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I OBJETIVOS

ad> ¢ ar la ibilidad de la prueba de la mancha contra

la prueba de Coombs tradicional, ante pacientes <on dlagndsticn

confirmado de anemia hemolitica autoinmune.
hd> Establecer =i es o no posible =u utilizacién en forma’

. rutinaria en el estudio de ]a citada'patologsa.
SdDeterminar la cantidad minima de anticuerpos por eritrocito

necesaria para producir positividad en la prueba de la mancha.




II  INTRODUCCION

Lass anemias hemoliticas autoinmunes son transtovnos
hematoldgicos adquirides, donde 1la lisis se debe a la acclon de
autoanticuerpos dirigidos contra algun antigeno eritrocitario.
Para establecer el diagnéstico =e necesita: primero, demostrar La
presencia de por lo menos tres hallnzgos clinicos y/So
hematoldégicos como son  anemia, ictericia Y reticulocitosis, o
cual es indicative de hemélisis y, segundo, demostrar la presencia
de antlcuerpos dque recubren a los eritrocitos; para esto ultimo =se
efectta 1la prueba de antiglobulina humana tamblen conncida como
prueba de Cecombs directa.

Esta prueba s¢ basa en una Treaccldn de hemaglutinacidon en
donde 1a anti » glebulina humana d(suero de Coomb=) esti dirigida
contra los antlcuerpos gque se encucntran en !la supertficie de los
hematies. La positividad de la priweba se ve afectada por una serie
de variantes, dque enLkre oturas se citan ia ubicacién y  tipo de
antigenos, asi como el numero Y clase de anticuerpos
involuerados, a este respecto se sabe dque el nimero minimo de IgG
para producir positividad es de 300 moléculas por ex-n,rocu,o‘.
Este hecho explica en parte porqué en algun namero de pacientes
cuyas pruebas pantalla son sugestivas de anemia hemolitica
autoinmune, ia prueba de antiglobulina resulta negativa. Otro
hecho importante que afecta la interpretacidén de esta prueba son
variantes tecnicas como velocidad y tiempo de centrifugaclén y la
mas importante la subjetividad de la lectura.

Estas causas han motivado la busqueda de nuevas variantes
metodolégicas mas sensibles y por lo tanto mAas certeras en el
diagnostico definitivo de estas cntidades clinicas. Dentro de
ias pruebas, recientemente describaz y gque al parecer se empleo
en el pasado en algunas instituciones del sector salud, perd no se
encontraron antecedentes biblografices, estaA 1a prueba de la
mancha, La cual sugiere ventajas tales como sengibildad,
estabilidad, simplicldad y de Interpretacién mas objetiva que la
tradicional.



Durante el desarrolle de este trabajo =e hacen notar los
problemas que =s=e presentan en la preparacién,  ejecucién e
interpretacién de la prueba, asi como las ventajas que se obtlenen

de ela.



IXI GENERALIDADES

La sangre es un ruldo que clrcula a traves del cuerpo de un
individuo y entra en contasto con todas las células de su
organismo. Entre otras funclones transporta oxigeno desde loes
pulmones hasta los te jidos. En esta actividad partuicipan los
eritrocitos con la sustancia quimica mas importante gque gcontienen:
la hemoglebina.

5i la cantidad de hemoglobina gque hay en la sangre clrculante
disminuye de manera que perturbe el transporte de omxgeno, el
proceso se conoce con el nombre de anemia y pucde deberse a la
falta de la propia hemoglobina y~ o de eritrocitos.

Existen varios grupos de anemias que debido a =su etiologta,

se clasifican como sigue:
1. Anemlas carenclales, debidas a deficiencias nutricionales.

2. Anemilas pox falta de produccién de eritrocitos
Caplasicas).

3. Anemia por perdida Chemorragicas).

4. Anemias hemoliticas, debidas a destruccién de los globulos

rojos por diversas causas.

A este ultime srupo pertenece 1a “anemia hemolitica
autoinmune” en la cual 1a ls=sis de los eritrocitos es ocasionada
por el sistema inmune del! individuo mismo. Para entender como se
lleva a cabo este proceso, y su forma de diagnostico se revisaran
algunos aspectos relacionados con 1= inmunidad v la anemia

hemolitica autoinmune.

INIa’ ASPECTOS INMUNOLOGICOS

Existe una gran cantidad de agentes en el medio ambiente que
IaI entrar en contacto con el organismo pueden provocar una
enfermedad. El sistema que protege al individuo en tales casos es
el sistema inmune, el cual se divide en dos secciones a saber:
los mecanlzsmos naturales de resistencia y el sistema  inmune
adaptativo. El primere no mejora la resistencia por infecciones
repetidas y lo constituyen factores solubles como lisozima vy

complemento, y factores celulares como fagocitos <(neutrofilos)



entre otros. El sistema inmune adaptativo =i mejora la resistencia
por infecciones repetidas y esta  constituide por la Hamada
inmunidad humoral y celulay reguladas por linfocitos B y T
respectivamente.

A lo= componentes =solubles del sistema inmune se lews
denomina: inmunidad humoril v a logs celulares: inmunidad celular,
Lass moléculas mas importantes de la inmunidad humoral son: los
anticuerpos y el complemento. Las inmunogleobulinas o anticuerpos
son un grupo de proteinas presentes en el suero y 1luidos  de
tejido=s...Su producciétn es inducida cuando el sistema linfoide del
hospedero entra en contacto con moléculas inmunogénicaz extrafias
Cantigeno) y se enlazan especificamente al antigeno gque indujo =u
formacibna.

La estructura basica de estas moléculas esta constituida por
cuatro cadenas de polipeptidos unidas entre =1 por enlaces
disulfuro. Dos de ellas de peso molecular pequefio 25,000 d
(cadenas Hgeras) y dos de ellas de peso molecular crande
50,000-77,000 d <cadenas pesadas). Las dos cadenas Llgeras son
idénticas para cada meolécula, lo mismo sucede con las  cadenas
pesadas.

Existen cinco clases de inmunoglobulinas que difieren en
tamafic, composicién de amincacidos y contenido de carbohidrato; y

son denominadas segun la clase de cadena pesada que contengan.

Tipo de cadena Penominacién
t4 Inmunoglobuiina @ Igd
o Inmunoglobulina A IeA
17 Inmunoglobulina M IgM
& Inmunoglobulina D Igh
& Inmuroglobulina B Igl

Por el tamafio de la cadena pesada y el numero y colocacién de
7 puentes disulfuro las tnmundglobulinas =e dividen en varias
subclases. Lax cadenaé estan - compuestas por una serie de regiones
slobulares de estructura similar encerradas por puentes disulfuro,

cada regién c'onsut.uye un “dominio’.



La mitad carboxilo t.erminal de cada inmunoglobulina es
constante y se llaman region CL v G" para la cadena lgera y para
1a peseda respectivamente, mientras que la mitad amino terminal es
variable y Se llaman regién \‘L 1Y V" para la cadena ligera y Ina
pesada respectivamente. A los domenios de las cadenas se les Hama
regién Cm' restébn (.‘"z, region V". etc.

