo. 

Fact.ores Oenét.icos. Se ha demost.rado que hay relación ent.r-e 

Cact.ores r;u-nét.icos y la lncidoncia de padocimlent.os 

.:Jut.olnmunlt.arios, en P.special los que af'ect..an a un solo ór~.ano 

<orcanoespec1ncos:). 

f'act.ores Hormonales. L.3.S hormonas sexuales. asi como los goenes 

UgadCJs a.1 cromosoma X o al Y puedan lnf'lulr en la aut.oinmunidad. 

Fact.ores Virales. Los virus pueden act.uar sobre el sist.ema 

ínmunolor:tco p1·,:>moviendo reacciones .aut.oinmunit.arias. 

Los mecanismos por los t::uales la aut.oinmunidad dai'ia al 

indi vlduo son t. res: 

1. El primer mecanismo es la act.ivtdad del aut.oant.icuerpo sobre 

las est.ruct.uras celulares dest.ruyendo el t.ejido por accton del 

1·•1mplemPnt.o o por cit.ot.oxicid.úd celular. En algunos casos los 

.:1nt..icuerpos di.rl¡;ldos cont..r-a recept.ores est..imulan o inhiben 

funciones celular&s especializadas sin que haya desLr•ucclón de 

la célula. 

¿ l.us compl1'!'jos aut.oant.1~eno-aut..o.ant.icue1•po f"orman k>S 

hquldos int.t-1't•celuJares la ch·culación ::eneral y 

depostt.an en Le jidos p:rovocando lesion por- el complemenLo o por 

•Jna reaccion inrJamat.or-ia. 

'i. El pr·oce!i:O puede ser ca.usado por linl'ocit.os T senslbilizadús a 

t.raves de un mecanismo que aun no se comprende8 . 

La aut.oinmunidad es la causa de la lisis de t:!'rit.t"ocit.os en la 

anotnia hemolit.ica .aut..oinmun.e principaJment.e JJOr el me-canismo 

descrit.o como numero 1, en est.l'.• c.:iso el ant..l:;cno f"orm.:i p.;:irt.e del 

erlt.rocit.o mismo. 

lllb.- ASPECTOS HEMATOLOOICOS. 

Las célula..-;: de la san~re represent.an una c.at..eg-or1a de celui.a:s: 

libres: del t.ejido conect.ivo; de dos t.ipos: Erit.t·ociLos 

<.células r-ojas) v Leucocit.os <co!ulas bla11cas>. Los e1.ft.rocJt.os 

son discos bicOncavo:s: de 7.2 a 7.9 µ d~ d!t.m1et.ro. con un volumen 

de 80-96 µ:J. 

Los erit.roctt.os t.ionl!'n un.a cs:t.ruct.ur.:i d~.nnida, .-¡ua cons:isl."e 

en una membrana~ un cit.oes:quelet.o y en el int.epior t.ranspOJ't.a 

ent.re et.ras sust.anclas hemor;lobina. El cit.oesquelet..o es una r•ed 

prot.éica bidimensional localizada en la supe.rf"icie lnt.erio.r de la 

8 



membrana, compuest.a por dos prot.eina.s principales: espect.rtna y 

act.ina; en.la%adas a las prot.elnas ankirina y la prot.olna 4.19 . La 

prot.eina 4.1 es responsable de las propiedades de elast.icidad del 

eri t..roct t.o 1.0. 

La membrana cont.iene ácidos r;rasos, f'osf'ol1pidos, ciert.as 

enzimas:, prot.etnas est.ruct.Urales y prot.e1n.as que port.an ant.1r;enos 

de c;rupos: sanr;uineos. Exis:t.en al menos t.rece sist.emas d• crupos 

sanc;uineos cla.rament.e de!"inidos ent.re los que se incluyen los 

sist.em.as ABO, MNS, P, Rh-Hr, 1-i. Jay, Lut.heran, et.e. Cada uno con 

caract.erb~t.lcas propias y dif"erent.es, en número y ubicación 

dist.int..a sobre la membrana erit.roclt.ica. 

Asl, el erit.rocit.o posee est.ruct.uras ant.igéntcas capacos de 

reaccionar diversos: a.nt.icuerpos por adsorción 

(sensiblllzac16n>, a la que puede secuir o no una acrupaciOn 

(aglut.inación) de los crit.roctt..os 1.i La aglut.inac16n lleva a 

cabo si la cant..idad de ant.icue:rpo y la da- ant.lsano •an 

equivalent.es:. Si hay exceso de ant.lr;eno (post.:z:ona> no exiatt.e 

~lut..inación. Por supuest.o que organismo no ex:ist.•n 

anLlcuerpos cont.ra sus ant.t~enos 

condiciones normales. 

de t;rupo sancuineo, en 

En las anemias hemollt.icas aut.oinmunes, el individuo produce 

.ant.icuerpos cont.ra sus ant.lr;enos: erit.roclt.icos:. Est.as anemias san 

convenient.ement.e cJ.as:iricadas de acuerdo a las propiedades 

t.ermales del ant.icuerpo ant.ierit.rocit.o en cuast.ión12 en anttml.:asz 

hemollt.icas a.ut.oinmunes ~debidas: a ant.lcuerpos callent.es y anftmias 

hemollt.lcas: debidas a ant.lcuer-pos f'rios. 

Anemias llemollt.lcas Aut.olnnrunes Debidas a Ant.lcuarpos Ca.Uent.es 

Los signos m.t.s comunes son esplenomagalla, hepat.omacalla .. 

linf"adenopat.las, et.e. y· los slnt.omas son debilidad, mareos .. 

f"iebre. lct.e:rlcia. ent.re et.ros. Est.e padeclmlent.o puede ser de 

dos t.lpos, a saber:. Primario o id.lopát.ico, y secundario asociado 

lupus: erlt.em.at.oso slst.émlco, leucemia llnf"ocit.lca crónica, 

llnf'omas. t.umores, int"ecclones virales, y et.ras en1"ermadades 

aut..oinmunes o inmunodeCiclant.es. 

Los ant.lcuerpo:s: en est.e caso se enlazan más avldament.e a 1aa 

células a 37°C, son c;ener-.alment.e Ic;;O y pocas veces pueden ser JcM 

o lt;A. Pueden est.ar d:lrlgidos cont.ra ant..tcenos de crupo sancutneo 
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con r;ran 1"recuencia del si:st.erna Rh. pero t.ambJén cont..ra los del 

sJst.ema P y ot.ros si:st.ern.as:. cont.ra la prot.e1na 4.t13 y ot.:ras 

prot.elna.s. También se han encont..rado asociados: 

aut.oant.icuer-pos por ejemplo cont.ra erJ t.rob.t.ast.os14. 

ot.ros 

Est..os ant.icuerpos aument..an el secuest.:ro de er-it.rocH.os: por 

el bazo y la lisis por-- act.Jvación del complement.o no es ext.ensa. 

Anemias Hemollt.Jcas Aut.ohununes debidas a Ant.Jcuerpos Frlos 

Exist.en dos .s1nd.romes ocasionados por anticuerpos .C.rios: el 

síndrome de a~lut.in.in.a .Crla que asocia enfermedades: 

Jnf"ecciosas especial por H))coplasmo pneumoniae. Listeria 

monocyto¡:ene.s y et.ros. Y Ja hemor;lobinuria paroxis:tJJca t'.rla 

debida a hemollsinas y asociada a stf"Jlls conr;en.it.a o adquirida. 

