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INTRODUCCION

La tranafusidn sanguinea es la terapédutica que restituye
los componentes sanguineos deficlientes en el paciente a causa de
hemorragias Y traunati{smos graves, problemas de
coagulacién y anemias, transfundiendo en cada caso el componente

necesario claramente establecido.

La decisién de usar la terdpia transfusicnal requiere de una
estimacién precisa de los riesgos asociados con su empleo, una
comprensién bdsica de la fisiopatologia del transtorno sometido a
tratamiento para identificar la deficiencia y el conocimiento de
la estabilidad "in vitro" y supervivencia "in vivo" de los
componentes sanguineos para su recoleccién, almacenamiento y

manejo adecuado es indispensable.

La transfusién de pagquete eritrocitario es lo mas
importante, porque mas del 80% de las transfusiones se efectuan
con este componente, para restituir la capacidad portadora de
oxigeno, evitando el uso de sangre total que puede ocasionar
aloinmunizacién al paciente por transfusién de conmponentes

hematicos innecesarios, y sobrecarga circulatoria.



El uso de la sangre total gqueda limitado para pérdidas
rdpidas de volumen sanguineo como en el casc de hemorragias

graves por traumatismo o acto quirurgico.

La transfusién sanguinea presenta como cualquier otro
trasplante, riesgos para el paciente gue pueden ser da origen

inmunitario o no inmunitario.

Las reacciones inmunolégicas son producidas por anticuerpos:
y van dirigidos contra antigenos eritrocitarios, leucocitarios o
plaquetarios, ocacionando hemélisis extravascular y/o
intravascular de grado variable, as{ como leucopenia o

plaquetopenia.

Las reacciones inmunolégicas comprenden transmisidn de
infecciones, sobre todo hepatitis, sobrecarga circulatoria que
provoca edema pulmonar, transfusién masiva que ocasiona acidosis,
tibrilacién ventricular causada por hipotermia en la transfusién
abundante de sangre.

(4)
Los anticuerpos regulares naturales son [IgM] activos en un

anplio margen de temperatura, desde 0*C, hasta 37*C.

En transfusién sanguinea incompatible [sistema ABO) causan

la destruccidén de eritrocitos con hemélisis intravascular,



rientras los anticuerpos inmunes generalmente destruyen los

eritrocitos incompatibles extravascularmente {sistema Rh-Hr}.

Los anticuerpos irregulares son poco frecuentes y se pueden
encontrar como anticuerpos hemolizantes, aglutinantes o
sensibilzantes. Se evidencian a diferentes temperaturas "in
vivo" y pueden requerir para su observacién de medias sustacias
que favorezcan su demostracién como: medio de alta concentracidn
protéica y enzimas, o pueden ser demostrados solamente con la

prueba de antiglobulina humana o suero de Coombs.

Por ser estos cuerpos imprevisibles, la mayor parte de los
bancos de sangre emplean técnicas de rutina combinadas para su
demostracisén como la técnica salina, medio de alta concentracidén

protéica y/o antiglobulina humana.

La observacidn de la reaccién antigeno anticuerpo se lleva a
cabo solo en condiclones éptimas, segun la naturaleza del

anticuerpo (cantidad de reactivo, técnica apropiada, etec.).

Los anticuerpos que intervienen en 1las reacciones
eritrocitarias inmuncldgicas son inmunoglobulinas IgG, IgM e
IgA; sus caracteristicas serolégicas y su patrén de destruccién
"in wvivo" dependen grandemente de 1la clase de anticuerpo a

la que pertenecen, su habilidad para tijar complemento



Y su titulo, asi un anticuerpo que normalmente no tiene ningin
significado en transfusién sanguinea como el anti-P [IgM] por
ser un anticuerpo activo en frio, puede causar destruccidén de los
erjitrocitos "in vivo® cuando estd a un titulo muy selevado y es

activo cerca de los 37sC.
(1,10)



DATOS EITORICOS NMACIOMALES

México participé con sus trabajos de experimentacién y
comprobacién, antes de que otros paises lo intentaran sigquiera.
Desde los primeros periédicos en la wmateria se han presentado

varias y bien documentadas tesis.

Los primeros nonbres son los de los Doctores Francisco
Marin, Guillermo Divila, José Ma. Vertiz y José Ma. Barseld y
villagran, cuya época fué la del nacimiento en México 1920 de
dicha terapéutica y la que el Doctor Felipe Aceves, 1llamé Primer
Periédo o Periddo de sangre desfibrinada. Efectivamante pensaron
homogenizar la sangre desfibrindndola para hacerla incoagulable,
ademds no existiendo en la mente de aguellos investigadores 1la
nocién de los grupos sanguineos el éxito, necesariamente solo lo
obtuvieron en cuanto las sangres fueran compatibles, cosa por lo
demads relativamente frecuente, debido al elevado porcentaje del
grupo sanguineo "0O" en nuestro pais. Pero como también los
fracasos se presentaron la aplicacién préctica de la transfusién
cedié su lugar a los estudios de gabinete, nas de 20 anos

transcurrieron para que basados en las investigacidénes de Hayden,



Landsteiner se reanudara sl procedimiento en la practica.

En el estudio, Ultimo perisdo, quizs sea el Doctor Narciso
Cosio el primero y el que mis fuerte impulso dié a la transfusidén
en 1925, tratando de resolvar el problema de la coagulacién
construyé un dispositivo que llamné "mezclador®; en el que se
ponian en contacto la sangre, el anticoagulante y suero

glucosado.

El Doctor Abraham Ayala GonzAlaez, por su parte contribuia al
progreso de esta terapéutica, practicéndola con gran frecuencia,
mejorando su técnica y aestudiando culdadosamente los
anticoagulantes, principalmente @l citrato de sodio. La primera
transfusién se efectud el 20 de septiembre de 1925 con sangre
cedida por el Doctor Alfaro Trejo, quien establecié los primeros
conceptos tedéricos y experimentales en México sobre
inmunctransfusién. A estos esfuerzos se unian los del Doctor José
Aguilar Alvarez , gque impusd el uso de la transfusién en 1los
servicios hospitalarios principalmente del H. Judrez y del H.
Morelos como resultado de su experiencia y de su convicecién
formulé "XX reglas para la Transfusidén da sangre®, las cua.les
revelan el alto valor gue tuvieron en aquél tiempo y aun

hoy con pocas modificaciénes siguen teniendo.

De ahi en adelante es extensa la lista de médicos gue de una



manera u otra contribuysron al impuiso y mejoramisnto de esta

terapia.

los estudios hematolégicos encaminados al esclarecimiento de
problemas scbre trasfusién asi como los relativos al uso de
prusbas macroscépicas de compatibilidad o clasificacién han sido
su acervo y difundiéndoss ampliamente con sl aporte de numerosos
médicos entre los cuales habran de mencionarse los siguientes:
Dr. Ignacio GonzAlez G., Dr. Luis Gutierrez, Dr. Gerardo Varela,
Dr. Luis Vargaz, Dr. Marco Antonio Brito, etc..

Como particular ejemplo de actualidad tenemos 1las
investigaciénes realizadas por hematdédlogos prominentes como son
los Doctores: Héctor Rodriguez Moyado, Jorge Espinoza Turcot,
Rolando Medina Aquilar y la Q.F.B. Elisa Quintanar de R. que han
contribuide con sus esfuerzos y dedicacién para el desarrollo de

esta rama de la medicina.
(

12)



LA REACCION ANTIGENO=-ANTICUERFPC IM
INMUROHEMATOLOGIA

La reaccién entre el antigenc y su correspondiente

anticuerpc puede producirse "in vivo" o "in vitro".