La destruccitn enzimatica con papaina de las inmunoglobulinas
libern dos fragmentos: el Fab <fraccivn de univbn con &1 antigenod
de S0,000 d y el Fec (fraccion cristalizable) de! mismo peso. ElL
Fab contlene las cadenas ligeras y parte de las cadenas pesadas
mientras que el Fc contiene el resto de las cadenas pesadas.

A continuacidn se presenta un esquema de la Inmunoglobulina.

domimia
cadena
ligera '
([(——— [ = sitic
r da
cadenas L Ld 7 l J H wniace
pesadas puent & diculfuco Ei CH1 Y <on el
L L i [ — unxkg-na
T
f —y,
Cu Vi
[ P ]
Fe Fab
Las cadenas tligeras pueden ser de dos tipos llamados Kappadk>
y Lamda(\d, ambas cadenas son del mismo t.ipo en una
inmunoglobulina. Las cinco clases de inmunoglobulinas tienen

diferentes funciones Efencialmente cada molécula es bifuncional; a
una regién de 1la molécula le concierne el enlace con el antigeno
mientras gque una regidn diferente media el enlace a los tejidos
del hospedero y al primer componente del complement.o..."'.Ademés
una parte de la region constante controla 1a velocidad de
cat.abolismo de la molécula, y otra, puede unirse a la proteina A
estafilocdceica.

La primera funcién descrita se lleva a cabo en !los dominios
V“ Y VL. vy la segunda en les dominios Guz para IgG y Gua para IgM.

Los anticuerpos reconocen a antigenos especificos. El =sitio
de reconocimiento se encuentra en una regién hipervariable dentro
de 1a regién variable.

El complejo antigeno-anticuerpc formado puede iniciar =]

acelerar ciertos eventos a saber:



Primero. Se acelera la fagocitosis del antigeno porque los

anticuerpos llevan a cabo un procesco de opsonizacion que es la

preparacién de particulas extrafas para Ia ingestion por
f;l:oci'.oss.

Segundo. Se activa el complemento. El complemento es un conjunto

de al menox 30 proteinas, la mayor'part.e precursores inactivos de

enzimas. Cuando el primer <¢omponente C’ es acttvado por moléculas
de IgM o IgG@ unidas al! antigeno se dispara la activacion del
complemento por la Ullamada via clasica, que es una cascada de
reacciones de rompimiento proteclitico y enlace de proteinas con
tres consecuenclias importantes: a)> Los componentes actlvados

atacan la superficie celular extrafla y causan su lisis b> E}

fragmento (:3b de! componente G: interacciona con receptores

especificos promoviendo 1a inmuncadherencia seme jante a la
opsonizacién y <) oireos fragmentos promueven el desarrollo de una

reaccién inflamatoria aguda localé. i

Los eventos anteriores Aunados a ia tnmuntdad celular
proveen una buena proteccion en condiciones normales; sin embargo,
cuando los antigenos propios son reconocidos como extraljos ocurre
que el sistema inmune adaptative sSe  vuelve contra el propio
organismo en una forma patolégica conocida como autoinmunidad.

Se han postulado varias t.eorias para explicar lax
auteinmunidad pero en general se acepta gue estan involucrades
diversos faclores: Inmunolégicos, gendticos, hormonales y virales.
Se mencionaran algunos a contlnuacién sin profundizar en ellos.
Factores Inmunologicos. Entre otros se encuentpan:

1. Liberacion de antigenos secguestrados, los cuales se haliaban
ocultos y al aparecer son reconocidos como extrafos,

2. Disminucion de la actividad de las células T supresoras.

3. Aument.o de la actividad de las celulas T cooperadoras.

4. Actividad policlonal de células B, Las celulas T supresoras
controlan la respuesta jnmune, =i estas fallan la actividad de
las células T covperadoras y e las celulax B que =son las
productoras de anticuerpos se elevan, aungue esto puede suceder
aun xin la falla de las ceélulas T supresoras.

S. Defectos de la  induccion de tolerancia. La tolerancia es la

falla para reaccionar contra una molecula antigénica poLencial7 v

es importante para que el cuerpo pueda  tolerar sus proplos



tejidos,

6. Deficlenclas en la red idiotipo-antildiotipo.

Factores OGenéticos. Se ha demostrado que hay relacién entre

factores gendticos v 1a incidencia da padecimientos

autoinmunitarios, en easpeclal los que afectan a un solo oOrgano

Lorganocespecificos)d,

Factores Hormonales. Las hormonas sexuales, asi como los genes

Hegados al cronosoma X o al Y pueden influir en la autoinmunidad.

Factores VYirales. Los virus pueden actuar sobre el sistema

tnmunologico promoviendo reacciones autoinmunitarias,

- Los mecanismos por los cuales la autoinmunidad dafia al
individuo son Llres:

1. El primer mecanismo ex la actividad del autoanticuerpe =sobre
las estructuras celulares destruyendo el tejido por accion del
cromplemento o por citotoxicidad celular. En  algunos casos ios
anticuerpos dirigidos contra receptores estimulan o inhiben

funciones celulares especializadas sin que  haya destruccion de

la celula.
< f.us  comple jos  autocantigeno-autocanticuerpo -se forman en  los
hquidos intercelulares o en la  gcirculacién general y se

depositan en tejidos provocando lesion por el complemento o por
una reaccion inflamatoria,

. El proceso puede ser causado por linfocitos T sensibilizadoes a
traves de un mecanismo gue aun no se x:omprendea.

La autoinmunidad es la causa de la lisis de eritrocitos en la
anemia hemolitica autoirmune principalmente ror el mecanis=mo
descrito como numero 1, en este caso el antizenoc forma parte del
eritrocito mismo.

I1Ib.~ ASPECTOS HEMATOLOGICOS.

Las celulaxs de la =mangre representan una categoria de celulas
libres del te jido conectivo; son de dos tipos: Eritrocitos
(células  rojas> v Leucocitos (celulas blancas). Los  eritrocitos
son discos biconcaves de 7.2 a 7.9 4 de diametro. con un volumen
de 86-90 p:’.

Los eritrocitos Licneﬁ una estructura dc;x‘lnlda. que consiste
en -una membrana, un citoesqueleto y en el interior transporta
entre otras sustancias hemoglobina,. El citoesqueleto es una - red

protéica bidimensional localizada en 1a superficte interior - de la



membrana, compuesta por dos proteinas principales: espectrina y
actina; eniazadag a las proteinas ankirina y ia proteina 4.19. La
proteina 4.1 es responsable de las propiedades de elasticidad del
eru.rocﬂ.olo.

La membrana contiene Acidos grasos, fosfolipidos, ciertas
enzimas, proteinas estructurales y proteinas que portan antigenos
de grupos sanguineos. Existen al menos trece =istemas de grupos
sanguineos claramente definidos entre los que =xe incluyen los
sistemas ABO, MNS, P, Rh-Hr, I-i, Jay, Lutheran, etc. Cada uno con
caracteristicas propias Yy diferentes, en numero v ubicacién
distinta sobre la membrana eritrocitica.