Los ant.icuerpos son lgN, aunque al~unos: raros casos son I~A 

e Ir;O. La mayorta t.Jene especU"tcidad cont.ra el ant.lr;eno de brupo 

sa.nc;-uineo I, aunque t.a.mb.fén puede haber cont.:ra el ant.fr;eno i, o 

el P. 

Estos ant.icue:rpos son más: e.CJcient.es a t..emperat.u:ras menores: 

de 32°C, promueven 1.a dest.:rucctón celular por acción del 

compiement.o o su secuest.ro por el hir:ado. Algunos:: I~.M no .f"ljan 

complement..015. 

Hay ot.ros: t.Jpos de anemias hemoUt.tcas aut.oJrununes. las 

inducidas por .Cármacos, que son cJtnJcament.e indist.Intutbles de 

.las ant.ertor-es. Ex:Lst.en cinco t.ipos de anemias: inducidas: por 

.!"!u-macos. 

1. Hapt.eno t.lpo pc-ntcllln.a. Donde la penicilina se .· une a la 

célul.a. e induce la .rormaclón de ant.icuerpos:: cont.ra el .Cá.rmac.o, 

los ant.Jcuerpos son I1:G y no act..ivan complement.o. 

2. Hapt.eno t.Jpo est.rept.omlcin.a. Sucede- lo mismo que el ant..erior., 

peroo en est.e caso hay act.Jvación de compJement.o. 

3. Tipo .al.f"a-met.ildopa. Donde el f"á.l"'maco prob.ablement.e fnhibe a 

las células T supros:oras y ha.y stnt..esis de ant..icuer-pos:: ant.i-Rh, 

son It;G y no act.i van cornplemenLo. 

4. TJpo espect..ador-Jnocent.e (est.Jbo.f"en>. El complejo 

ant.fr;eno-ant.lcue:rpo se .f'oroma en la ~clón y un.a par-t,e es 

.absorobJda por- el er!t.rocit.o, los ant.lcuorpos son f"rios y 

act.tvan completnent.o16. 

9. Tipo c.arb!mazoL La d:roea se Cija al erit.r-ocit..o y 1"o.......a üna. 
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est.ructura nueva los ::1nt.igenos eri t.roc1 t.icos cont.ra la 

cual son dirir;idos: Jos ant.icue:rpo.s. Hay f"ijacJón de 

complement.o 
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Cuando la presencia de los sil';nos y stnt.omas ya mencionados: 

sur;ie:r-e un desol:'don hemat.o!ó¡;-Jco, Jos dat.os de laborat..o:rio quo 

hacen .sos:pech.3.r que .s:e t.~:rat.a de un padecimient.o hemoUt.ico son 

los sir;uient.es: 

t. Anemia de et.ioJor;ia no obvia, baja cuent.a de erit..roc1Los y 

baja concent.:ración de hemoglobina. 

2. ReUculocit.os:is. Los ret.icuJoci t.os :ref'lejan act..1vidad 

erit.:ropoyét.Jca, valores mayores: al a % C8x10
10 

célulQ..Q/lilro) 

implican que hay una ~:ran p:roduccJón de e:rJt..:rocit.os:. 

3. Hiperbillrrubinem.ta. La biUrrubina proviene de la der;r-adación 

de la hemor;lobina, valor-es mayores de 13.7 µ mol/lit.ro indican 

una aJt.a velocidad de hemólisis. 

Si el .f"rot..is da sang-re del pac1ent.e no mue:s:t.l'a .a.nor-m.altdadaa 

mor.Colór;Jcas de Jos erit.r-ocit.os: que puedan s:uc:erir la causa de la 

hemólisis:, ent.ónces, puede pensarse en un padecimient.o aut..oinmune. 

Par-a confirmar- el diaf!;nós:t..lco, se debe demost..rar que c>dst.en 

ant.icuer-pos y/o moléculas: de complement..o unidas: a los er1t.r-ocJt.os, 

o ant.icuerpos en el suero del paciente dirit;Jdo:s: cont.r-a ant..it;enos 

de sus eI"it.rocit.os:. Es:t.os ant.icuerpos generalment.e no ar;Iut.inan 

por- si mismos a los er-it.roclt.os Cant.tcuerpos incomplet.os) por lo 

cual .se ut.tlizan las :s:J~uient.es t.écnicas para demost.r-ar-los. 

Demost.raclón de Ant.Jcuorpos: sobre el Er!t.rocJt.o 

1. Pr-ueba c:on .alliúmina. Los er1t.:rocit.os: se suspenden en suer-o O 

normal más: 20% de albúmina. és.t.a disminuye la r-epu.lstón debida 

a las c~~as Cpot.encial Z> y pe:rmlt..e la ar;Jut.inación. si las 

células est.t.n alt.ament.e sensibilizadas:. 
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2. 

3. 

Prueba en medio con baja ruer-za fónica. La suspensión 

realiza en medio con baja ruerza fónica lo cual aument.a la 

sensibilización de los erit.rocit.os y :reduce el t.iempo de 

r-eacción. 

Prueba directa de ant.lg-lobulina. Es de rut.ina y se basa en la 

reacción de Coombs. A una suspensión de erit.rocit.os 

sensibilizados les a:;rer;a suero ant.icuerpos 

ant.ig.amma:;JobuHna humana <suero de Coombs:), Jos cuales se unen 

a los a.nt.Jcuerpos: que es:t.á:n fijos: a los: erit.:rocit.os: provocando 

aglut.inación. El uso de soluciones de baja f'uerza i6nJca o que 

cont.engan policat..iones que bajen la f'"uerza fónica parece 

increment..ar la sensibilidad de est.a prueba18. 

4. Prueba de ant.i~lobulina unida enzima. Los .;¡nt..icuerpos 

ant.ir;;ammag-lobulina encuentran conju~ados 

f"osfat.asa alcalina, Ja cual act.ú.a sobre paranit.rof'enolf"osC"at.o. 

Es de alt.a sensibilidad pero lleva mucho t.lempo reallzarla19. 

5. Prueba de la Mancha. Los ant.icuerpos ant.igoammar;lobuJJna 

rijan un papel de nit.rocelulos:a, si los erit.rocit.os es:t.án 

sensibilizados se unen a la ant.iC'lobu.lina humana en el papel 

f'ormando una mancha roJa20
. Más adelant.e se prof'undizará. en est.a 

prueba. 

Doniost.rac16n de Ant.icuer-pos on el Suero 

1. Prueba erit.r-ocit.os: t.rat..ados enzimas. Erit.rocit.os: 

normales son t.rat.ados con enzimas, con lo cual se exponen más 

si t.ios ant.ic;énicos y baja el pot.encial Z, después 

adiciona suero,. si és:t.e cont..iene ant..Jcuerpos cont.ra ant.1r;enos 

erit.rocit..arios s:e lleva a cabo una aglut.inación. 