La reaccién "in vivo" generalmente coincide con la entrada
al organismo de antigenos extrafos contra los que reacciona por
intermedio de 1los anticuerpos en otros grupos existentes, como
sucede en la reaccidén hemolitica cransfusional por
incompatibilidad ABH; o mediante 1la transferencia pasiva de
anticuerpos como es el caso de la Enfermedad Hemolitica del
Recién Nacido [EHRN]. En estados de autoinmunidad, la
reaccién "in  vivo" puede causar enfermedades tales como

la anémia hemolitica autoinmune, la neutropénia inmune, etc,

La reaccidén "in vitro" es de particular importancia porque
ella pernite que tanto los antigenos como los anticuerpos puedan

ser determinados y estudiados en el laboratorioc.

La naturaleza especifica de estas reacciones dependen de una

multitud dae variables relacionadas con 1la clase de anticuerpos,



las condiciones de reaccion y en particular con ciertas

caracteristicas del antigeno.

Algunos principios generales rigen 1la reaccidén antigeno-

anticuerpo, entre ellos cabe sefalar las siguientes:

Especificidad es decir que el anticuerpo sclamente se

une con su determinante antigénico.

Reaccionan 1las moléculas enteras, esto es que no se
produce intercambio de partes o fraccidnes, ni se forma

un nuevo producto.

La unién del antigeno con el anticuerpo es firme pero
reversible, o sea que bajo condiciones apropiadas tanto
uno come el otrc se pueden recuperar sin gque

aparentemente hayan cambiado.

Es un fendémeno de superficie que no altera la estructura

primaria de las partes reaccionantes.

Las partes reaccionentes {antigeno y anticuerpoc] se
combinan en proporciones variables, dependiendo de las
condiciones del experimento. Esta caracteristica es la

diferencia con la reaccién quimica en la cual, 1la



proporcion de los elementos es siempre exacta.

6. E1 tiempo en que se produce la reaccién es variable, a
veces muy corto tomando mencs de un minuto, pero que en
otras circunstancias bien conocidas requiere de un

tiempo mayor.

La mayoria de las reacciones antigeno-anticuerpo ocurren en
dos fases o etapas: en la primera, el antigeno se combina con el
anticuerpo y en la segunda, posiblemente a través de cambios
electroquimicos y de atraccidén entre fuerzas molaeculares con
cargag eléctricas positivas y negativas se producen complejos

antigeno-anticuerpo.

Las fases generalmente se sobreponen en tiempo, pero en la
que se forman los complejos antigenc-anticuerpo la reaccidn se

hace visible.

Las siguientes reacciones "in vitro" han sido aplicadas
para demostrar 1la reaccidén antigeno-anticuerpo en el campo de la

inmunchematologia:

~Aglutinacién
~Hemdlisis

10



~Inhibicidn

-Absorcion
~Precipitacién
~Fijacidén de complemento
~Radioinmuncensayo
~Fluorescencia

~Enzima inmuncensayo

FACTORES QUE AFECTAN LA REACCION Ag-Ac

Para poder detectar una incompatibilidad hay gque tomar en
cuenta diferentes factores que afecten la reaccién antigeno-
anticuerpo, en nuestro caso es la aglutinacién de eritrocitos
mediante la cu4l se manifiesta dicha reaccidn, esta constituye
actualmente el fendmeno mas importante y mas ampliamente cbservado
en el agrupamiento de los grupos sanguineos, llevandose a cabo en

dos etapas [mencionadas anteriormente] .

Entre los factores que afectan la reaccién antigeno-

anticuerpo tenemos :

a) Antigeno

Para lograr una mayor reactividad de los eritrocitos y

11



evitar falsos positivos o negativos, hay que seleccionar vy

cuidar los siguientes factores :

1)

2]

3]

Efecto de dosis . el que sa define como la diferencia de
un estado homocigoto y un heterocigoto. Esto es cuando
un individuo es homocigoto para alqun grupe sanguineo
en particular ( hereda el misme gen de un par de alelos
de cada progenitor], aparece una doble dosis del
antigeno resultante sobre el eritrocito en contraste con
la désis individual de antigenoc gue proviena del

heterocigoto.

Los eritrocitos con "désis unica y désis doble™ pueden
distinguirse a veces en pruebas de titulacién contra
anticuerpos seleccionados los hematies con doble ddsis
de antigeno proporcionan una mayor titulacidén con el

anticuerpo correspondiente que aguellos con una dosis.
Edad da las células. como es de suponer las cdlulas
frescas son las gque reaccionan mejor, por tener el

antigeno integro .

Temperatura de conservacién. La reactividad de los

antigenos de los eritrocitos se ve muy disminuida sino

12



se mantiene a temperatura adecuada. En general todas las
nuestras de sangre deben guardarse a una temperatura de

4*C .

b} Anticuerpo.

En el laboratorio de rutina es comin observar
variaciones en las reacciones de antigeno-anticuerpo, las
cuales an gran parte dependen de las caracteristicas propias
de cada anticuerpo, asi como tambidn, en caso de los
anticuerpos [antisueros] comerciales, de acuerdo a la forma
de elaboracién de cada fabricante hay que tomar en cuenta
las recomendaciones de cada producto para lograr una éptima

reaccién y evitar reaccidnes falsas negativas.

Las caracteristicas de 1los anticuerpos gque se deben

considerar:

1) Avidez. Dofinida como la rapidéz con que un antigenc se
combina b4 se estabiliza con un anticuerpo
correspondiente. La avidez del anticuerpo debe ser alta,
es decir, que este reaccione rapidamente en cantidades
adecuadas de eritrocitos para producir la primera etapa

de la aglutinacién [sensibilizacioén}.

13



2)

3]

Titulo. E1 titulo o valor de titulacién se expresa como
el reciproco de la dilucién més alta del suero capaz de
producir aglutinacién obserbable de los eritrocitos

apropiados.

La evaluacién de los titulos ncs representan la potencia

de los anticuerpos mediante su titulacidn.

conservacidén, De acuerdo a las propledades
fisicoquimicas de 1los anticuerpos, tenemos que los
anticuerpos son molécrulas labiles, por lo cual leos

anticuerpos sa deben mantener a -30#*C.

FACTORES QUE AFECTAN LAS REACCIONES ANTIGENO-ANTICUERPO

a]

b}

La temperatura va a influir en la reaccién antigeno-
anticuerpo, considerando el tipo de anticuerpo [IgM ¢
natural, IgG ¢ inmune) que estd tomando parte de alguna

reaccién particular de la aglutinacién.

Tiempo de incubacién. Se puede definir como el tiempo
para gue una cantidad equivalente de anticuerpo se una a
su respectivo antigeno.

En general este tiempo es corto, puede ir desde 30 seg.

14



€]

d)

e]

£]

hasta 30 min. y va a depender del tipo de anticuerpo.

Concentracién o potencial idénico del medio de reaccidn.
La concentracién idénica es un factor importante debido a
que va a disminuir el potenctal Z [a una determinada
concentracién iénica del medio de reaccién, por ejemplo,
en solucién salina la concentracidn optima es de 0.85%)
Yy de esta manera disminuir la distancia entre 1los
aritrocites permitiendec que los anticuerpos especificos
reaccionen con lo0s antigenos de superficie del

eritrocito.

pH.La constante de equilibrio se ve afectada por el pH,
debido a esto es necaesario un rango adecuado para que se
lleve a cabo 1la reaccién antigeno-anticuerpo; se ha

observado que esta sa@ encuentra entre 6.7 y 7.4.

Centrifugacidn.El objetivo es reducir el espacio que
separa los hamaties entre si, con lo cuadl se logra que
los anticuerpos puedan cubrir este espacio y se produzca
la aglutinacidn. La centrifugacién mas adecuada es de

3400 rpm. durante 15 seg.