Asi, el eritrocito posee estructuras antigénicas capaces de.
reaccionar con diversos anticuerpos por adsorcién
(sensibilizacién), a la que puede sSeguir o no una agrupacion
Caglutinacién? de los eritrocitos 11. La aglutinacion se leva a
cabo =4 la cantidad de anticuerpo y ia de antigenc =on
equivalentes, Si hay excese de antigeno <(postzona> no existe
aglutinacion. Por supuesto que en un  organismo no existen
anticuerpos contra sus antigenos de ST uUpo sanguineo, en
condiciones normales.

En las anemias hemoliticas auteinmunes, el individuo produce
anticuerpos contra sus antigenos eritrociticos. Estam anemias son
convenientemente clasificadas de acuerdo a las propiedadazx
termales del anticuerpo antieritrocito en CUestiéniz en anemiax
hemoliticas autoinmunes '"debidas a anticuerpos calientes y anemias
hemoliticas debidas a anticuerpos frios.

Anemias Hemoliticas Autoinmumes Debidasx a Anticuarpos Calisntex

Los sgignos mas comunes son  esplenomegalia, hepatomegalia,
‘infadenopatias, etc. y  los sintomas son debilidad, mareos,
fiebre, ictericia, entre otros. Este padecimiento puede s=ser de
dos tipos, a =aber: Primarie o idiopatico, y sSecundario asociado
a lupus erlben:at.o.so sistémico, leucemia Hnfocitica crénica,
linfomas, tumores, infecciones virales, y otras = eaenfermedadex
agtoinmunes o inmunodeficlentes.

Los anticuerpos en este caso se enlazan mas  avidamente a las
células a 37°C, =on generalmente Ig0 y pocax veces pueden mer IgM
o IgA. Pueden estar dirigidos contra antigenos de grupo =Eanguinec

4



con gran frecuencia del sistema Rh, pero también contra los del
=sistema P y otros =sistemas, contra la proteina 4,113 vy otras
proteinas. También se han encontxrado asociados con otros
autoanticuerpos por ejemplo contra ex\lt.roblast.os14.

Estos anticuerpos aumentan el secuestro de eritrocitos por

el bazo y la lisis por activacién dei complemento no es extensa.

Anemias Hemoliticas Autoinmunes debidax a Anticuerposx Frios

Existen dos sindromes ocasionados por anticuerpos frios: el
stindrome de aglutinina fria que =e asocia a enfermedades
infecciosas en especlal poxr Mycoplasma pneumoeniae, Listeria
monocytogenes y otros. Y la hemoglobinuria paroxistica fria
debida a hemolisinas y asoclada a sifills congenita o adguirida.

Los anticuerpos son IgM, aunque algunos raros casos son IgA
e IgG. La mayoria tiene especificidad contra el antigenco de grupo
sanguwineoe I, aunque también puede baber contra el antigeno 1, o
el P,

Estos anticuerpos son mas eficlentes a temperaturas menores
de az°q, promueven la destruccién celular por accibén del
complemento o su secuestro por el higado. Algunos IgM no ffjan
¢:om;:uen-.enl.c>15

Hay otros tipos de anemias hemoliticas autofinmunes,  las
inducidas por farmacos, gque son clinicamente indistinguibles de
Ias anteriores. Esxdsten cinco tipos de anemias inducidas por
farmacos. .
1. Haptenco tipo penicilina. Donde Lla penicilina se - une a Ia

célula e induce la formacidn de anticuerpos contra el farmaco,
los. anticuerpos son Ig@ y no activan complemento. ’

2. Hapteno tipo estreptomicina. Sucede lo mismo que el anterior,
pero en exte caso hay activacién de complemento.

3. Tipo alfa-metildopa. Donde el farmaco probablemente inhibe a
las células T supresoras y hay sintesizs de anticuerpos anti-Rh,
son Igd y no activan complementa.

. Tipo espectador-inocente Cestibofen). El comple jo
antigeno-anticuerpo se forma en la circulacién y una parte es
absorbida. por el eritrocito, los anticuerpos son frios vy
activan comple!nen'.016.

S. 'Tipo  carbimazol. La droga se fija al eritrocitc y forma una

10



estructura nueva con los .antigenos eritrociticos contra la
cual son dirigidos los anticuerpos. Hay rijacion de
camplementc‘?.

Cuando la presencia de los smighos y sintomas ya mencionados
sugiere un desorden hematolégica, Jos datos de laboratorio gque
hacen sospechar que se trata de un padecimiente hemolitico son
los sigulentes:

1. Anemla de etioclogia no obvia, bajla cuenta de eritrocitos vy
baja concentracién de hemoglobina.

2. Reticulocito=is. Los=s reticulocitoas refle jan 1a actividad

eritropoyética, valores mayores al a8 * (B340 célutaslitrad

implican que hay una gran produccién de erltrocitos.

3. Hiperbilirrubinemia. La bilirrubina proviene de 1la degradaciédn
de la hemoglobina, valores mayores de 13.7 4 mol/Utro indican
una alta velocidad de hemdélisis.

Si el frotis de =angre del paciente no muestra anormalidades
morfolégicas de los eritrocitos que puedan sugerir la causa de Ia
hemdélisis, entdnces, pusde pensarse en un padecimiento autoinmune.

Para confirmar el diagnéstico, se debe demostrar que existen
anticuerpos y-s0 moléculas de complemente unidas a los eritrocitos,
o anticuerpos en el suero del paciente dirigidos contra antigenos
de =sus eritrocitos. Estos anticuerpos genepalmente no aglutinan
por =i mismos a los eritrocitos Canticuerpos incompletas) por io

cual se utilizan las siguientes técnicas para demostrarlos.
Demostpraciéon de Anticuerpos sobre el Eritrocito

1. Prueba con albumina. Los eritrocitos se suspenden en suero O
normal- maAs 20% de albumina, ésta disminuye la repulsién debida
a las cargas (potencial Z> y permite la aglutinacién =i las
células estan altamente sensibilizadas.

11



Prueba en medio con baja fuerza idnica, La suspension se
realiza en medio con baja fuerza idnica lo cual aumenta la

sensibilizacién de los eritrocitos v reduce el tiempo de

reaccion.

Prueba directa de antiglobulina. Es de rutina y se basa en la
reacciébn de Coombs. A una suspension de eritrocitos
sensibilizados se les agrega un suero con anticuerpos

antigammaglobulina humana (sueroc de Coombs), lo= cuales se unen
a los anticuerpos que estan fijos a los eritrocitos provecando
aglutinacién. El uso de soluciones de baja fuerza ibénica o que

contengan policationes que bajen la fuerza iénica parece

incrementar la sensibilidad de esta pruebaﬂ{
Prueba de antiglobulina unida a enzima. Los anticuerpos
antigammaglobulina humana se encuentran conjugados con

fosfatasa alcalina, la cual actda sobre paranitrofenclfosfato.
Es de alta sensibilidad pero lleva muche tiempo reauzarl.'_x’?.