2. Prueba de ant.i¡;-lobullna ind.irect.a. Erit.rocit.os: normales 

incuban suero del pacier-t.e, d~spué~ t.r.at.~ 

ant.ii:lobulina hutnana. como en la prueba direct.a. Si la 

incubación se rea.liza en presencia de poUet.ilen~llcol se puede 

aument.ar la sensibilidad21 

3. Prueba de la ant.1s-lobulina en 1~.ase sólida. Después de t.rat.ar

las células como en la pruuba ant.erior.. se colocan en un po:z::o 

de poliest.ireno recubiert.o con I:;G human.a. si la 

ant..tr;amma~lobulina humana est.á unida a las cálul.as ést..as 

pei:an en las paredes del pozo. sino caen formando un bot.ón22. 
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Cuando se ha conf':lrmado que t.J.ene anemia hemolit.Jca 

z.ut.otnmune , pl'ocede aJ t.rat.amient.o. Para est.o se ha ut.ilizado 

pr-Jncipalment.e Jnmunosupresor-es la cicJorosf'amida> 

t:ammar;Jobultna dirit;ida cent.roa UnCocit.os. Recient.emant.e ha 

el uso de ~amma~Jobulina humana no especJ.f'ica 

Jnt.ravenosa, Jo cual t.iene' como vent.ajas el tncremant.o rápido del 

nivel de hemo¡;'Jobina y que 1a.s: cr-Jsis hemollt.Jcas pueden t.cu-dar 

hast.a cual.ro anos en volverse a pres:ont.ar
23

;.act.úa bloqueando los 

:recept.ores Fe de .Las células ret.JcuJoendot.eliales y baja la 

producción de aut.oant.Jcuerpo:s24. En el caso de anenrlas inducid.as 

por f'árm.3.cos o asociados a tnf'eccfones hay qu& eliminar el ai:ent.e 

causal. 
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IV MATERIAL Y METODOS 

Se ut.illzarán dos mét.odos para dat.ect.ar ant.icue-rpos humanos 

unidos a erit.roclt.os: la prueba direc~a de ant.iglobu.Una realizada 

en t..ubo, y la prueba de la mancha sobre papel de nH .. rocelulos:a. 

Ambas coinciden en la preparación de la mui~st.:ra. En c;ener.al los 

pasos son los siguient.es:: 

Los erit.rocit..os problema lavados con solución salina 

lsot.6nica y con :solución de c;licina para eliminar los ant.icuerpos 

no unidos y permit.ir un acercamient.o mayor ent.re ellos. Una vez 

eliminada la últ.lma solución de lavado, con una got.a del paquet.o 

r;lobular se prepara un.a suspensión y con ella se realiza la prueba 

direct.a de ant.ic;lobulina; por ot.ro lado, con ot..ra got,a se realiza 

la prueba de la mancha. 

No se menciona aqui el mat..erial de vidrio y equipo que 

ut.iliza, sino solo los r-c-act.ivos que 

desarrollo de las pruebas. 

f"undament.ales el 

Las muest.:ras biol61:icas provienen de pacient.es 

dia:;nóst.ico de anemia hemolit.ica aut..oirunune y ot..ras et.iolo:;ias. 

t.omadas con la.s: t.écnicas: comunes de venopunci6n y con 

ant.icoa:;ulant.e. Se obt.uvie1•on del Ho:spi t.al de Especialidades del 

Cent.roo Médico Nacional. 

IV.a REACTIVOS Y SOLUCIONES 

-Papel de Ni t.rocelulosa BIO-RAD poro de = 0.45µ 

-Glicina Q.P. MERCK 

-NaCl Q.P. MERCK 

-TRIS Hidroximet.i.Laminomet.ano MERCK 

-Leche Svelt..es NESTLE 

-Albúmina bovina polimerizada ORTHO 

-Suero de Coombs Cant.ihumano) BIOXON/ORBI 

-Suero hemoclasif'icador ant..i Rho Cant.1 D> ORTHO 

-Solución salina isot.ónica.- solución de NaCl al 0.85" 

dest.Uada, 

-Amort.iguador de glicina..- solución de glicina al 1.9" con pH 7.0 
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-Amort.ir;u.ador TRIS-HC1 18 nunolar a pH 7.5 con NaCl 135mmola.%'. 

-Solución TRIS-Albúmina.- Amort.tr;uador TRIS-Salino Albúmina 

sérica bovina 0.9 mi:;/ml. Lo ant.erior correspond& a 0.5 m1 de 

albúmina bovina polimerizada para 100 ml de solución. 

-Solución de ant.icuerpos .ant.i~ammaglobulina humana.- Dilución 1:10 

del suero de Coombs BIOXON' en solución TRIS-Albú.mina. 

-Solución bloqueadora.- Solución de Leche Suelt.e:s: al 1% en 

amort.i~uador TRIS-sálino. 

IVb PROCEDIMIENTO 

1-Preparación de la Nit..rocelulosa para la Prueba de la Mancha.-El 

manejo de la nit.rocelulosa se hace con pln:r::as, se debe evit..a.r en 

t..odo momento que t..en:;a cont.act.o con al~ún llpido ya qua ést..e se 

:fijar-ta la suporf"icie impediria la int..eracción de la 

nl't.rocelulosa con las prot.einas. 

-Cort.ar cuadros de rút.rocelu.los:a de !3 cm2 r.a.1.Larlos: con lápiz 

cuadros de 1cm2
• 

-Humedecer los: cuadros pe:rf"ect.ament.e con agua dest.ilada. Las 

part..es que no se lo~ren humedecer se desechan. 

-Seco:-I• perf"ect.ament..e. A temperat.ura ambient..e poro lo menos: 2 

horas, si se ut.ill:z:a calor o vacJo se necesit.a menos t.Jempo. En 

e:s:t.e momen'Lo se puede interrumpir el procedimient.o y los 

cuadros ya secos se ~u.ardan alejados de la humedad. 

-Aplicar una c;ot..a de 10 µl de solución de ant.icuerpos 

anti~a.mmat:lobullna humana en el cent.ro de cada cuadro de 1cm2. 

Realizar est.a operación con l'apidez para evit.ar el corrimient.o 

de la ~ot..a hacia los cuadros vecinos ya humedos. 

-Dejar secar los cuadros a 37°C por 30 minut.o:s:. 

-Colocar el cuadro completo de S cm2 en una caja pet..ri de 89 mm 

de diámet..ro y cubrir con 30 m1 de solución bloqueadora. 

-Incubar a temperat.ura. ambiente con la solución bloquoa.dor.a por 

30 min. con .at;it.aci~n. 

-Eliminar la solución bloqueadora y colocar el cuadro en los 

bordes de una caja pequei'la adentro de un desecador. Si la 

nl't.rocelulos:a queda colocada sobre una :S'-'perf'icie plana, se 

pega al secar y puede romperse al int.ent.ar moverla. 

-Cort.ar el cuadro ya seco en t..iras de 5 cm. de larca por cm. 

da- ancho y guardar las t.ir.as an un dosacador. La prueba de la 
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Mancha se realiza sobre cada cuad:ro de 1 cm
2

• por lo t.ant..o~ al 

llevarla a cabo se cort.o el nume-ro de cu.ad.ros necesarios secún 

el numero de muast.ra.s. 

2-Preparación de .las Muest..ras. 

-Obt..enPr muesLras de sangre ~omad~s con anLicoa~ut.ant.c. 

-Eliminar- el plasma y lavar el paquet.e ~lobular dos veces con 

solución salina isot.ónica y dos 

r;-licin.a. 

con amort.ir;uador de 

-Eliminar comp!et..ament.e el sobrenad.a.nt...e del ó.lt..imo lavado. 

3-Pr-ueba Diract.a de Ant..ig-lobulina 

-P.r-epara:r una suspensión al 4% del paquet.e ¡;-Jobula.r del ólt.imo 

lavado con solución salina 1sot.6nica .. 

-Colocar- en un t.ubo de ensaye de 12 x 75 mm. una ¡;ot.a de 

suspensión de eri~rocit.os y una ~ot.a de suero de Coomhs. 

-A~Jt.ar y cent..l"if'u::ar .a 3500 rpm por 15 se~. 