Lectura. Después de la centrifugacidn deba efectuarsae la

15



lectura, donde el paquete se resuspenderA suavenente, ya
que, cuando la aglutinacién es débil, puede perderse y
erroneamente interpretarla como "negativa® .Cuandc esta
es débil debemos de auxiliarnos con una lupa o bien con
el microscopio. Reportdndose la Iintensidad de 1la

aglutinacién en cruces de la manera siguiente :

4 cruces {++++}. Un boton de eritrocitos y fondo claro.

3 cruces (+++)] . Un grumo grande y varios grumos
pequeiios o varios grumos grandes y fondo claro .

2 cruces (++]. Varlos grumos de tamafic medianoc y fondo
claro.

1 cruz [+]. Grumos pequefios y muchos eritrocitos libres
con fondo turbjio .

1/2 cruz. Escascs grumos muy pequefos con fondo turbio.

+ =. A simple vista se pueden observar CcOmc una

suspencidén fuerte de hematies, pero al microscopio se
encuentran aglutinadas de 4-5 células, especlalmente en

la periferia del campo.
(2,4,9)

16



GRUPOB BANGUINEZOS: SISITEMAS ABO, Rh-Hr y OTROS

SISTEMA ABO.- Este sistema fué el primeroc en ser
descubierto, (Landsteiner-1901) y sigue siendo el maAs importante
clinicamente, ya que las personas producen en forma natural
anticuerpos A y/é B, cuando sus eritrocitos carecen de los
antigenos correspondientes ¢ con excepcién de las personas gque
tienen el raro fenitipc oh (Bombay) o por alguna ancmalia como la

hipogamaglobulinemia.

La existencia de los antigenos A y B en los eritrocitos y la
ausencia de estos en algunos, nos d& como resultado cuatro grupos

sanguineos: A, B, AB y O,

Existen ademds varios subgrupos de A, considerados los mas
importantes A , A que aumentan los grupos sanguineos de este
1 2
sistema de cuatro a seis:A , A , B, 0, A B, A B,(los mas
1 2 2

1
probables) .

Los grupos sanguineos se heredan segun las leyes de Mendel
por medio de genes alélicos A , A , By O. Un hijo recibe de cada
1 2

padre uno de los cuatro genes que se combinan forméndose diez



genotipos que a su vez dan lugar a seis fenotipos:

Genotipo Fenotipo
AA, AA ,AO. A
11 12 1 1
AA,AO. A
22 2 2
BB, BO B
A B AB
1 1
AB AB
2 2
00 o

Los anticuerpos del sistema ABO son de origen "natural®
regular, son de especificidad anti-A y anti-B formados por
inmunoglobulinas del tipo IgM e IgG, que "in vitro" presentan
las siguientes caracteristicas aglutinantes, hemoliticas y
fijadoras de complemento, la destruccidén de eritrocitos "in vivo"
es intravascular. El1 anti-A y anti-B inmune son IgG .

(1,3,7,)

SISTEMA Rh-Hr.- E1 antigeno D (Rho] de este sistema
descubierto por Landsteiner y Weiner en 1940, es el néas
antigénico después del A y B; esta involucrada en la EHRN Yy en
reacclones hemoliticas severas a personas que careciendo de este

factor han sido sensibilizadas al transtundirseles sangre Rh

18



positiva o por estimulo de embarazo.

Este sistema es uno de los miAs estudiados, consta de varios
antigencs que forman un mosaico al que se le han asignado varias
nomenclaturas siendo la de Weiner y la de Race-Fisher las mas
utilizadas, dentro del mosaico el antigeno que presenta mayor

antigenicidad es el D siguiéndole en importancia el c.

Para efectos de pruebas transfucionales se divide a la
poblacién en individuos que presentan el factos D [Rho), y los
que carecen de él, existe un tercer grupo que no tiene completo el
mosajico de antigenos y se le denomina SA, considerando a este

como donador Rho [D] positivo y como receptor Rho [D] negativo .

Los anticuerpos de este sistema son de origen innune
irrequlares, generalmente son inmunoglobulinas del tipo Ig9G, sus
caracteristicas seroldgicas "in vitro" son: sensibilizantes,
activas a 37*C y medio ¢pitimo de accidn con antiglobulina
humana, la destruccidén eritrocitaria "in vivo" es extravascular

predominande en el bazo.

El anticuerpo anti-D, rara vez muestra efecto de désis, pero
este se observa frecuentemente con los anticuerpos anti-E, anti-c

Y con menor frecuencla anti-C.
(2,7,10)

19



SISTEMA MNSsU.- Descubierto en 1926 por Landsteiner y
Levine al tratar de encontrar diferencias antigénicas fuera del
sistema ABO encontrandose asi los aglutindgenos M y N en suerc de
animales, producidos por inyeccidén de sangre humana. Su herencia
esta controlada por genes alélicos, ne presentan gran
inmunogenicidad y no provocan problamas transfusionales en la

mayoria de los casos.

Sus anticuerpos son de aparicién irregular natural formadoes
por inmunoglobulinas generalmente IgM, que "in vitro" presentan
las siguientes caracteristicas serolégicas: aglutinantes, frios
no hemoliticos, salinos a 22+C generalmente de produccidn

natural, que sin embargo, ocacionalmente pueden ser IgG inmunes.

Los anticuerpos anti-M y anti-N exhiben efecto de ddésis con
bastante frecuencia. En algunos casos, la reactividad del anti-M
puede aumentar acidificande el suero a un pH de 6.5 con HCl al
0.2% . Los antigencs M y N son destruides por enzimas
proteoliticas, por lo que los anticuerpos anti-M y anti-N no
aglutinan las células asi tratadas; este efecto facilita algunas
veces la identificacién de dichos anticuerpos. La destruccién

eritrocitaria "in vivo"™ es extravascular.

Después se agregaron otros dos factores relacionados a M y N

20



que son S Yy s, siendo de origen inmune e irregulares con
inmunoglobulinas del tipo I9GC que presentan las siguientes
caracteristicas seroldgicas "in vitro” : sensibilizantes, activos
a 37+*C y su medio éptimo de accidn es con antiglobulina humana al
igual que las anteriores, se encuepntra el anti-U, que junto con
los demads han estado involucrados en reacciones transfusionales y
EHRN [Enfermedad Hemolitica del Recien Nacido). Algunas personas

muy raras son SsU negativo: estos casos son puy rarcos pero estos
{ndividuos pueden producir anti-U, el cuil reaccionan con todas
las células que poseen S y/6 s. Como la gran mayoria de las
personas poseen estos antigenos, es dificil encontrar una sangre
compatible para la transfusién. Este problema se ha solucionado
en algunos paises, haciendo un registro de las personas U
negativo, quienes pueden servir como donantes. Su destruccidén

ertrocitaria "in vivo" es extravascular predominando en bazo.
(1,2,4)

SISTEMA P.- Al igual que otros sistemas fué descubierto
por Landsteiner y Levine en 1927, como consecﬁencia de sus
experimentos de inmunizacién en conejos, se hereda por un
caracter mendelianc dominante, esta presente en el 80% de las

personas de raza blanca y en el 94% de la raza negra.

Existen actualmente cuatro antigenos gue conforman
X

el sistema, ellos son: p , P, P y p.
1 2

21



Los anterlores se combinan para formar cince fenotipos gque

se muestran enseguida:

Antigenos Fenotipos
P ,P P
1 1
P solo P
2
k )3
P, P S
1 1
k . S
P solo PO
2
— a:
P solo (T3 negativo)

Los fenotipos P y P son andlogos al A y A en el sistema
1 2 i 2

- - k
ABO. El fenotipo pnocontiene P , p ni P , y es también
a 1 2
conocido como Tj negativo, después que fué encontrado el primer
individuo con este raro tipo sanguineo, el anticuerpo producido
k

a
en estas personas se denominé anti-Tj © anti-PP P .