Prueba de la Mancha. Los anticuerpos antigammaglobulina se
fijan a wun papel de nitrocelulosa, =1 los eritrocitos estan
sensibilizadoy =e wunen a la antiglobulina humana en el papel

formando una mancha rojazo. Mas adelante se profundizari en esta

pruebha.

Demostraciéon de Anticuerpos en el Suero

Prueba con eritrocitos tratados con enzimas. Eritrocitos
normales son tratados con enzimas, con 1o cual se expdnen mas
sitios antigénicos y se baja el potencial 2, después so
adiclona suero, =i éste contiene anticuerpos contra antigenos
eritrocitarios =e Heva a cabo unha aglutinacién.

Prueba de ant.iglobulina indirecta. Eritrocitos normales se
incuban con suero de} paciente, despuss se tratan con
antiglobulina humana come en la prueba directa. Si 1a
incubacién se realiza en presencia de polletilenglicol se puede
aumentar la sensil::,{udat:l21

Prueba de la antiglebulina en fase =6lida. Después de tratar

las  células como en la prucka anterior, se colocan en un pozo

de poliestireno recublerto con Ig6 hﬁmam. - =i la
antigammaglobulina humana esta unida a las células éstas =e
22

pezan en las paredes del pozo, sino caen formando un botén™c.

12



Cuando se ha confirmado que se tiene anemia hemolitica

=e procede al tratamiento. Para esto se ha utilizado

autoinsnune ,

principaimente inmunosupresores como 1a ciclofosfamida; o
eammaglcbulina dirigida contra Ulnfocitos. Recientemeante se ha
Sugerido el uso de gammaglobulina humana no especifica

intravenosa, lo cual tiene como ventajas el incremento rapido dsel

nivel de hemogloblina y que las crixis hemoliticas pueden tardar

hasta cuatro afios en volverse a prasonbarzs;acbaa bloqueando los

receptores Fc de Jlas células reticuloendoteliales y baja 1la

produccién de aut.oant.lcuex-pos24. En el caso de anemias inducidas
por farmacos o asoclados a Infecciones hay gque elminar el agénte

causal.

13



IV MATERIAL ¥ METODOS

Se utillzaran dos métodos para detectar anticuerpos humanos
unidos a eritrocitos: la prueba directa de antiglobulina realizada
en tubo, y la prueba de la mancha sobre papel de nitrocelulosa.
Ambas coinciden en la preparacion de la muestra, En general los
pasos son los siguientes:

Los eritrocitos problema =son lavados con solucién salina
isoténica y con soluciétn de glicina para eliminar los anticuerpos
no unidos y permitir un acercamiento mayor entre ellos. Una vez
eliminada la ultima sclucién de lavade, con una gota del paquete
globular se prepara una suspensidén y con ella se realiza la prueba
directa de antiglobulina; por otro lado, con otra gota se realiza
la prueba de la mancha.

No =me menciona aqui el materiat de vidrio y equipo que se
utiliza, sine solo los  reactives que son fundamentales en el
desarrollo de las pruebas.

Las muestras biolbgicas provienen de pacientes con
diagnéstico de anemia hemolitica autoinmune y otras etlologias,
tomadas con las técnicas comunes de venopuncién y con
anticoagulante. Se obtuvieron del Hospital de Especialidades del
Centro Médico Nacional.

1IVa REACTIVOS Y SOLUCIONES
~Papel de Nitrocelulosa BIO-RAD poroe de = 0,45u
~Glecina Q.P. MERCK
=NaCl Q.P. MERCK
=TRIS fHidroximetilaminometano MERCK
~Leche Sveltes NESTLE
~Albimina bovina polimerizada ORTHO
=Suero de Coombs (antihumano) BIOXON~ORBI
-Suero hemoclasificador anti Rho <anti D> ORTHO

-~Solucidén =alina isotédnica- solucién de NaCl al 0.85% en  agua
destilada.

-Amorticuador de glicina.~ soluciétn de glicina al 19X con pH 7.0
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=Amortiguador TRIS-HCI 1B mmolar a pH 75 con NaCl 135Smmolarn,
~Sclucién  TRIS~Albumina - Amortiguador TRIS~Salino con Albumina
sérica bovina 09 mgs/ml. Lo anterior corresponde a 05 ml de
albimina bovina polimerizada para 100 ml de solucidn,

=Solucién de anticuerpos antigammaglobulina humana.~ Dilucién 1:10
del suero de GCeombs BIOXON en solucién TRIS-Albumina.

—Soluciéan bloqueadora.— Solucién de Leche Sueltes al 12 an
amortiguador TRIS-salino.

IVh PROCEDIMIENTO

1-Preparacion de 1la Nitrocelulosa para la Prueba de 1la Mancha~-El
mana jo de la nitrocelulosa se hace con pinzas, se debe evitar en
todo momento gque tenga contacto con algiun lMpldo yva que éste se
fijaria a 1a superficile =3 impediria la interaccién de Ia
nitrocelulosa con las proteinas.
=Cortar cuadros de nitrocelulosa de S z:mz rallarlos con laplz en
cuadros de 1cm®.
-Humedecer los cuadros perfectamente con agua dastilada. Las
partes que no e logren humedecer =e desechan.
-Secar perfectamente. A temperatura ambiente por Io menos 2
hoxve-xs, =i se utiliza calor o vacio se necesita menos tiempo. En
este momento se puede interrumpir el procedimiento y los
cuadros ya Secos Se guardan alejados de la humedad.
=Aplcar una gota de 10 ny de solucién de anticuerpos
antigammaglobulina humana en el centro de cada cuadro de 1em?.
Realizar esta operacion con rapidez para evitar e! corrimiento
de la gota hacia los cuadros vecinos ya humedos.
—De jar secar los cuadrox a 37:C por 30 minutos.
=Colocar el cuadro completo de S cm® en una caja petri de 83 mm
de diametro y cubrir con 30 mi de soluciéon bloqueadora.
-Incubar a temperatura ambiente con la =eoluclén bloqueadora por
30 min. con asital:ié'n. .
=Eliminar la solucién bloqueadora y colocar el cuadro en los
bordes de una caja pequefia adentro de wun desecador. St Ia
nitrocelulosa queda colocada sobre una superficie plana, se
pega al secar y puede romperse al intentar moverla.
-Cortar el cuadro ya seco en tiras de 5 cm. de largo por 1 em.
de ancho y guardar las tiras en un desecador. La prueba de ia
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Mancha se realiza sobre cada cuadro de 1 cmz. por o tanto, ai

llevaria a cabo se cortz el numerc de cuadros necesarios segun

el numerco de muestras.
2-~Preparacidon de ilag Muestras,
~Obtener muestiras de =sangre tomadas con anticoagulante.

~Eliminar el plasma y lavar el paguete globular dos veces con

solucion salina isotonica y dos veces con amortiguador de

clicina.
~Eliminar completamente i sobrenadante del Gltimo lavado.