-Leer los t.ubos a::it.ando su.avement.e h.a.st.a despren~x- el bot.ón. 

del f"ondo del t.ubo. La presencia de .a~luLinación indica que la 

prueba es postt.fva. 

4-Prueba de la Mancha 

-Colocar una r;ot.a de solución TRIS-Albúmina en el cuadro de 

nit.rocelulosa y permit.ir que se humect.e perf"ect..ame-nt.e. 

-Eliminar el exceso de llquido con un papel secant..e hast.a que 1a 

superf'"icte del papel se muest.re opaca. 

-Colocar un.a r:ot.a paquei'ta del paquct..e r;Jabular del <slt.imo 

lavado. 

-Incubar 5 nún. a t.emperat..ur-a ambient.e. 

-Tomar el cuadro por una esquina y sumert;:ll"lo en un rectpient.e 

con solución salina :lsot..ónJca, lavarlo movtendolo hacia los 

lados ha.st..a elhnlna.r los e~it.rocit..os que no est.án Cijos a los 

ant.icuerpos .s::obr& el papel. 

-Sacar el papel de la solución salina y obser-var. La presencia 

de una mancha redonda indica que Ja p:rueba es po:s:it.iv.a.. 

5-Preparación del Cont.rol Posit.ivo. 

-Tomar una muest.r~ de sanr;re t.ipo Rh poslt.ivo con ant..i~uJ.ant..e. 

-Eliminal" el plasma y bv~ el paquet.e ::Iobular- t..res: veces con 

soJuc:tón salina isot..6n1ca. 

-Pr-.:tparar una suspensión de er-it..rocit.o:s: al 4X con s.olución sa.Una 

isot.ónlca. 
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-Mezclar 2ml. de suspensión de erit.rocit.os con 2ml. de 

hemoclasif:icador 

isot.ónica. 

ant.i-D 

-Incubar 30 min. a 37<>0, 

diluido 1:16 solución salina 

6-Det.ermincaión del limite de posit.ividad de la Prueba de la 

Mancha. 

-Preparar diluciones seriadas con el suero hemoclasif'icador ant.i D 

a part.ir de 1:32 h.a.st.a 1:32,768 en solución salina isot.ónica. 

-En la serie de t.ubos de 12 x 75 mm. pone 2tnl. de una 

suspensión de ~lobulos rojos Rt.RJ. <cuyo número de det.ermin.anat.es: 

ant.i(;énicos es de 14~500-19,30025) al 4% y 2ml. de la dilución 

correspondient.e. 

-Incubar por 30 min. a 37°C t.odos los t.ubos. 

-Cent..rif"u(;ar los t.ubos y eliminar el sobrenad.anLe. Lavar el 

paquet.e r;lobular dos veces con solución salina isot,.ónica y dos 

veces con glicina. 

-Realizar la prueba direct.a de ant.i~lobullna y la Pruba de l.a 

Mancha a cada uno. 

-Det.erminar- la concent.ración de glóbulos rojos 

ut.ilizada por cont.eo en cámara de Neubauer. 

la suspensión 

-La cant.idad de ant..icuerpos por glóbulo rojo se calcl.11a de la 

sir;uient.e manera: 

Co~cent..raci6n de ant..icuerpos r;/ml 

Peso molecular de lc;G ~/mol ( 
ml en el t.ubo J = moles do 

ant..i D en 
el t.ubo 

( ) 

( 1 ] moléculas de ant.1-D 
:~l=~ ~~b~nt.i O lNo. de Avogadro = el t.ubo 

en 

-Realizar el mismo procedim1ent.o por duplicado. 
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V RESULTADOS 

Es:L .. =.1 sr.o<cciór1 co1np1~endú-, lo 1·ceorer•enLe al ll1nil.•.· de pos:it.ivtd.::id 

de l.;;s pl"\1'-'ba de la m:::inch:.:1~ dospués:, se pr·ese-nl...:tn los: i~es:ult.ados de 

emplear ambos mét..odos en m1Jest.r.:-1~ do p.::H.:icnLes par;.1 c-1 di.a,g-nóst#ico 

de- anemia h&mol1t.ica aut.oirunune. 

V.n LIMITE DE POSITIVIDAD DE LJ\ PRUEDA DE LJ\ MANCHA 

Se realizó lo sii;uient.e: erit..roci.t.os O Rh+ Sf.>nsibilizados: con 

dit·er~nt.es dilucionf..>S de suero ant..i O se lav .. :iron y so 4'.lplicó 

ellos lo ppueb.a dÍl.'L"Cl.a de :=int..i:;Jobulina <PIJA) y l.:s prueba de lo 

mancha C.PdM). Además SC::! dcLormino l.n concont..ración de erit..rocit..os 

en la suspenslon. So obt.uvo lo sig:uiont..c-: 

~··~~~~~~--~~~~~-~--h-0·~,-.-e-.,--m_i_r-,3-c_i_o_n~l~~=o-c-c-c-r-m-i-r-,a-c_i_6_n~2~ 

~·~~~--~~~~~~·--!---~~~~~~~~~·<--~~~~~~~-< 

Dilución 11mit.e en l.-:1 
cual se oUse rva posi
t.ividad do 1" PDA 

Dilución limit.e en la 

cu.al se observ.--:t po:~i-

t.ividad de la PdM 

Concent.rac i ón de 
erit..ror.it.os en la 
suspensión 

(células/mm
3

) 

t: 2048 1: 20•10 

i '. 16384 1: 16384 

305 ,830 315 ,030 

Como se mencionó la sección ant..erlor, para calcular el 

núme1•0 d...- mol6cu].,s por globulo rojo 

ecuaci6n
26

: 

ut.iliza la s:ig-uient.o 

moléculas CCr;/mD N de A ml 
r;lobulo rojo ::;:: ~ x ~ x GR por t.ubo 

donde: 

C = Concent.ración en c;/ml de ant.icuorpos ant..i O en el suero 

ut.ilizado. 

dil • dilución 
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N de A = número de A vog-adro = 6.023 x 1023 molec/mol 

PM ;::; peso molecular de I~O = t.5 x 10~ ~/mol 

ml 111 miliUt.ros de dilución en el t..ubo = 2 

OR por t.ubo = ~lóbulos: rojos en el t.ubo, corre.spondient..es a 

2ml de la suspensión do erit.rociLos. 

Sust.1 t.uyendo los vaJC::re.s: en La f"6:rmul.a ant.erlo:r t.enemos que 

para las det.erminaciones realizadas: se obt.iene: 

donde: 

moléculas 
r;lobulo rojo 

para la det.ermiación 1 K ;::; 1.3129 x 1010 

para la det..ermiación 2 K = t.2713 x 1010 

El cost.o de la ampoyet.a comercial que t.iene una concentración 

conocida de ant.icuei-pos ant.i-D <Rho 0arn) en el moment.o de 

reail2acl6n del t.rabajo es muy elevado. Debido a est.o se pret'"irió 

ut..illzar ol hemoclasU'icador ant.1-D para det.ermJnar, 

f"orma aproximada, el llmi t..e de post t..i vi dad de la prueba de la 

Mancha. 

Por es:t..a necesa.r-io Ja det..erminación de la 

concent.ración de ant.icuerpos en el suero. Lo anterior se Jnt.entó 

hacer poro valoración de las prot.einas: t.ot.ales sec;utdo de 

elect..rof'oresis de prot.einas:. 