Los anticuerpos son de origen irregular, (considerese como
anticuerpo irregular a todo aquél que no sea del sistema ABO)
como anticuerpo frio es una IgM que puede fijar complemento.
Puede reaccionar bien en albumina y la reactividad a menudo se

incrementa con células tratadas con enzimas.
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Raros ejemplos de IgG anti-P se han descrito y también se
han implicado en reacciones trasfusionales y en enfermedad

hemolitica.

k
Individuos de fenotipo P pueden producir un raro anticuerpo
denominado anti-P, que se comporta como una potente hemolisina de
la clase IgM, con un é&mplio range tdérmico. Pero también puede

presentarse come un anticuerpo IgG.

Otra variedad de anti-P es observada en pacientes con
hemogloblnuria paroxistica a frio. En estos casos, el anticuerpo
se comporta como un hemolisina tipo IgG bifasica, es decir, que
fija complemento a temperatura baja y hemoliza los gloébules rojos
a 37*C. La destruccidén eritrocitaria "in vivo" es extravascul?i.z)

,
SISTEMA Lutheran.- Descubierto en 1945 por Callender
Race y Paykoc, al estudiar suero de un pacieﬁ:e con lupus
a

eritematoso, sus principales antigenos son Lu y Lu .

A partir de entonces, cerca de 20 antigenos se han sido
incorporadose el sistema, la rayoria de 1las personas poseen
antigeno Lutheran, con la exepcidn de un escaso grupo que son
Lu (a-b-) y que son el resultado de dos necanismos genéticos

distintos.
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En uno el fonotipo Lu es condicionado por la presencia de un
gen amorfo Lu, de caraicter recesivo, cuyos alelos estan presentas
en el lecus Lu. El otro fenotipo Lu nule es preducido por un gen
inhibido (InLu) de carécter dominante que se agrega
independientemente y bloquea la expresioén de los antigenos

Lutheran.

Los antigenos Lutheran son probablemente glicoproteinas y
estan pobremente desarrollados en el nacimiento, pueden mostrar
efecto de désis pero no tan marcados como los antigenos MN: las

enzimas generalmente no los alteran.

los antigenos anti-Luu Yy anti-Lub son de escasa incidencia y
pueden ser de produccién natural. El anl:l-Lua es generalmente una
aglutinina IgM de reaccién en salina, perc ocacionalmente se
presenta como IgG o IgA reaccionando en caliente y pudiendo fijar
complemento. El anticuerpo anti-Lub puede ser de la clase IgG o
Igh, y es demostrado por la prueba de antiglobulina, en
conclucidén este anticuerpo puede ser de importancia clinica.

(2,10)

La destruccién eritrociraria "in vivo" es extravascular.
1)

SISTEMA lewis.- Descrito por Mourat en 1946, para los

estudios de genética representa una fuente {mportante de
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informacién por las relaciones que tiene con el sistema ABO. Los
antigenos Lewis no forman parte de la membrana de los gldbulos
rojos, sino que pertenece a las secraciones y al plasma de donde
son absorbidos por los eritrocitos, es decir que sus antigenos no
son manufacturados por los gldbulos rojos, son sintetizados por

células tisulares.

Son antigenos solubles cuya produccién no sélo es
dependiente de la herencia de los genes Lewis, sino también de la

presencia de los genes secretores Se y de los genes ABH.

Los genes Lewis, al igual que los ABH no codifican
directamente para la sintesis de los correspondientes antigenos,
pero si inducen la produccién de una transferasa especifica, la
L-fucosiltransferasa, que es capaz de raccionar solamenmte con
las cadenas tipo I de la sustancia precursora. Sus antigenos son
glucosfingolipidos y son Leu Y L: , los fenotipos conocidos son:

Le{a+b~), Le(a-b-) y La(a-b+).

La fucociltransferasa especifica se encarga de fijar una
molécula de fucosa a la molécula de N-acetilglucosamina,
resultande un nuevo producto con actividad antigénica, denominado
Lewisa (Laf ). Este material estA presente en la saliva de
cualquier persona que contenga el gen Le, independiente de que

a
sea secretora 0 no secretora. La produccién de Le no requiere la
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presencia del gen H ni de su producto.

Cuando los genes H, Se, b's Le estan prasentes
simultaneamente, se prasenta una interesante interaccidn: dos
moléculas de fusosa son unidas a la sustancia precursora, una de
ellas se une a la galactesa y la otra a la N-acetilglucosamina.
El producto asi formado también posee actvidad antigénica, y es
denominado Lewisb (I_eb }. Aunque la enzima fucosiltransferasa es
dependiente solc de los genes H y Le. La sustancia Leb no

desarrolla si no esta presente el gen Se.

Los genes Lle, Se y se son heredados independientemente de

los alelos ABO y Hr.

Sus anticuerpos (Lea Leb) son de origen natural irregular
formado por inmunoglobulinas del tipo IgM, que presentan los
siguientes caracteristicas seroldgicas "in vitro": aglutinantes
fijadoras de complemento ( son capéces de producir hemdlisis)
activas a temperatura de 4*C a 37#C y su actividad se incrementa
con glébulos rojos tratados con enzimas, en donde la hemélisis se

puede apreciar mejor.

La destruccién eritrocitaria "in vivo" puede ser

intravascular o extravascular.
(1,7,10)
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SISTEMA ‘Kell,~ Fué descubiertc por Coombs, Mourat y Race

en 1946, el antigeno correspondiente fué designado Kell(k).

El antigeno Kell justifica consideracién especial dentro del
sistema porque el antigeno anti-Kell es uno de los mas
frecuentes en la rutina del banco de sangre. Ello se debe a su
inmunogenicidad, por lo que es considerado como el segundo en
potencia después del antigeno D. En otras palabras, cuando
individuos Kell son expuestos al antigeno sea por transfuciones
y/¢ embarazos tienen grandes posibilidades de ser inmunizades,
afortunadamente, la frecuencia de los antigenos Kell es baja (9%
en blancos) por lo que las donaciones de sangre rara vez tienen
el antigeno positive y el receptor Kell negativo tiene pocas
posibilidades de ser transfundido con una sangre Kell positivo,
esta misma explicacidn es vélida para la inmunizacion

trasplacentaria,

Los antigenos Kell son producides a partir de una sustancia
precursora Kx gque es codificada por a)l cromosoma X19 . Esta
sustancia es convertida quizd por efecto enzimatico
(transferasas), en los diferentes antigenos del sistema. El
cromosoma en el cual se ubican 108 genes no se conoce pero se

supone que sea una autosoma.
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Los anticuerpos anti-Kell son secundarios a la estinulacidén
antigénica producida por la transfusién ¢ embarazos, pero también

se ha sefialado la existencia de formas naturales.

En su mayoria son IgG causantes de reacciones en transfusidn
sanguinea 6 enfermedad hemolitica del recién nacido, por otro
lado presentan las siguientes caracteristicas seroldgicas "in
vitro": sensibilizantes, activoes a 37+C, casi no fijan
complemento por lo tanto no producen hemdlisis, su medio optimo
es con antiglobulina humana, aunque algunas veces se puede

detectar con albumina polimerizada.

El anti-Kell es el de mayor incidencia dentro de este
sistema, y es debido a que el antigeno Kell es entre todos el de
mayor potencia. Otros anticuerpos como el anti-xs ’ anti-K;F Y
unti-Jsa son de importancia clinica pero afortunadamenete son muy
raros.