3-Frueba Directa de Antiglobulina
-Preparar una suspensidn al 4% del pagquete globular del daltime
lavado con solucién salina {soténica.

~Colacar en un tubs de ensaye de 12 x 75 mm wuna gota de
suspensitn de eritrocitos y una gota de suero de Coombs.

~Agitar y centrifugar a 3500 rpm por 15 seg.

~Leer los tubes agitando suavemente hasta desprender el botén

dei fondo del tubo. La presencia de aglutinacién indica que la

prueba es positiva,
4~Prueba de 1a Mancha
~Golocar una gota de solucién TRIS-Albamina en el
nitrocelulosa y permitir gque se humecte perfectamente.
~Eliminar el exceso de ligquido con un papel secante hasta que la

cuadroe de

superficie del papel se muestre opaca.
~Golecar una gota paquelfia del paquete
lavado.

~Incubar 5 min. a temperatura ambiente.
~Tomar el cuadro por una esquina y sumergirio en un reciplente
con  solucién salina isotdénica, lavarle moviendolo hacia los
lados hasta eliminar los eritrocitos que no estan fijos a los

clohular del Gltimo

anticuerpos sobre el papel.
-~Sacar el papel! de la =solucidtn salina y observar. La presencia

de una mancha redonda indica que la prueba es positiva,

S~Preparacion del Control Positivo.
~Tomar una muestra de sangre tipo Rh poxitivo con anticuasgulante.

~Elminar e} plasma y lavar el pamete globular tres veces con .

solucién salina isotérdca.
-Preparar wuna suspensitn de eritrocitos al' 4% con solucion salina

isotdnica.
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-Mezclar 2ml. de <suspension de eritrocitos con Zml. de suero
hemoclasificador anti-D diluido 116 con solucion salina
isoténica.

~Incubar 30 min. a 37-C.

6-Determincaiotn del Hmite de positividad de la Prueba de Ia
Mancha. )

~Preparar diluciones seriadas con el suere hemocliasificador anti D
a partir de 132 hasta 1:32,768 en =soluclidén sallna isotdnica.

-En la =erie de tubos de 12 x 75 mm. se pone 2ml. de una

suspensién de globulos Tojos RiR1 (cuyo numero de detecrminanates

antigénicos es de 14,500—19.30025) al 4% y 2ml de la dilucién

correspondiente,

=Incubar por 30 min. a 37°C todos los tubos.

~Centrifugar los tubos v  eliminar el sobrenadante. Lavar el
paquete globular dos veces con solucion salina isotdnica y dos
veces con glicina,

—Realizar la prueba directa de antiglobulina y 1a Pruba de la
Mancha a cada uno.

=Determinar la concentracion de glébulos rojos en la suspension
utilizada por conteo en camara de Neubauer.

-La cantidad de anticuerpos por globule rojo se calcula de la

sigulente manera:

Concent.racién de anbicuefpos e/ml [ml en el tubo ] = ::i?sndzn
Peso molecular de IgG g/mol el tubo

moléculas de anti-D en

[ moles de anti D] [ND. de Avogad_ro} = 21 tubo

enel tubo

moléculas de anti-D en el tubao
eritrocitos en el tubo

= moléculas de anti-D/eritrocitos

=Realizar el mi=mo procedimiento por duplicade.
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V RESULTADOS

Esta seccion comprende, lo preferente al himite de positividad
de la prucba de ta mancha;, después, se presentan los result.ados de
emplear ambos métodos en muestras de pacientes para el diagnostice

de anemia hemeolitica auteinmune.

Va LIMITE DE POSITIVIDAD DE LA PRUEBA DE LA MANCHA

Se realizd lo siguiepte: eritrocitos © rh* sensibilizados won
diterentes diluciones de suero anti D se lavaren y se aplicd con
ellos la prueba directa de antigiobulina (PDAY y Ia prueba de la
mancha (PdM), Ademas se deterning la concentraciéon de eritrocitos

en la suspension. Se obtuvo lo siguiente:

Determinacison i Determinacion 2

Dilucion Iimite en la
cual se observa posi- 1:2048 1:2048
Lividad de 1a FDA

Dilucién limite en la

cual se observa pogsi-

1:16384 1:16384
tividad de 1a PdM
Concentraci én de
eritrocitos en ia 305,830 315,830

suspension

<células/mm’ >

Como se menciond en la =zeceién anterior, para calcular el

numero de moléculas  por  globulo rojo =se utiliza la  giguiente
26,
ecuacién”
meléculas  _ GCg/ml> . N de A = ‘mt
glebulc rojo di 1 PM GR por tubo

donde:

C = Concentracién en g/ml de anticuerpos anti D en el suero
utilizado,

dil = dilucién



N de A = nimero de Avogadro = §.023 x 10%® molec/mol

PM = peso molecular de IgG = 1.5 x 10° zrmol

ml = mililitros de dilucién en el tubo = 2

@GR por tubo = glébulos reojes en el tubo, correspondientes a
2ml de la suspensién de eritrocitos.

Sustituyendo los valores en la férmula anterlor tehemos que

para las determinaciones realizadas se obtiene:

moléculas = Ceg mld x K
globulo rojo dil

donde:
para la determiacion 1 K = 1.3129 x 10'°
para la determiacitn 2 K = 1.2713 x 10'°

El costo de la ampoyeta comercial que tiene una concentracién
conocida de anticuerpos anti-D (Rho Gamd en al momento de
realizacién del trabajo es huy elevado. Debido a esto se prefirid
utilizar [} =uero hemoclasificador anti-D para determinar, en
forma aproximada, el limite de positividad de la prueba de ia
Mancha. .

Por esta causa ara necesanrio 1a determinacidn de 1a
concentracion de anticuerpos en el suero. Lo anterior se intentd
hacer por valoracion de las protefnas totales seguido de
electroforesis de proteinas,

Sin embargo la cantidad de gammaglobulina presente en el
suero es muy pequefia y no pudo ser detectada en ia electroforesis.
En vista de lo anterior se realizé un calculo de concentracién
basado en los resultados de la prueba directa de antiglobulina. El
procedimiento es el siguientea:

Si el limite de deteccion para la prueba directa do
antiglobulina es de 300 a 400 molecsglobulo rojo,- de la férmula

anterior se tiecne que:

Clg~ml>

400 = SEIRD g
Ceermi> = 400 x dll = dil
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La diluciéon limite para 1a prueba de antiglabulina fue
1:2048, sustituyende dil por 2048 y utilizande las K respeclivas

se obtlene:

Determinacion Valor de Clg/mld
1 62396 x 1077
z 6.4435 x 107
Con estos wvalores y tomando come dilucién limite para la

prueba de la nmancha 116384 =e calcula el numero de moléculas por
glébulo rojo minimos necesarios para cbtener una prueba positiva y

corresponde a:

Determinacion moleculas-globulo rojo
1 50.000
2 39,990

Por lo tanto, el limite de positividad para la prueba de la
mancha corresponderia a un  valor cercane a 50 moléculas por
wlobulo rojo, caleulade del modo anterior.