Sin omba.r~o la cant..idad de j!';anmtar:Jobulina p:resent.e on el 

suero es muy pequel"ia y no pudo ser det..ect.ada en la elect.rof"oresJ.s. 

En vis:t.a de lo a.nt..ei-ior- s:e :realizó un cálculo de concent.ración 

basado en los result.ados de la prueba direct.a de ant.ir;lobuUna. El 

procedimient..o es: el siguient..e: 

Si el Umit.e de det.ección para Ja prueba direct.a de 

ant.il!;lobuJ..tna es de 300 .a 400 mo!ec/:;-lobulo rojo, de la !"órmula 

ant.eroto:r s-e t.icnc que: 

400 = C(~~~) x K 

CCr;/ml) = 400 ~ di! 

19 



La dilución limit.e para 1.a prueba de ant.i~lobulina .Cue 

1:2048, sust.it.uyendo dil por 2040 y ut.illzando las K rüspoct..ivas 

obt..iene: 

0Pt..erminación 

2 

Valor de CC;:;/mD 

6.239ó X 10. !; 

6.4435 X 10-
5 

Con est.os: valo1•es y 1~om:lndo como dilución limi t.e p.:Jra la 

pruoba de la mancha 1:1630·1 so calcula el número de n1olécul.:i.s: por 

r;lóbulo rojo mlnimos: necesapios p.a.1·..:_1 obt..encr una pr-ueba posit.iv=t y 

corresponde a: 

Dot.erminación 

2 

molécula...~/globulo rojo 

50.000 

49.999 

Por lo t.ont.o, el limit.e de pos:it.ividad p:..lra la prueba de la 

m.ancha corresponderla valor 50 moléculas por-

r;lobulo rojo, calculado del modo nnt.erior. 

Lament..ablement.e, no es posible as:er;ural' rot.unda.ment..e que el 

valor ant.erior as exact.o, ya que- para est.o seria necesaria la 

det.erminación direct.a de la concent.r-oclón d·~ ant.icuerpos: el 

suero ut.ili:zado, o disponor de un suel'O con ant.icuerpos ant.1-D de 

concent.i .. ación conocida. 

Lo que se obt.iene de los res:ult.ados de dilucion llmit.c en que 

se observa posit.ividad, es que la prueb.a de la mancha es B veces 

mas sensible que la p:i•uüba Uiract...:i de .:::int.ie;lobulina en base 

diluciones de lo cual podrla suponer que los Hmit.es de 

det.ecclón para la prueba de la mancha correspondertan a 38-50 

molec/~lobulo rojo. 

Sin embargo, a est..e respect.o hay algun t.rabajo por realizar 

por ejemplo, para corroborar est.e daLo es necesario emplear una 

t..e.r-cera prueba de mayor sensibilidad como lo es la prueba de 

ant.ig1obuUna humana. unid.a a enzima. 

Vb RESULTADOS CON MUESTRAS DE PACIEN'l'ES 

Se aplico.ron ambas prueb.;ts sobre- muest.r-as de pacient.es 

desor-denes hemat.olóc;icos, los r-esult..a.dos se resumen en la t.abla 

s:igulent.e: 
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PDA <+> PDA <-> 
Diagnós:t..i co PdM (+) PdM (+) 

Anemia Hemo!lt.ica Aut.oinmune 32 6 

Anemia !'erropénica 3 

Anemia me~aloblást.i ca 1 

Leucemia Lin.f'ocit..ica A~uda 

Leucemia Linf"oclt.ica Crónica t 2 

Po1 i t.ransf"usión 1 

H p N 1 

Sin di ar;nóst.ico ,. 1º 

Subt..ot.al 34 15 

Tot.al 

HPN ,. llemoglobinui-ia pa.i•oKl.st.ica noct.urna 

(+) -= Result..ado posit.ivo 

(-) = Res:ult.ado nagat.ivo 

= Probable Lupus: erit.emat..oso sist.ém.ico 

.H :11 Esf'erocit.os:is: 

PDA (+) PDA <-> 
PdM <-> PdM (-) 

4 

21 

t 

t" 2º 

1 28 

o =- Anemia hemoUt.ica sui;-erld.a por Ja biomet.ria hemát.ica 

PDA = Prueba direct.a de ant.ig'lobulina 

PdM = P:r"ueba da la Mancha 

sub 
t.ot.al 

42 

24 

1 

1 

3 

t 

1 

5 

78 

Los re:s:ult..ados de ambas: pruebas coinciden en 62 casas de los 

78 casos proobado.s, de es:t.os: 34 pos:it.ivos en ambos y 29 

ne~at.ivos. De es:t.os: números: se puede observar- que hay concordancia 

ent..roe los mét.odos:, pero su valor- e.s::t.adist.ico se da.r-á más adelant.e. 

De Jos result.ados: donde no concuerdan, se t.iene 15 casos 

donde la prueba de Ja mancha t'ue pos:it..iva y la prueba direct.a de 

ant.iglobulina ner;at.iva y solo un caso en la f"o:rm.a inversa. Est.e 

Ult.imo corresponde un paclent..e anemia hemollt..ica que 

pr-esent.aba esf"er-ocit.os en eJ f'rot.is. 

Ut.Htzando solo lo.!: d.:lt.os ob t.anidos Ja aplicar- .las pruebas:: a 

pacient.es cuyo diar;nóst.ico previo era anemia hemollt.Jc2. aut.oinmune 

se pueden calcular · Indices de asociación o concordancia que 

expresen numericament.e el grado en que conciden los result.ados de 

ambas: pruebas. 
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Los resuJ.t..ados: son: 

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS 
l'DAI t\ 

PdMI +) PdM'C+l PdMC-) PdMC-) 

NUMERO DE PACIENTES 32 6 o 4 

TOTAL 

J~a co.r-cord.:lncia
27 

ent.rC'.' 1.::. f'J'UL~b.;c,; signi1.ic.a cp.Je- los result~ó'ldos 
obt.enido.s con una de ellas puHden volvei~se a obt.ener si se ut.iliza 

la ot..r-a. El indice d.: concordancia ·"""bs:olut..a és; la pJ:•oporción de 

.result.ados súmejant.es repor-t..ados por- ambas: pr-uebas y es una medida 

de la variabiJld.ad que hay nnt.r>f.O> ell.::is. 

En est..e ca.so: 

Indice de- concor-da.nci.a absolut.a =< 32 + ~D / 42 = o.as o 

que el acuerdo absolut.o ent.re ambas pruebas: t.~~--; del 85% 

E! coo.f'lciu-nt.e kappa ~B det.ermina la ruel"za 

concordancia ent..r-e ambas pr·uebas y se calcula como; 

K = p; : :~ donde 

de la 

Pe [(a+b)rnJ [Ca+c)/nl [(b+d)/n] [(c+d>/nl y 

i:or-.r-esponde- a la pr-opor-ción de concordancia esperada 

por el azar. 