(2,3,10)
SISTEMA Duffy.- El primer anticuerpo de este sistema
fué descubierto por Cutbush, Mollison y Parker, quienes 1lo
encontraron en el suero de un paciente hemofilico
politrasfundido (el Sr.buffy), el antigeno identificado fué
denominado Duffy a(Fy 1 y el anticuerpo anti-Fyn . En 1951, fué

descubierto el anticuerpe que identificaba un alelo
b
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hipotético el Fy . Desde 1970, se han descrito tres nuevos
anticuerpos que han identificado otros tantos antigenos; ellos

son:

Anticuerpos Antigenos

3 3
anti-Fy Fy

4 4
anti-Fy Fy

5 5
anti-Fy Fy

La determinacidén de los antigenos Duffy en gran escala han
mostrado una distribucién irregular entre poblaciones blancas y
negras, ha llanado la atencién de la incidencia del fenotipo
Fy(a-b-), en blancos es muy baja y los raros individuos que lo
poseen que han sido transfundidos con sangre que contienen los
otros antigenos, han desarrollado anticuerpo. Sin embargo, en
individuos de raza negra cuya incidencia de Fy(a~b-) es elevada
rara vez se immunizan. Ello ha conducido a la hipotesis aungue el
tenotipo Fy(a-b-) se produciria por un mecanispo genético

diferente en ambos grupor étnicos.

Los anticuerpos para estos antigenos, usualmente son
aglutininas inmunes 1IgG, que presentan las siguientes

caracteristicas serolégicas "in vitro®: sensibiliizantes, activos
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a 317+C, fijan complemento (hemolizantes) y su medio d4ptimo de
accidon es con antiglobulina humana. Ambos anticuerpos han sido
implicados en reacciones hemoliticas transfusionales y en 1la
enfermedad hemolitica del recién nacido. El anti-Fya se detecta
con wmayor frecuencia que el anti-?? y este ultimo se asocia
generalmente con anticuerpos de otras especificidades. los dos
anteriores se detectan con mayor frecuencia en individuos de raza

blanca.

SISTEMA Kidd.- Este sistema fué descublerto en 1951 en
un ninoc que presentéd enfermedad hemolitica, causada por un
anticuerpo materno, el cudl fué denominado anti—Jku
posteriormenete se decubrid el anti-Jf en una reaccién
hemolitica transfusional. Un tercer antigenc fud incluido en
1959, el cual fué denominado JKJ, son héredados por medio de un
gen que se expresa por si mismo en désis unica o doble dando lugar
a los antigenos.

{2,4,7)
En muy escasas personas se han demostrado que no contienen

antigenos Kidd, fenotipo que se ha denominado nulo o JK({a-b-).

Sus anticuerpos son del tipo inmune irregular del tipo IgG
que presentan las siguientes caracteristicas seroldgicas "in
vitro": sensibilizantes, activos a 37#C, su medic déptimo de

aceidn es con antiglobulina humana, la actividad del anticuerpe
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se incrementa cuando los eritrocitos son tratados con enzimas,
fijan bien el complemento y pueden en efecto dificulta su
identificacién sl no se usa suero muy fresco. Su destruccion
eritrocitaria "in vivo"™ es extravascular predominanﬁo en higado
en caso de anti-JKay en bazo con anti-JKb Yy anti-JKAb.
(2,4,10)
SISTEMA Diego.- Es mencionado en sus inicios como entre
los grupos sanguineos privados o familiares, fué hasta 1955 que
se establecidé que su herencia se producia en forma heterozigéta y
no ligada al sexo, de tal manera, se denomind al antigeno
encontrado Dia. El alelo hipotético Dr fué encontrado por
Thomson, quien descubrié los dos primeros ejemplos del anticuerpo
Dib en dos indigenas mexicanos. Los antigenos Diego integran un
sistema que ha demostrado su completa independencia de todos los

otros sistemas sangquineos.

Sus anticuerpos anti-Diﬂ y anti-Di , son de origen inmune
irrequlﬁr formados por inmunoglobulinas IgG que presentan las
siguientes caracteristicas seroldégicas "in vitro*:
sensibilizantes, activos a 37*C y su medio éptimo de accién es
con antiglobulina humana. Su destruccidén eritrocitaria "in viven
es extravascular, predominando en bazo.

SISTEMA I.- Fué descubierto en 1956 por Wiener, Unger,

Cohen y Feldeman, el estudic de este sistema se inicid con suerc
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de pacientes con anemia hemolitica adquirida del ¢tipo de
anticuerpos friocs, estd formado por dos antigenos principales: I
e 1, dichos antigenos estdn presentes en el 100% de todas  1las

persocnas.

Sus anticuerpos anti-I y anti-i, son de origen natural
irreqular formados por inmunoglobulinas IgM e IgG que presentan
las . siguientes caracteristicas seroclégicas "in vitro":
aglutinantes y fijadoras de complemento. La destruccién
eritrocitaria "in vivo" es extravascular.

(2,2,3)
SISTEMA Xg.- Fue descubierto en 1962 por Mann, Kahan,
Gelb, Fisher, Tippet, Sanger y Race, es el unico sistema
sanguinec que se conoce, estd controladoc por genes del cromosoma
X, siendo esta su importancia por la informacién que proporciona
a la genética de los grupos sanguineos, su antigenicidad es

minima y clinicamente no ocaciona problemas de incompatibilidad.

Aparte de los sistemas antes mencionados, existen otros
antigenos llamados publicos, que son de alta frecuencia pero poco
inmunogénicos; entre los mas conocldos se encuentran: Vel[Ve],
Gerbich[Gea], slt[sda]. York[\'xu], Cartwright{Yt], Colton[coa],
ChidD(Cha], Rodqer-[nga], Donbrock(boa], Lan, Gregory[cya] Y
August[Ata] .

(1)
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Ademds, existen los antigenos de poca frecuencia llamados
"privados™, de los cuales se han encontrados varios, dandoles el
nombre de quien los encuentra, por ejemplo Levay, Graydon,

Jobbis, Miltenberg, Becker, Ven Ka, Berrens, Writh, Romude, etc.

Como ya se mencionéd, los antigenos con poder inmunogénico
mAs alto, son los del sistema ABO, seguido por los del sistema
Rh-Hr, del que el antigeno D es el mé&s importante, seguido del c
y E. Esto es cierto para la mayoria de las diferentes
poblaciones, pero con respecto a los otros grupos sanguineos, hay
ligeras variaciones entre las poblaciones caucésica, francesa,

americana, mexicana, etc.

Presentando cada anticuerpo caracteristicas seroldgicas
especificas. [esquema 1].

Lo anterior unido a la prevalencia, clase y actividad del
anticuerpo "in vivo" contra estos sistemas de grupos sanguinecs,
nos pone enguardia de los que podemos esperar como respuesta
inmune y posibles reacciones postransfusionales, para poder
evitar dafos aumentando la morbilidad o 1la mortalidad de los

pacientes.
(1,3,10)

33



Generalmente los anticuerpos presentan las siguientes caracteristicas

Especificidad Caracteristicas Clase Destruccién
del seolégicas Clasificacién de
anticuerpo "in vitro Inmunoglobulina

Aglutinantes

Anti A,B hemofilicos Regular IgG, IgM Intravascular
Fijadores de Natutal
complemento

Irregular
Anti A H P I Aglutinantes Natural IgM Extravascular
1

a b Aglutinantes
Anti Le Le Hemofflicos Irregular Algunos
Fijadores de Natural IgM 1gG intravascular
complemento

Irregular
Anti M N Aglutinantes Ratural IgM Extravascular

Sensibilizantes
Activos 37+*C
a a rijadores de Extravascular
AntiFy Jk K complemento Irregular 196G predominante
Medio dptimo inmune en higado
de accién
antiglobulina
humana

a b Sensibilizantes
Anti Py Fy Activos 37s¢C
ab rijadores de

Jk KbDec complemento Inzune Extravascular
Medio déptimo irregular 196G predominante

EDissk de accién en bazo
antigliobulina
humana

Caracteristicas serolégicas relacién con el patrdn de destrucclién celula
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NERENCIA DR LOS QRUPOS SANGUINEOS

los grupos sanguineos son caracteres hereditarios y al igual
que otras caracteristicas del género humano estan determinados

por genes heredados de los progenitores.