Lamentablement.e, no es posible asegurar rotundamente que el
valor anterior es exacto, ya que para esto seria necesaria la
determinacidn directa de la concentracién de anticuerpos en el
suero utjilzado, o disponer de un suero con anticuerpos anti-D de
concentracién conocida.

Lo que se obtiene de los resultados de dilucidon limite en que
se opbserva positividad, es que la prueba de la mancha es B veces
mas sensible que la prueba directa de antiglobulina en base a
dilucionesxs de Jlo cual se podria suponer que los limites de
detecciédn para la prueba de la mancha corresponderian a 38-50
molecsglobule rojo.

Sin embargo, & este respecto hay algun trabajo por realizar
por e jemplo, para corrcoborar este dato es necesario emplear una
tercera prueba de mayer sensibilidad como le es la prueba de

antiglobulina humana unida a enzima.

Vvh RESULTADOS CON MUESTRAS DE PACIENTES
Se apllcaron ambas pruebas sobre muestras de pacientes con
desordenes hematoldgicos, los resultades se resumen en la tabla

sigulente:
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PDA (H)[PDA (-3[PDA <+3JPDA (~)disub
Diagnostico PdM (+> |PdM (+3{PdM ¢~ |PdM (->}total
Anemia Hemolitica Autoinmune 32 6 el 42
Anemia ferpropénica 3 21 24
Anemia megaloblastica 1 1
Leucemia Linfocitica Aguda 1 1
Leucemia Linfocitica Crénica 1 2 3
Politransfusién 1 1
H P N 1 1
Sin diagnéstico 1- 1° 1* 2% S
Subtotal 34 15 1 28
Total 78

HPN = Hemoglobinuria paromstica nocturna

+3 Result.ado positivo

€-2 = Resultado nagativo

~ = Probable Lupus erjitematoso sistémico

» = Esferocitosis

o = Anemia hemolitica sugerida por la biometria hematica

PDA = Prueba directa de antiglcbulina

PdM = Prueba de la Mancha

Los resultados de ambas pruebas coinciden en 62 casos de los
78 casos probados, de estos 34 son positives en ambos vy 28
negativos. De estos numeros se puede observar que hay concordancia
entre los métodos, pero su valor estadistico se dara mas adelante.

De los resultados donde no concuerdan, se tieme 15 casos
donde la prueba de la mancha fue positiva y la prueba directa de
~antiglobulina negativa y =olo un caso en la forma inversa. Este
ultimo corresponde a un paciente con anemia hemolitica que
presentaba esferocitos en el frotis.

Utilizande solo !os datos cobtenidos de aplicar ias pruebas a
pacientes cuyo diagnéstico previo era anem!a‘hemouticé autoinmune
se pueden calcular . indices de asociacién o concordancia que
expresen numericamente el grado en que conciden los resultados de

ambas pruebas.
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Los resultados son:

PBAC e PDAGD PDAt+>] PDA(=>
RESULTADOS DE LAS PRUEBAS PAME+) PdMi+) Pdrsi-3] PdM
NUMERO DE PACIENTES 3z (] [+] 1
TOTAL 42

La cor-cordancla?‘? entre

obtenidns con una de ellas pueden

la otra. El indice de concordancia

resultados semejantes reportados por

de la variabilldad que hay entre ellas.
En este caso:

Indice de concordancia absoluta

volverse a

=( 32 +

Aabsoluta es

EP IS

12 prucba significa oue los resultados
obtener si se utiliza
la proporcisn de

ambas pruebas y es una medida

42 = 085 o sea

que el acuerdo absoluto entre ambas pruebas ess del 85%

>
El coeliciente kappa K"a

determina la

concordancia ent.re ambas pruebas y se calcula como:

Pe = Pe

K = T =P donde
Pc = [Catbh2~nl x [Catcd~n) + E<Cbtddnl

corresponde a la proporcién de

por el azar.
Fa =

observada.
a, b, €, d, n son

del cuadro siguiente:

concordancia esperada

Ca*dds/n. y corresponde a la proporcidn de

fuerza de la

X [Cc+d>~n] Y
produclda

concordancia

los numeros correspondientes a las casillas

PDA
Resultado Resultado
Positivo Negativo Suma
ResultadoPositivo 32 a s ap
PdM ResultadoNegative| o ¢ 4 4
Suma 32 10 42, .00
Calculado se t.iene
Pc = 0.70
Po = 0.85
o= 0820

22



E! cual segun 1la interpretacién =siguiente, indica que axiste

una fuerza de concordancia moderada entre ambas pruebas.

Interpretactdon de loc val ores
de Kappa cuandoc son poRttivos

valor de Kapgfa Fusrza de concordancia
o Pobro
O~0. 20 Leve
0.21~0. 40 Madiano
0.41~0. GO Modarado
O.6t1-0.00 Substancial
o,81-1. 00 Casi perfecto

Dada la concordancia existente entre ambas pruebas es de
interes también saber, qué  probabilidad se tlene de que al
probar una determinada muestra los resultados de ambas coincidan.

° que se calcula de

Para esto, se utiliza la prueba binomialz
la sigulente forma:

1. A cada caso (x) se le asigna un valor de 1 o 0 =51 ccurre que:

los resultados de ambas pruebas coinciden x = 1

los resultadoz de ambas pruebas difieren x = 0

La suma de todos los casos es Y = 36 y tiene una distribucién
binomial de n = 42 y probabilidad P. Donde n es el total de casos
utilizados para la prueba.

2. Se plantea 1a hipstesis nula: “La probabilidad de que los
resultados de la prueba coincidan para una muestra dada es mayor o
igual a P y sSe expresa Ho = P 2 P* con una hip6tesis alternativa
expresada Ha = P < P'.

P‘ es un valor de probabilidad asignado segun la probabilidad
que =e desees tener.

St la hipotesis ne se rechaza se puede asegurar gque  los
resultados tienen wuna probabilidad de coincidencia igual o mayor a
P
3. La hipétesis es rechazada =i Y es= menor al valor K obtenido por
la ecuacion: ’

=
K = np + czq) nPY (1 [N

donde:
Za es el cuantil de orden & de una distribucién. normal de
medla cero y varianza 1 y « es el nivel de significancia de la

pruesba ©o sea la. cantidad que une se permnite equivocarse en ia
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prueba.

para una a = 0.05, Za = -1.64

Calculando K para una p* de 0.90 =e tiene:

P* = 0.90 o = 0.03
K = 42(0.90> + (-1.64>Y 42C0.003C0.100= 34.61

Coma Y = 36 e mayor a K = 34.61 no se rechaza Heo y por tanto
la probabilidad de coincidencla es mayor o fgual a 0.920

51 se realiza este calculo para valores diferentes de P' =se
obtiene que la probabilidad de colncidencia maxdima de los
resultades de ambos métodos es 092 para o = 0.05 y en base a los
datos de las pruebas realizadas sobre pacientes con diagnostico
previco de anemia hemelitica autoinmune.