Jll"OdUc::Jda 

Po = Ca+d)/n y COI"l"esponde a la proporción de conco1~dancia 

obs:e::rvada. 

a, b, e, d, n son los númer-os corJ">espondlent.es: 

del cuadr-o sig-ulent.e: 

PDA 

Result..ado 

las casillas 

Result.ado 
Posit..tvo Ne~at.i vo Suma 

PdM 

Result..adoPoslt.ivo 

Ro~ ul t.a.UoNagat..i vo 

Suma 

Calculado 

Pe • 0.70 
Po = o.as 
K = o.~5--o~77 o.5 
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EJ cual ser;ún la fnt.erpret.acion si~uient.e, indica que exist.e 

una :fuerza de concordancia moderada t~nt.re ambas pruebas. 

lntvrpl'.:.la.ctón dw lCJ~ "c.l .:ir~~ 
dG Ko.ppa cuando >O•:>n pOQl l ivog 

Valor dw K.:apffa 

o 
dG concord.:inci.o. 

robrw 

o.O:l-i. 00 

M'l>d\ ano 

Modgrado 

subi=.tanci.al 

Ca.i;i\ porroclo 

O.ad.a la concordancia exist.ent.e ent.re ambas pruebas de 

tnt.eres t.ambién saber, qué probabilidad so t.iene de que al 

probar una det.erminada muest.ra los result.ados de ambas cotnctd.an. 

Para est.o, se ut.iliza la prueba binomiaJ.
29 

que se calcul.a de 

la slc;uient.e f'orma: 

1. A cada caso <x> s:e le asigna un valor da 1 o O si ocur-re quo: 

los i.'e:s:ult.ados de ambas pruebas coinciden x • 1 

los result.ados de ambas pruebas dif'ieren x .. O 

La suma de t.odos Jos casos es Y = 36 y t.iene una d.Jst.ribución 

binomial de n = 42 y probabilid.:-.d P. Donde n es al t..ot.al d& casos 

ut.illzados para la prueba. 

2. Se plant.ea la hipót.c-sis nula: "La probabilidad de que los 

res:ult.ados de la prueba coincidan para una muest.ra dada os mayor- o 

lg-ual a p*•• y se expresa Ho :::i P ~ p* con una htpóLests alt.ernat.tva 

expresada Ha = P < p*. 

p* es un valor de probabilid.'.ld as:i~nado :s:e~ún la probabilidad 

que se desee t.ener. 

Si la hipót..ests no se rechaza puede asegurar- que los 

result.ados t..ienen 

p*. 

3. La htpót.esis 

la ecuación: 

donde~ 

probabilidad de coincidencia ir;ual o mayor a 

rechazada :s:i Y es menor al valor K obt.enido por 

K = nP* + CZ~) /n.P* Cl _ p*) 

Za es el cuant.U de orden a de una d1st.rlbución normal det 

media cero y varianza 1 y ce es el nivel de sig;ni.f"1cancta de la 

prueba o sea la cant.idad que uno se permit.e equivocarse en Ja 
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prueba. 

para una o = 0.05, Z
0 

= .-1.64 

Calculando K para una P de 0.90 se t.iene; 

p* = 0.90 a = 0.09 

K == 42<0.90) + C-1.64).Y 42C0.90)C0.10)- 34.61 

Como Y ;; 36 es: mayor a K = 34.61 no se rechaza Ho y por t.ant..o 

la pr-ob.a.bUidad de coincidencia es mayor o i~ua.l a 0.90 

Si se realiza est.e calculo para valores dif"erent..es: de p* se 

obt.iene que la probabilidad de coincidencia má>dma de los 

r-esult.ados de ambos mét.odos ea 0.92 par>a a ;; 0.05 y en base a los 

dat.os: de las pr-ueba.s Y.eaH.zadas ~obre pacient..es: con diar;nós:t.ico 

previo de .anemia hemoltt.ica aut..oinmune. 

Es necesario sei1alar que aunque est.os: cálculos indican que 

pract.icament.e puede obt.enel" el mismo ilio:;;nó~t.ico ut.ilizando 

cualquiera de las dos: pruebas, est..o no es lo que se es:pe:ra si se 

asume que la p:rueba de Ja mancha es más sensible que la prueba 

dir-ect.a de ant.i r;Iobulina. 
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VI DISCUSION 

V.la Preparación de Jos React.ivos para Ja Prueba de la Mancha 

1.- Acerca de !a Ni t...r-ocelulosa. 

EJ papel de nit.rocaJuJosa es Ja base para diversas t.écn.ic.as 

!.ns que uno do Jos pasos incluye la f"ijación de moléculas a su 

supe.rf'Jcie. 

El mecanismo po:r al cual las moléculas se absorben la 

rnat.:r-iz del papel de nit.roceJulosa no se conoce, per-o .se sabe que 

se lleva a cabo poro int.er-acciones quimicas y que l.a5. moléculas no 

quedan at.z.apadas como si est.uvter-an en un t.áJniz. Se cree, que Jos 

ef"act.os: hich-of"óbicos son impor-t.ant.es: y que Jos g-Ucollpidos 

unen direc:t.ament.e por su f'rar;ment..o llpido30. 

En la prueba de la mancha los: ant.icuer-pos goot.aados sobre e1 

papel se Cijan a él. A est.e respect.o, vale la pena hacer not,.ar qu& 

la cant.ldad de prot.eina que se f"Jja a 1a nit.r-oceluJosa depende de 

la composición de Ja misma. 

En el t.rabajo experiment.al se usaron t.r-es t.ipos de papel para 

llevar- a cabo la prueba de la mancha. Sa pz.oba.ron aco~t.o d& 

celulosa, papel de nit.r-ocelulosa marca Millipor-e y papel de 

rUt.r-ocelulosa marca BIO-RAD. 

Con los t.res se sis-ulo t.odo el procedhn.ient.o descr-it.o en la 

preparación de la ni t.rocelulosa y pr-oba.ron cont.r-oles 

posit.ivos (erit.rocit.os sensJbJllzados). Con los t.z.es .se r-eallzó Jo 

s:Jgulent.e: después: de colocar la s-ot.a de ant.icuerpos e incubar, s:a 

t.if'íeI>on Jos papeles con coJor-ant.e ne€rO de Amtdo par-a Ja.-;: prot.aln.a.s 

f"ijas al papel. 

Después de realizar 1a prueba do la mancha con Jos cont.r-olas 

postt.ivos se observ~ que el acet.at.o de celulosa no most.raba 

mancha, mient.r-as que ambas nit.rocelulos:as si lo h.aci.an, pero J.a 

mancha eI>a más int.ensa en la BIO-RAD que en la Millipore. 

Con r-espect.o a Jos: papales t.en.Jdos, se observó quo la mancha 

en el acet.at.o de celulosa t.enla un diámet.I>o ¡:I>ande Y la zona 

cent.r-al pálida. En Jos papales da nit.rocelulos:a Ja mancha 

:regul.aX". per-o ot.:ra vez f'"ue más int.ensa en el 00 rnal"ca 810-~D. 
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Los result.ados .ont.eriore!: se deben .:i 1.:i capacid.::td de f"ijación 

do prot.e1n.as del mat.erial ut.Uizado. El acct.at.o do celulosa f"ija 

1-5µ~ de prot..e1na/cm
2 

mient.ra.s que la nit..rocelulosa pura rija 

BD-100µe;/cm 2
. La nit.rocelulosa Millipore cont.iene al~o de acet..al.o 

de celulosa. y eso provoca que :~u capacidad de f'ijJclón sHa menor 

que la de la nit..rocelulosa pur;;i
31

. 

En base .a es:t..o, .aún cuando el acet.at.o de celulosa y el p.:::-tpf?-1 

de nit.rocelulos:a Milllpore son m.ás f'áciles: de obt.8ner porque se 

pueden comprar en el pa1s, se decidió t..r.ab.:-~Jar con ni t.rocelulosa 

BIO-RAD. Es: mejor nit..rocclulos:a pura que la que cent.lene 

acet.at..o Ue celulosa porque ut.iliza c:i.nt.id.:ld poquoit.=. de 

ant.icuerpos cada papel y mient.ras más de ellos queden 

f"ijos, pueden unir más orit.rocit.os sensibilizados. 