Los estudios sobre genética llevan un gran adelanto, sin
embargo, en cuanto a grupos sanguineos se refiere no se ha hodidn
determinar con exactitud en que cromosoma se encuentra sus loci,
con exepcidén del sistema Xg ligado al sexo y que se sabe con

certeza desde 1962 se encuentra en el cromosoma X.

El primer locus autosdémico asignado a un grupo fué el Dufty

en 1968, posteriormenete el del Rh.

Rh y FY en el cromosoma 1
M, N, y 8 en el cromosoma 4
Ch y Rg en el cromoscma 6

ABO en el cromosoma 9

y tentativamente los grupos sanguineos:

s



P, P en el cromosoma 6
1

Jk y Co en sl cromesoma ?
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PANEL

En 1962 en el Banco Central de Sangre del Centro Médico
Nacional del Institutoc del Seguro Social, se inicié 1la
integracién de la metodologia para el estudioc de la sangre de los
donadores y la seleccién de un grupo de sangres de estructura
fenotipica eritrocitaria conocida como "Panel®, para fines de
identificacién de los anticuerpos contra eritrocitos de los
sueros de pacientes politransfundidos con antecedentes de
reacciones postransfusionales o en estudio de inmunizacion
materno-fetal (IMF), con técnicas en medio salino, protéico, con
enzimas y con la técnica de antiglobulina humana (AGH) o suero de

Coonbs.

La investigacién de anticuerpos se efectia con un patrdén de
células conocidas, llamado también “Panel™, que se puede adquirir

comercialmente o prepararse en el lavoratorio.

Este "Panel” contiene un niumero de células usualmente de 10
donadores de grupo sanguineo "0O®, los cuales han sido
cuidadosamente seleccionados y tipificados para los siguientes
sistepas de grupos sanguineos: Rh-Hr, MN, Ss, P, Dufty, Kell,
Diego, lewis, Kidd y Lutheran.
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Este "Panel® puede ser congelado con glicerina o nitrdégeno
liquido, en el Banco Central de Sangre se utilizan células
preservadas entre 4*C y 6+C con algunos metabolitos, lo que le d4

una vigencia de 15 dias.

Los resultados son registrados y se tendran en una carta
para cada grupo (Panel) gue se este usando cen el lote y fecha de
caducidad, la cual debera ser reportada, ya gie la reactividad de
algquneos antigenos puede disminuir después de esa fecha.

(11)
Estos eritrocitos conocidos son utiles para contestar las

siguientes preguntas:

1.- ¢Hay anticuerpos en suero del paciente o donador?

{prueba pantalla).

2.- ¢Cudl es su especificidad?

(contra qué antigeno va dirigidoj.

3.~ ¢A qué titulo sa encuentra el antigeno?

a8



LISS

{Solucién de baja fuerza iénica)

Este medio de reaccién al igual que otros disminuye el
potencial Z de los eritrocitos, el origen de esta solucién fueé
cuando Allen y Fudenberg, observaron que aproximadamente la mitad
de las reaccidnes hemoliticas eran debidas a transfusiones de
sangre por errores cometidos en las pruebas pretransfusionales
para una compatibilidad sanguinea, para lo cual, pensaron que era
necesario métodos mas sensibles para evitarlo. En 1964 Hughes-
Jonea y colaboraderes, sefialaron que la disminucidén del medio
iénico aumentaba la constante de asosiacién antigeno-anticuerpo:
al querer utilizar este tipo de medioc no tuvieron éxito, debido a
que encontrarpn talnog positivos. Fué hasta 1974 cuando Loww Yy
Messeter estuéian nuevamete este método, el cual al obtener
magnificos resultados lo introducen como un proceso de rutina en

X
la fase de incubacidn de la prueba de Coombs indirecta.

Dichos estudios fueron confirmados en 1976 por More y

Mollison.
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En la actualidad hay infinidad de ¢trabajos que son
publicados acerca de este medio de reaccién para las pruebas de

compatibilidad sanguinea.

En si, la solucién salina da baja fuerza iénica (LISS) segun

More y Mollison esta costituida de la siguiente forma:

Glicerina 90.000 gr
Ortofosfato dihidrégeno de sodio 1.170 gr
Ortofosfato higrégeno de sodio 1.065 gr
Cloruro de sodio 8.950 gr
Acida de sodio 1,000 gr
Agua destilada 5.000 1t

Para obtener mAximos resultados en la utilizacién de LISS

hay que considerar tres factores de suma importancia:
a) Concentracién
b} Tiempo de incubacién

c) pH

LISS, como observamos se puede preparar en el laboratorio

sin ningun problema, incluso su preparacién nc es costosa.
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En 1980 J. Jorgensen realizé un estudio comparativeo para ver
la sensibilidad de tres diferentes medios de reaccieén: solucién
salina fisiolégica, albumina y LISS. Considerande como variable
el tiempo de incubacidn 37+C, finalmente se concluyé que el medio
de reaccién LISS es mis sensible a una concentracién de 0.09
Molar con un tiempo de incubacién optimo para detectar mayor

nimero de anticuerpos IgG de 20 a 40 minutos.
(13)
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TUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL
TEXA

Este proyecto serA realizado debido a que es necesario que
en todo banco de sangre, asi como a nivel institucicnal y del
pais, se deba detectar la presencia de anticuerpos irregulares
antieritrocitos, asi como su frecuencia y especificidad entre su
poblacién de donadores para dar mayor seguridad en su terépia

transfusional.

Dado que las normas de bancos de sangre establecen que se
debe practicar la investigacion de anticuerpos irregulares en el
suero de:

Donantes de sangre

Candidatos a recibir transfusiones

En los donantes, la investigacién tiena por finalidad
detectar anticuerpos irregulares para prevenir su transferencia
al receptor. Las Normas de la Asociacién de Bancos de Sangre,
recomienda especialmente gue esta prueba debe realizarse en
aquellos donantes con historia de transfusiones anteriores ¢

apbarazos.
(3, 14)




PLAXTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Serén comparativos los resultados del rastreo de anticuerpos
irregulares entre donadores que tienen antecedentes
transfusionales y/é embarazos, y los gque no los tienen. Para
decidir sl es necesario practicar dicha investigacién en todos
los donadores o sélo en el grupo en donde los resultados fueron

significativos,



OBJETIVO

Determinar por medio de un rastreo de anticuerpos
irregulares en un panel, s8i en los donadores del Hospital
Regional 20 de Noviembre, con y sin antecedentes transfusionales
y/% embarazos, existe una diferencia significativa en cuanto a

la presencia de anticuerpos irregulares antieritrocitos.



HIPOTESIB

Si al realizar el rastreo de anticuerpos irregulares
antieritrocitos en los donadores del Hospital Regional 20 de
Noviembre, exfste diferencia entre los resultados de los
donadores con antecedentes transfusionales y/o embarazos Yy los
donadores que neo presentan dicheos antecedentes; entonces la
investigacion del rastreo de anticuerpos irregulares
antieritrocitos serd practicado sélo rutinariamente en el grupo

donde la deteccién de anticuarpos fué significativa.



MATERIAL

INSTRUMENTOS

- Centrifuga serclégica {Clay Adams)

- Gradilla de acero inoxidable

- Tubos de ensaye 13X75 mm [Pyrex)

- Baflo de agua [Queb Lab}
- Pipetas Pasteur {Lee Queb)
REACTIVOS

- Suerecs Reactivos (anti-A,anti-B,anti-AB,anti-~D} [Inmutec)

- Células A, B, O [Banco Sangre H. 20 Nov]

- Solucidn LISS (solucidén de baja fuerza idnica)

SSF (solucidn salina fisioldgica}

Panel de células

MATERIAL BIOLOGICO

- 300 donadores del banco de Sangre del H, Regional

Noviembre.