Es necesario sefialar que aunque estos calculos indican que
practicamente se puede obtener el mizsmo diagnéstico utilizando
cualquiera de las dos pruebas, ezto no es lo gque se espera sl e
asume que la prueba de la mancha es méas sensible que la prueba

directa de antiglobulina,
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VI DISCUSION
Via Preparacitn de los Reactivos para la Prueba de la Mancha

1.~ Acerca de la Nitrocelulosa.

El papel de nitrocelulosa es la bage para diversas técnicas
en las gque uno de los pasos incluye lax rijacién de moléculas a =su
superficie.

El wmecanismo por el cual las moléculas se abmorben a la
matriz del papel de nitrocelulosa no se conoce, pero se sabe gue
se lleva a cabo por interacciones quimicas y que las moléculas no
quedan atrapadas como =i estuvieran en un tamiz, Se cree, que lox
efoctos hidrofébicozx =on importantes y que los glicolipidos =se
unen directamente por su fragmento npldoao‘

En la prueba de la wmancha los anticuerpos goteados sobre el
papel se fijan a ¢él. A este respecto, vale la pena hacer notar que
la cantidad de proteina que se fija a ja nitrocelulosa depende de
ia composicién de la misma.

En el trabajo experimental se usaron tres tipos de papel para
llevar a cabo la prueba de Lla mancha, Se probaron acetate de
celulosa, papel de nitrocelulosa marca Millipore y papel de
nitrocelulosa marca BIO-RAD.

Con los tres se sigulo todo el procedimiento deserito en la
de la nitrocelulosa ¥y =e probaron con controles
la

preparacién
positivos (eritrocitos rsensibilizados). Con los tres se realizd

siguiente: después de colocar la gota de anticuerpos e incubar, =a

tifieron los papeles con colorante negro de Amido para las proteinas

rijas al papel.
Después de realizar ia prueba de la mancha con los controles

positivos  se observds que el acetato de celulosa no mostraba

mancha, mientras gque ambas nitrocelulosas =i lo hacian, pero la

mancha era mas intensa en la BIO~RAD que en la Millipore.

Con respecto a lox papeles teliidos, se obhservd que la mancha

en el acetato de celulosa tenta un diametro grande y la =ona

central  palida, En los papeles de nitrocelulosa la mancha . era

regular, pero otra vez fue maAs intensa en el de marca BIO-RAD.
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Los resultados anterioresz sze deben a la capacidad de fijacion
de proteinas del material utilizado. El acetato de celulosa fija
1-Sug  de probeﬂna/cmz mientras gque la nitrocelulosa pura fija
BD-100pg/cm2. La nitrocelulosa Millipore contiene algo de acetato
de celulosa y eso provoca que su capacidad de fljacién sea menar
gue la de la nitrocelulosa pur-aEn

En base o esto, aun cuando el acetato de celulesa y el papel
de nitrocelulosa Millipore son mas faciles de obtener porque se
pueden comprar en e}l pais, se decldid trabaiar con nitrocelulosa
BIO-RAD. Es mejor usar nitrocelulosa pura que la que contiene
acetate de celulosa porque se utiliza wuna cantidad pequefia  de
anticuerpos en cada papel y mientras mas de ellos queden
fijos, pueden unir mas eritrocitos.sensibilizades.
2~ Fljacién de Anticuerpos al Papel

La gota de anticuerpos se pone sobre el papel cuendo éste =e
encuent.ra seco, para estar seguros de ello, =e¢ puede calentar un
poce la hnitrocelulosa sin exceder la temperatura de 60°C; de hecho,
se ha reportado que esto aumenta la capacidad de rifacién de
proteinas del papel de nlt,rocelulosaaz.

Después de gotear la solucién de anticuerpos =obre el cuadro
de nitrocelulosa se incuba por media hora, con lo cual se permite
que haya un secado a fondo ya que en este paso el secado puede
establlizar el enlaceaa.
3.~ Bloqueo.

Ya que =e tiene el circulo de anticuerpos fijos en el papel,
se bloquea la superficle lbre para evitar el enlace inespecifico
de los eritrocitos sobre el cuadro de nitrocelulosa.

El bloqueo se leva a cabo incubando el papel con solucién de
leche Svueltes, ésta contiene proteinas, grasas y otros compuestos
que se fijan a la nitrocelulosa. Las proteinas de la leche cubren
el papel en los lugares gque no hay anticuerpos, asi{, estos sitios
guedan bloqueados y ya no pueden unirse a ellos otras proteinas
incluyende las que =se encuentran sobre el eritrocito; lo. cual
ocasiona que la dnica forma que existe para que los eritrocitos =se
unan al papel es por una reaccién antigeno-anticuerpo con los

anticuerpos antigammaglobulina humana.
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Vilb Comparacién de las Pruebas Realizadax

Como se observa en e}l cuadro de resultados, la prueba directa
de antiglobulina resultd negativa en quince casos donde la prueBa
de la mancha fue positiva. Esto indica que la prueba de la mancha
puede detectar la px‘es.encia de anticuerpos que recubren al
‘eritrocito aen padecimientos que pueden cursar con anemia
hemolitica inmune aun cuarndo no se piense gQue ésta se encuentra
presente, o no se considere en el diagnéstico previo.

La caracteristica anterior se puede basar principalmente en
la diferencia de sensibilidades, aungue tambien en la objetividad
de la prueba de la mancha, ya que es mas sencillo observar Ia
.presencia de una mancha que la presencia de aglutinacion cuando
ésta es minima,

Con respecto al caseo inverso, donde Lla prueba directa de
antiglobulina es positiva y la prueba de la mancha es negativa,
pudiera pensarse que se debe a una sobreinterpretacién de la PDA
{falso positivod o por una falla en la realizacién de la PdM. En
este caso, ya que el frotis presenta esferocitosis serta necesario
realizar la prueba de fragilidad osmdtica.

Si se toman en cuenta los resultados de todas las muesuras
probadas, los valores calculados varian poce y se tlene:

Indice de concordancia absoluta: 0.79

Coeflciente Kappa: 0.59

Fuerza de concordancia: moderada

Probabilldad maxima de coincidencia de 1los resultados de
ambas pruebas: 0.85

Un poco mas baja que la calculada con solo parte de . los
datos.

En lo discutido arriba; se ha Intentado mostrar que ambas
pPruebas pueden darnos resultados similares. Sin - embargo, tamblén
se necesita indicar Las diferencias entre estas dos pruebas, tanto
en la realizacién como en 1a interpretacién que ocaclonan
diferenclas con respecto a las ventajas Yy . desventajas que
presentan ambos métodos,

1. Tiempo de realizacién
La rapidez es similar entre ambas ya que el numero de lavados

realizados es el mismo., la diferencia consiste an el tratamiento



posterior de los eritrocitos. Para la PDA se necesita preparar una
suspension y llevar a cabo una reaccidn de aglutinaciéen. Para la
PdM se necesita humectar el papel y posteriormente incubar  cinco
minutos una gota de eritrocitoss sobre el mismo.Asi pues, el tiempo
de realizaclén es seme jante,

2.Numery de muestras prebadas al mismo tiempo

La prueba de la mancha no puede realizarse sobre mas de tres
muestras en serie, ya dque el tiempo de lectura es importante, si
se deja tncubar por mas tiempo de!l necesaric ocurre sequedad del
papel y hay enlace inespecifico de los eritrocitos, los cuales no
se desprenden al lavar y el papel se muestra completamente rofo
por lo cual hay que xepetir la prueba.