2.- Fijación de Ant.icue:rpos al Papel 

La t;ot.a de ant.icuerpos se pone sobre ol papel cuenda ést.e se 

encuent..ra seco, para est..aI:' seguros de ello, so puede calent.ar un 

poco la nit.rocelulosa sin exceder la t.empe:rat.ura de 60•C; de hecho, 

ha repo:rt.ado que ost.o aument.a la capacidad de rtjación de 

prot..ein.as del papel de n1t..rocelulos:a
32 

Después de ~ot.ea:r la solución de ant.icuerpos sobre el cuadro 

de nit..rocelulosa s:e incuba por media hora, con lo cual se perrnit.e 

que haya un secado a Cando ya que en est.e paso el sec3do puede 

est.abilizar el enlace
33

. 

3.- Bloqueo. 

Ya que se t.iene el circulo de ant..icuerpos: fijos en el papel, 

bloquea la superficie libre p.:i:ro. evlt.a.r- el enlace inaspecif'ico 

de los eri t.roci t.os sobre el cu.adro de ni t.rocelulos:a. 

El bloqueo se lleva a cabo incubando el papel con soluci611 de 

leche Sueltes, ést.a cont.iene prot..e1nas, grasas y et.ros compuest.os 

que se .f"ijan a la ni t.rocelulosa. Las prot.ein.as: de la leche cubr-en 

el papel en los lugares: que no hay ant..icuerpos. as1, es:t..os sit..ios 

quedan bloqueados y ya no pueden unirse a ellos: ot.ras prot.e1n.as 

incluyendo las que encuent.ran sobre el erit.rocit.o; lo cu.al 

ocasiona qu~ la única forma que üxist.o par.a que los crit.rocit.os: s:e 

unan al papel es por una reacción ant.i:;eno-ant.icuerpo los 

ant.icuerpos ant.ir;arnmar;lobulina humana. 
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Vlb Comparación de las Pruebas Realizadas 

Como se observa en el cuadl'o de res.ulLados, la prueba direct.a 

de ant.iblobuUna r-esult.ó ne:;-at.iva en quince casos donde la prueba 

de la mancha :Cuo poslt..iv.:::.. Est.o indica que la prueb.a da la mancha 

puede dct.ecLar la pres.encia de ant..icuer-pos que recubren al 

·er-it.l"'ocit.o padecimic-nt.os que puadon cursar con anemia 

hemolitiica inmune aun cuarido no se piense que ést.a se encuent.ra 

pl:'asent.e, o no sa considero en el diar;n6st.ico p:revio. 

La caract..erist..ica ant.erior se puede basar principa.lment..e en 

la dlf'"erencia de sensibi!id.;:'ldes:, .aui1que t.aml..iian en la objet.iviclad 

de la prueba de la mancha, ya que es más sencillo observar- La 

presencia de una mancha que la presencia de a¡;-lut.inación cuando 

ést.a es mlnlma. 

Con respecto al inver.s:o, donde la prueba direct..a de 

ant..it;lobulina as poslt.iva y La prueba de la mancha es net;a.t.iva. 

pudiera pensarse que se debe a una sobreint.erpret.ación de la PDA 

Cf'also po.s::it.ivo) o por una Calla en la realización de la PdM. En 

e.s:t.e caso, ya que el f"rot.fs presentia es!"erocit.osis serla necesario 

realizar la prouaba de f"rar;ilidad osmót.fca. 

Si se t.om.an en cuent.Q los rosuJt.ados de t.oda.s las mues:t.ra.s: 

probadas, los valores calculados varían poco y se t.lene: 

Indice de concordancia absolut.a: 0.79 

Coeficient.e Kappa: 0.59 

Fuerza de concordanci!:l: mo~c.:-i-.ad..a 

Probabilidad máxima de coincidencia de Jos: result.ados de 

ambas pruebas:: o.as 
Un poco más baja que la calculada con solo part.e de los 

dat..os. 

En lo d.iscut.ido arriba, ha Jnt.ent.ado most.ra.r que ambas 

pruebas pueden chilrnos ro:;ult..ados: s.imil.c.res. Sin embargo, t.amblén 

se neceslt .. a indicar las dif'erencias: ent.re est.O'.lS dos pruebas:, t.ant.o 

en la realización corno 

dif"erencias con respecto 

present.an ambos mét.odos. 

1. Tiempo de reaU:z:acJón 

la int.erpret.ación que ocaclonan 

las vent.aja.c; y desvent.ajas qua 

La rapidez es slmil..~u· ent.re 3mbas y.a que el número de lavados 

realizado~::; es el mismo. la dif'er-encia consis:t.a an el t.rat..antient.o 

27 



pos:t..erior de los ar! t.roci Los. Par· a la PDA se necesi t..a preparai~ una 

suspensión }' llevar a cabo une. l't-:!'acción de :-.i;lut.inación. P.3r.a: la 

PdM se necesit..a humect.ar el papol y post.eriorment.e incubar cinco 

mlnut.us una ~ot.a de erit.rocil.lJS sobre el mismo.As! pues, el t.iempo 

dé re.::alizoclón C!S seme?jnnt.P. 

2.Número de muest.ras probada..~ al mismo t.iempo 

La pr·ueba de Ja mancha no pu1~de- realizarse sob:re más de t.res 

muest.ras en serJe, ya que- el t..iempo de Ject.ura es import..ant.e, si 

se deja lncuh.'lr por más t.iempo del nocesario ocurre sequedad del 

papel y h.ay e-nlace inespecif'ico rlP- los erlt.rocit.os~ los cuales no 

se desprenden al lavar y el papel se muest.ra complet.ament.e .f'ojo 

por lo cual ha}: que x~epet.ir la prueba. 

La prueba <li:rect.a de ant..i:;lubulina, al cont.ra:rio, se puede 

realizar sobre varias muest.ra~ a lo. vez ya que la lect..u:r-a se lleva 

a cabo a~it.ando los t.obos µaP.a obser-var la at;lut.inaci6n y 

e~lst.e 

rct.ardarse. 

t.iempo maximo d~ Ject.ura. Aunque ést.a debe 

3- Lect.ura de las pruebas. 

La prueba de la mancha 

ner;at.iva si no la ha.y. 

posit.iva si e:'\.'ist.e mancha y 

La prueba d.irect.a de ant.i¡;lobulina posit..iva si hay 

a:;lut.1nación ·aun microscópica. siempre que el observador considere 

que hay aglu.t.inación y ncgat.lva si no la hay. En est.e caso. a 

veces es posible que exis:t.a duda de la presencia de a:;lut.lnacion 

cuando ést.a minima. y en la prueba de la mancha por el 

cont.rai:•io no se present.a est.o. 

4. <ll'ado de poslt.tvidad de las pruebas. 

La prueba dir-ect.a de .nnt.t~lobullna puede dar result.ados que 

se expresen en Corma semlcuant.it..at.iva cruces se~ún la 

aglut.lnacl6n obse:rva.da bajo un.a es.cala ya est.a.blecida. Lo cual da 

un indicio de la ~ravedad del padecimient.o de la respuest,a a un 

t.rat.amtent.o det.erminado. 