(CHN]
(e}
{eMn)
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METODS

Separacién de la muestra en dos grupos:
Para separar las muestras en los dos grupos que fuercon estudiados,
se pidaié al médico que realice el exdmen clinico, haciéndo

énfasis en preguntas como:

-~ 51 existieron transfusiocnes anteriormente, de ser

positiva la respuesta (Cuantas? ;(Hace cuadnto tiempo?

- En el caso de mujeres, si hubo embarazos y abortos, de
ser positiva la respuesta (Cuantos? y el mis cercanc ¢Hace
cuédnto tiempo fué?:si alguno de los productos presentd enfermedad

hemolitica del recidn nacido (EHRN)?.

Las muestras fueron tomadas por el personal de sangrado del

Banco de Sangre del Hospital.

Fueron realizados los estudios respectivos para la deteccion

de VIH, Hepatitis y VDRL.



De ser negativos los resultados de las pruebas de las
muestras, fueron separadas en dos grupos para la investigacidn de
anticuerpos irregulares, segun los resultados del cuestionario ya
mencionado anteriormenete en donadores con antecedentes
transfusionales y/o embarazos y donadores sin antecedentes

transfusionales.
(1,2,10)

PROCESO DE LA MUESTRA

~ Se separé de la nuestra en estudio, el suero de
los eritrocitos, centrifugandeo la muestra completa a 3400 rpm
durante 10 min. El suero se colocd en otro tubo

debidamente identificado.
- Se colocd en un tubo de ensaye 13X75 una alicuota de los
glébulos rojos en estudio y se lavaron una vez con SSF (solucion

salina fisiolégica), centrifugando a 3400 rpm durante 3 min.

- Se elimind el sobrenadante y se prepard una suspensién

celular al 5% en SSF.

~ De la misma manera se lavé otra alicuota de GR {(gldbulos

rojos) con SSF en tubo diferente.
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- Se elimind el sobrenadante, se secd totalmente y se

preparé una suspensién al 5% en LISS.(9)

PROCESO DE LAS CELULAS DEL PANEL

- Las células del semipanel a utilizar se lavaron tres veces
respectivamenete con SSF y se secaron totalmente, volteando el
tubo con el botén de células compactas en el fondo hasta que ya

no goteé mé&s SSF.

- Las células lavadas del semipanel perfectamenete secas, se

suspendieron en LISS hasta lograr una suspensién al 5%.
(1)

DETERMINACION DEL SISTEMA ABO

comprendidé de dos partes:

a) Desarrollo de la prueba celular (prueba directa)

b). Desarrocllo de la prueba sérica (prueba inversa)
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DESARROLLO DE LA PRUEBA CELULAR

- Se seleccionaron tres tubos de 13X75 y s e identificaron

con un marcador como A, B, AB respectivamente.

- Se colocaron en el tubo marcado como A, una gota de suero
anti-A; en el tubo B, se colocé una gota de suero anti-B y en el

tubo marcado AB, una gota de suero anti-AB,

- Se agregd a cada tubo una gota de la suspensidn de hematiles

y mezcld.

- Se centrifugd a 3400 rpm por 15 segundos © a 1000 rpm por 1

minuto.

- Se desprendidé el botén de células del fondo del tubo
agitadndolo suavemenete, se inclind hasta la posicién horizontal
para apreciar completamente la aglutinacién y cuantificarla en

cruces.

~ Se anotd los resultados inmediatamente teniéndo el tubo

en la mano para posible verificacidén en caso de duda.
(1,9)
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DESARROLLO DE LA PRUEBA SERICA
- Se identificaron tubos de 13x75 por ejemplo: A,B, AB, O.
- Se colocaron dos gotas del suero en estudio en cada tubo.

- Se agregaron una gota de hematies A al 5% en SSF al tubo

marcado como A y asi respectivamente para el tubo marcado B, AB,

o.
- Se mezcld agitando el tubo,
- Sae centrifugd a 3400 rpm por 15 seg o a 1000 rpm por 1 min.

Se observd el sobrenadante contra un fondo blanco bien

iluminado para detectar hemdlisis.

Se desprendié el botén de células del fondo del tubo

agitindolo suavemente, inclinandolo hasta la posisidén horizontal

Y leyendolo contra un fondo bien iluminado para apreciar

completamente los aglutinados dispersos.

- Se anotaron inmediatamente los resultados de la agitacién.
(1,9)
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DETERMINACION DEL SISTEMA Rh (ANTIGENQ D)

- Se identificé apropiadamente un tubo de vidric de 13X75 mm,

para la prueba.
- En el tubo identificado, se colocé una gota de reactivo Rh.

~ Se agregd a cada tubo una gota de la suspensién de células

rojas al 5%.
- Se mezcldé y se centrifugé segun las normas establecidas.

- Se resuspendid suavemente el botén de células del fondo

del tubo y se leydé en cruces la aglutinacién.
(1,2)

RASTREO DE ANTICUERPOS IRREGULARES CON SEMIPANEL

- Las células del semipanel previamente tratadas fueron
colocadas una gota en cada tubo numerandolos previamente del 1 al
5 como sigue: en el tubo 1 agregar una gota de células

identificadas en el Panel como No. 1 y asi sucesivamente hasta el
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final se agregé un tubo destinado para el autotestigo en el
cual se colocd una gota de células del donador ( suspendidas

en LISS, previamente preparadas).

~ Sa colocd en cada tubo incluyendo el autotestigo dos gotas

del suero problema usando pipetas Pasteur.
~ Se mezclo cada tubo y centrifugd (LISS rapida).

- Sa observé cada tubo detenidamente para detectar la
presencia de aglutinacién &6 hemdlisis y se anotaron los

resultados tubo en mano.
- Se incubaron los tubos a 37+C durante 10 min (LISS a 37*C).
-Se homogenizaron y centrifugaron.

- Se cbservé cada tubo detenidamente para detectar una posible

aglutinacién ¢ hemélisis y se anotaron los resultados tubo en mano.
- Se lavé el contenido de los tubos con SSF 4 veces.

- Se secd perfectamente.
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- Se adiciconaron dos gotas de suero de Coocmbs (LISS Coombs).

~ Se centrifugaron y se observd la aglutinacién o hemdlisis

y se anotdé tubo en mano.
(1,2,10)

RASTREO DE ANTICUERPOS IRREGULARES CON EL PANEL COMPLETO

- Las célulasg del panel restantes (6-10) fueron tratadas

de igual manera que las cédlulas del semipanel.

- Se numeraron los tubos de 13X75 del 1-10 Yy uno como AT para

el autotestigo.

- Se procedid a colocar las células del panel como sigue:
en el tubo No.l se agregé una gota de células identificadas en
el panel como No.l y asi sucesivamente, en el tubo para
el autotestigo una gota de gldébulos rojos del donador en
turno previamente tratados con LISS. (lo anterior se realizdé con

una gota de pipetas Pasteur)

- De igual manera que en el rastreo con el semipanel se

agregd a cada tubo dos gotas de suero problema.
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- Se.procedié¢ a realizar todas las pruebas que se hicieron

con el semipanel (LISS réApida, LISS a 37*C y LISS coombs).

- Cuando fué negativo el resultado se hizo prueba de control

Coombs .
(1,2,10)

PRUEBA CONTROL COOMBS

- Se adiciond una gota de gldébulos rojos previamente
sensibilizados (control Coombs) a la muestra ya trabajada pero
previamente hecha con cuatro lavados con SSF Yy perfectamente
seca.

-~ Se centrifugd y observéd posible aglutinacioén.

- lLa lectura debié ser positiva si sa trabajd correctamente,

de no ser asi se repetié el rastreo con mayor precaucién.
(2,10)
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RESULTADOSB

Numero total de la muestra 300 donadores con las siguientes

caracteristicas:
Resultados
Donadores Numero Positivos
Con antecedentes transfu- 2 2
sionales

Con embarazos

sin antecedentes transfu-
sionales

Sin embarazos

Con antecedentes transfu-
sionales y embarazes

T O T A L - e ]

P O R CENT A J E =—eecebcoa—mioe 1,66

A continuacién se muestran las imagenes obtenidas’ para
cada uno de los donadores que presentaron un rastreo de
anticuerpos irregulares positivos, asi como su probable

especificidad.