La prueba directa de antiglobulina, al contrario, se puede
realizar sobre vartas muestras a la vez ya que la lectura se lleva
a cabo agitando losx tubos para observar la  aglutinacién y no
existe un tiempo maximo de lectura. Aunqgue é=sta no debe
retardarse.
3= Lectura de las pruebas.

La prueba de la mancha es positiva =i existe mancha v
negativa si no la hay.

’ La prueba directa de antiglobulina os positiva si hay
aglutinacitvn "aun microscopica, siempre que el observador considere
que hay ag.lu'binach:vn y negativa si no la hay. En este caso, a
veces es posible que exista duda de la presencia de aglutinacion
cuando esta es minima, y en la prueba de la mancha por el
contrarfo no se presenta esto.

4. Orado de positividad de las prucbas.

La prueba directa de antiglebulina puede dar resultados que
se  expresen en forma semicuantitativa en cruces segun la
aglutinacién observada bajo una escala ya establecida. Lo cual da
un indicic de la gravedad del padecimiento de la respuesta a un
tratamiento determinado.

L.a prueba de la mancha, por e! contrario, no puede expresarse
de esa forma. Se pens¢. que tal vez podria leerse la intensidad del
color ‘de la mancha con un densitdémetro, pero esto presenta varios
problemas a saber:
ad La intensidad del color depende del grado de lavado, para

quitar el fondo Ceritrocitos no unidos a lo=s anticuerpos
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antigammaglobulina humanad a veces se necesita un lavado enérgico
y otras veces es suficiente con un lavado suave.
b> La mancha se absorbe en el papel cuando este se seca , y se
hace mas grande y menos definida. A su vez, el tiempo que tarda el
papel en secarse depende de la temperatura entre otras cosas.
> El fondo depende del éradu de secado que haya sufrido el papel
durante la incubacién, s1 el papel se seca en exceso ocurre unién
inespecifica de los eritrécitos, si el papel aun se encuentra
humedo el fondo se quitara facilmente.

Por los motivos anteriores, no se puede expresar el resultado
de la prueba de la mancha en forma semicuantitativa.
5. Errores en la lectura.

a) Falsos positivos.

La prueba directa de antiglobulina puede dar falsos positivos
34

por muchas razones por ejemplo: presencia de polve u otras
particulas en la solucién salina, contaminacién bacteriana de
cualquiera de los reactivos, clertas enfer dad: -3 di tos,
etc.

La prueba de la mancha no tiene estos prablemas ya que no se
basa en la presencia de aglutinacién,
b)> Falsos negativos.

La prueba directa de antiglobulina puede dar falsos
negativos por la presencia de proteinas del plasma o el suero, si
los eritrocitos no son suficientemente frescos, si se deja que los
eritrocitos sensibillzados estén en contacto con el suero
antiglobulina durante demasiado tiempo, etc.

La prueba de la mancha puede dar falsos negativos =1 después
de humectar el papel y antes de colocar la  gota de paquate
globular no se lleva a cabo un secado suficiente  ya que enténces
las células no hacen un contacto éptime con el anticuerpo
antihumano inmovilizade en el papel. .

Por tanto, parece haber mayor. facilidad de obtener falsos
positivos o falsos negativos en ia prueba directa de
antiglobulina,

29
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Lo tratado anteriormente se resume en la tabla que sec muestra
a continuacidn,
Comporacyran 4% lo prueba dv lo

mancha con la prusba directa de
antiglobutina

Prusba de la Fruebu Jirecta de
Carasteristica Mang ha antiglobulina

Tiempe do rea-

tizaciOn Sunw jante on ambas
NUOm. do mueclras
MAximo 3 MAz do 3
consecul L vas
Grads de posili- No se puwde 4 cruces hasla
vidad UXETresar graniente
P teva razttrva
sernsilLiivdud
sonst b Z Gomolsc.um 2z poomolwc drR
Ob jetividad on Ba)a cuande la
Buwred =h tode

la leclura aglutinacién

moume i le
we minima

Con respecton al costa de la prueba de 1la mancha puede decirse
que es semejante a! de la prueba directa de antiglobulina. Es

verdad que se utilizan reactivos carous como et TRIS, 1ax
nitrocelujosa v la glicina, pero la cantidad empleada es pequelia y
por lo tanto no se eleva el costou total. Por elemplo, el costo de
un paquete de nitrocelulosa BIO-RAD de poro de 045y que rcontiene
cinze hojas de 19x15cm es5  de 42 dolares de g modo gque  cads
centimetro cuadrado tiene un gosto de D.037dolares. .

Las tiras de nitroceluiosta ya preparadas se conservan en buen

estade por al menos seis meses a tempepatura anbiente alefadas de
1a humedad.
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VII CONCLUSIONES

Se presentan dos prucbhas para realizar el diagnéstico
confirmative de anemia hemolitica autoinmune. En base a lo tratado
con anterioridad puede concluirse que:
adLa prueba de la mancha es mas sensible que la prueba directa de
antiglobulina. Claro que 1la sensibilidad depende de ia
antigammaglobulina wutilizada en la preparacién del papel, ya que
el uso de otre tipe de anticuerpe puede variar la sensibilidad
disminuyendola.36
b Dado que la correlacién entre ambas pruebas es buena y por las
ventajas que presenta la prueba de la mancha, ésta puede
utilizarse en forma rutinaria para el diagndstico de anemia
hamolitica autoinmune.

Considerando que el numero de muestras consecutivas, que =se
puaden tratar con la prueba de la mancha, es poequefio; talvez

resulte engorrosa su utilizacién cuande hay muchas muestrasEn

esta situacién es recomendable usaria en lo; que p 1tan
dificultades, como en pacientes con sintomatologia y hallazgos de
laboratorio tipicos de anemia hemolitica autoinmune y con prueba
directa de antiglobulina negativa, o cuando exdstan dudas en la
interpretacién de la PDA.

G)El use de 1la prueba de la mancha en muestras de pacientes con
otros padecimient.os hematologicos puede demostrar la presencia de
anemia hemolitica inmune y talvez ser de utilidad para al
seguimiento del paciente.

Finalment.e, el uso de la prueba de¢e la mancha de manera
rutinaria me joraria 1a calidad del diagnostico de anemia
hemolitica autoinmune y aunado esto al desarrollo de nuevos
tratamientos el re;d&ado seria en beneficio de los. pacientes, Io
cual es el objetivo de quienes trabajan en el area de la salud.
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