La prueba de la mancha. por el cont..rario, no puede e~-presarse 

de esa f'orma. Se penso que t.al vez podria leerse la int.ensidad del 

color de la mancha con un dens:Jt.ómet.ro, pero est.o present.a varios 

problemas a saber: 

a) La int.enstdad del color depende del ~l'ado dP. lavado, para 

qutt.ar el f'ondo Cerlt.rocit.os no unidos los ant..tcuel:'pos 
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ant.ir;amma:;lobulina hum.ana> a vece:!:O se necesit.a un lavado enérgico 

y ot..ras veces es suí""icient.e con un lavado suave. 

b) La mancha se absorbe en el papel cuando est.e se seca , y sa 

hace más r;rande y menos def'inida. A su vez, el t.iempo que t.ar-da el 

papel en secarse depende de la t.emperat.ura ent.re ot..ras cosas. 

c) El fondo depende del ~rado de secado que haya suf"rido el papel 

durant.e la incubación, si el papel se seca en exceso ocurre unión 

inespecU"ica de los erit.rócit.os. si el papel 

humedo el rondo se qult.ará. f'acilment..e. 

enouont.ra 

Por los mot.ivos ant.eriores, no se puede expresa.r- el result..ado 

de la prueba de la mancha en f"orma sem!cuant..lt.at..iva. 

5. Errores en la lect.ura. 

a) Falsos posit..lvos. 

La prueba direct.a 

por muchas razones34 
de ant.lr;lobulina puede dar :falsos poslt.ivozs: 

por ejemplo: presencia de- polvo et.ras: 

part.1culas en la solución salina, cont.amlnación bact..eriana de 

cualquiera de los react.lvos, olert.as ehf'ermedades o medicament.os, 

et.e. 

La prueba de la mancha no Llene est.os problemas ya que no se 

basa en la presencia de a¡;lut.tnac16n. 

b) Falsos ner;at.ivos. 

La prueba direct.a de ant.iglobullna puede dar ra.J.sos 

neg:at.ivos35 por la presencia de prot.e1na.s del plasma o el suero, s:l 

los erit.rocit.os no son suficient.ement.e f'rescos, si se deja quo los 

erit..rocit.os sensibilizados est.én en cont.act.o con el suero 

ant.iglobullna durant.e demasiado t.iempo, et.e. 

La prueba de la mancha puede dar falsos nei:;at.ivos si después 

de humect.ar el papel y ant.es da colocar la cot..11 de paquat.e 

globular no se lleva a cabo un secado suf"ictent.e ya que ent.ónces 

las células no hacen oont.act.o ópt.tmo con el ant.tcuerpo 

ant.ihumano inmovilizado en el papel. 

Por t.ant.o, p~ece haber mayor Cacilidad de obt.ener Cal.so.-

poslt.ivos 

ant.lr;lobullna. 

falsos negat.ivos 
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Lo t..ra.t..ado ant.eriorment..e .SP. resume en la t.abla que se mu'"'St.J-a 

a cont.inuación. 

C:ornporac.t.ón '1.,.. lo pruoba d.,;. l.:i 

moricha. con la ¡;.i-u..,ba dt.r~etu dg 
a.r-r l l 9lobul lnn. 

T\.Ytnpo do r~u

t ~:<:oc lón 

NUm. d" muu'1lros 

cot.-o;;"cu l t vas:. 

or1::1.d,,:; d~ pui;r.Llt.

vLdad 

s ... r.r;;t~Llt durl 

Ptu¿~~dQ~l~a~,~p-,.-,-,~b-u~d-,-,-.-c~l-a~d-•·~ 

Mar .. ::. ha. o.l'r<llg\<'>bult.t•U 

NC· ~-;-~~-

vw. i:·r~~.::c;r 

pe.o.• l l •le 

:.: "".iOmol ..,r-..~·UR 

a.mba'1. 

Má:; d.,;, 3 

.. cr \JCYIO> h(.J;CLCl. 

g run 1. vnl o 

ro;tt1..va 
~ .:JOOrnot .... ..:-r<JR: 

~--------~·----·-----+----~----! ob.tGL1.v1.dad ~n BQlU cuand~ tu 
n•..1 •. H.u ... 1, tv-do ~yl\..ll~na(..1.Ór. 

111..,1""''' l.e-
... 10. mi1lt.m•..1. 

ta \.Gclura. 

Con J•espect..o a.1 cost.o de la prueba de l:ct mancha puede decirse 

que semejant.e al U"" la ~rueba direc't,a de ant.ir;l0Luli11"'. Es 

verdad que se ut..Jlizan J<eact.lvus caros como el TRIS, la 

nit.1·oc1~luiosa y la g-Uc:ina, pero la. cant..idad empJeada es peqtJ~f1a v 

por- lo t..ar1t.o no se eleva el cost..u t.ot..al. Por ejemplo, eJ cost.o de 

un paqueLo da nU .. 1. .. ocelulos:a BIO-RAD de poro de 0.45µ que cont..iene 

cinco ho ja.s de 15x15cm es de -t2 dólar·cs de modo que c.";"l:da 

cent.imet.ro cu.ad1·ado t.1ene un ~ost.u du 0.03'ldolar·es. . 

Las Liras de nit..rocelulosa ya preparada.so se conser-van en huen 

est..ado poi:.. al menos seis mesas .a t.emperat .. u:ra antbie-ot .. e alejadas de 

l .. ~ hume-d .. 'ld. 
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VII CONCLUSIONES 

Se present,an dos pruebas para realizar el dJagn6st.1co 

conf'irmat.ivo de anenúa hefuollt.ica aut.oinmune. En base a lo t.:rat..ado 

con ant.erioridad puede concluirse que: 

a)La prueba de Ja mancha es más sensible que la prueba di:rect.a de 

ant.lglobulin.a. Claro que la sensibilidad depende de la 

ant.i:;ammacr;lobullna ut.illzada en la preparación del papel. ya que 

el uso de ot.ro t.ipo de ant.icuerpo puede variar la sensibilidad 

disminuyendota.36 

b) Dado que la correlación ent.re ambas pruebas es buena y por las 

vent.ajas que present.a la prueba da la mancha, és~a puede 

ut.illzarse en f"orma rut.inaria para el d.iagn6st.ico deo anemia 

hemollt.ica aut.oinmune. 

Considerando que el número de muest.ras consecut.tvas, que se 

pueden t.rat.ar con la prueba de la mancha, es paquefto; t.alvez 

result.e en~orrosa ut..iUzac16n cuando hay muchas muest.ras.En 

est.a sit.uaci6n es recomendable usarla en Jo~ casos que p:resen~ 

di:ficult.ades, como en pacient;.es con sint..oma:t..olo~1a y ha.ll.a%c;os de 

laborat.o:rio t.lpicos de anemia hemollt.ica aut.oinmune y con prueba 

direct.a de ant.l¡;lobullna nec;at.iva, o cuando exl.:s:t.an dudas en la 

tnt.erpret.ación de la PDA. 

c)El uso de la prueba de la mancha en muest.ras de pacient.es con 

ot.ros padecimient..os hernat.ol6~icos puede demost.rar la presencia do 

anemia hemollt.ica inmune y t.alve:z ser de ut.illdad para el 

ser;uimient.o del paclent.e. 

Final.ment.e, el uso de la p1•ueba clu la ro.ancha do manera 

rut.inarla mejorarla la calidad del dia:;nóst.ico de anemia 

hemollt.ica aut.oinmune y aunado est.o al desarrollo de nuevos 

t..rat..a.mient..os el result..ado serta en benef'icio de los pacient.es, lo 

cual es el objet.ivo de quienes:: t.rabajan en el ~rea de la ·Salud. 
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