Haldonado de la Luz Mendoza Silvia

43 afios Sexo femenino
Antecedentes Transfusionales hace 8 afios

Grupo sanguineo: A Rh positivo

anti A AB B D Alb Al A2 B0

_ Fenotipo

IMAGEN-TI
Semipanel (célulhs 1-5)  Centro = Médico ..Nacional

Celulas No. LISS/RAP LISS/37%C LISS/Coombs

1 - - -
2 24T 2 . IS
B 2+ - e e

UE SRR AT TR T IR Gt

Autotestigo
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IMAGEN 11X
Panel completo (células {1-10) Cento Médico Kaclonal

Células No. LISS/RAP LISS/37*C L1SS/Cocumbs Salina/RAP

2+ I+ 3+ -

LRI L L 3+ -

3+

WL PR Ls W N

10

Autotestigo - cw - K

Anticuerpo Inmune Irregular {amplio rango térmico}

Probable anti ¢

58



Lince Bustamante Celia Aide
31 ahnos Sexo Femenino
Sin antecedentes Transfusionales y con tres embarazos

Grupo sanguineo: O Rh positivo

anti A AB B D Alb Al A2 B

IMAGEN III

Semipanel (célulasl-5) Centro Meédico -Nacional

Células No. LISS/RAP
1 -
2 1+
3 1+
4 -
5 e
Autotestigo -
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IMAGER IV

Panel ' Completo (célulasl-10) Centro Médico Nacional

células No. Alb/RAP Alb/37*C Alb/Coombs Salina/RAP

1 - - - -
2 1+ . - -
3 1+ ST e e T
4 .

e

T

:

10

Autotestigo

Se observa efecto de. désis en  carta  del panel.
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IMAGEN V

células No. Salina/RAP Salina/4*C Alb/RAP

1 g . i+ 1+

2 1+ 24 LT 24

3 L L B R
4 L St

5. 1

g

2
~1;8 :

gt

i
o

Autotestigo T orer e il Ln T S

Probable anticuerpo Natural irregqular (anticuerpoe frio
albimina dependiente)
Probable anti-M
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castillo Jorge Valerio
21 afos Sexo Masculino
Antecedentes Transfusionales solo un paquete globular

Grupo sanguineo: 0 Rh positivo

anti A AB B D Alb Al A2 B o

- - - 3+ - 3+ 3+ 3+

IMAGEN VI

Semipanel (células 1-5) Centro Médico Nacional

células No. LISS/RAP
1 g
2 -
3 1+
4 -
5 1+
Autotestigo -
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IMAGEN VII

Panel Completo (células 1-10) Centro Médico Nacional

Celulas No Salina/RAP Salina/RAP Alb/RAP Alb/37+C Alb/Coombs

1 g 1+ 1+ - =i

2 - - - -
3 1+ 24 2+
4 - - -
.5
8
o
g
9
10 0
Autotestigo i
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IMAGEN VIII
Panel Completo (celulas 1-10) Comercial AMTEC

Células No Salina/RAP Salina/37%C Alb/RAP Alb/37+C Alb/Coombs

1 - - - - -

2 2+ 3+ 3+ - . -
3 2+ 2+ a0 - S
4 1+ st
5
e
R
B
9.
10 -
Autotestigo - -

Anticuerpo frio irregular

Probable anti-P
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Mario Gonzdlez Gonzédlez

37 afios Sexo Masculine
Con antecedentes Transfusionales hace 1 afio

Grupo O Rh positivo

anti A AB B D Alb Al A2 B (]

- - - 3+ - 3+ 3+ 3+ -

IMAGEN IX

Semipanel (células 1-5) Centro Médico Nacional

Células No. LISS/RAP
1 = 9.
P
3 ‘g

B REINES o
B e L
Autotestigo i o =i:
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IMAGEN X

Semib;nel ‘ (calulas 1-10)' Centro. Médico  Nacional

Células No.Sal/RAP Sal/44C Sal/22¢C Alb/RAP- Alb/374C Alb/Coombs.

e

“Autotestigo " -7 - IR - ’ - L

Anticuerpo frio irregular
Probable anti M
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Reyes Cruz Tomasa

44 anhos Sexo femenino
Con embarazos y antecedentes transfusionales

Grupo sanguineo A Rh positivo

anti A AB B D _Alb: Al A2 LB

4+ 4+ - 3+ o ,,Hﬂ,_ o S g
Fenotipo e-=~-c-coecc—ne-
IMAGEN XI

Semipanel ' (células 1-5) - Centro- Médico Nacional

células No. LISS/RAP LISS/Salina LISS/Coombs

1 - - -

2 : - - -

3 L= S e -

4

- St

Autotestigoi’i
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IMAGEN XII

Panel (células 8-10) Centro Médico Nacional

Ccélulas No. LISS/RAP
8 -
9 -
10 I+
Autotestigo -

Al observar que con las células del semipanel, unicamente
aglutinaban la Célula No. 4 en LISS rapida se procedisé a
tenotipar los eritrocitos y al obtener resultado positive
(Leb) se probaron las células No. 8, 9 y 10 para comprobar

con la carta del panel.

Anticuerpo frio irregular natural

b
Probable anti-le
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INTERPRETACION DE LOS RESBULTADOB CON RESPECTO A
LA LECTURA DE LA CARTA DEL PANEL

Una forma rapida y sencilla para la interpretacién del
panel, es el método de exclusién o descarte de posibles
anticuerpos basado en la no reactividad del anticuerpo con
aquellas células del panel gue no poseen determinades antigencs.
Es decir, si el suero no reaccicna con una determjinada célula
del panel en todas las fases de la prueba, significa que el o los
anticuerpos presentes en el suero, no estdn dirigidos contra los
antigenos presentes en esa determinada célula. En cambio, el
anticuerpo tendri especificidad contra el o los antigenos que
estén presentes en las células que resultan aglutinadas. El
primer paso para la interpretacidén del panel es observar el
autocontrol, gque son las ceélulas del paciente suspendidas en su
propio suero y tratadas en la misma forma gue el resto de las
células del panel. S8i el autocontrol es negativo, sirve de
comparacidn para otras células del panel que no reaccionaron o
gque lo hicieron en forma muy débil. si es positivo, permite
igualmente compararlo en las diferentes fases con las células que
fueron aglutinadas y detectar alguna posible enferemedad

autoinmune.

(A continuacién se presentan dos cartas de panel, una de
panel Mex y otra de panel comercial, ya que son 2 de las cartas

que Se usaron para la identificacién de los Acps.)
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RESULTADOS ESTADIBTICOS

CUADRO NO. 1

Anticuerpos Enmbarazos [-] Antec.Trans.
irrequlares si No Total
si S ] 5
No 67 228 295
72 228 o0
HIPOTESIS: T

Ho. La premisa de la presencia de anticuerpos
irregulares es independiente de los antecedentes
transfusicnales o embarazos.

Ha. La premisa de 1la presencia de anticuerpos
irrequlares es dependiente de los antecedentes

transfusionales o embarazos.

ESTADIGRAFO DE CONFIANZA: xa tedrica=9.12
2
2 n ({ad-bc)} - 0.5n) n=300
(a+c) (b+d) (a+d) (c+d) anh
2 b=0
300([(15)128}-{0}{67)1-0.5(300))
= c=67
(5+67) (0+228) (570) (67+228
d=228

= 12.1431
2 2
X calculada > X tedrica por lo tanto Ho. se reachaza

CONCLUSION:
Ha es aceptada y por tanto se concluye que 1la

presencia de anticuerpos irregulares depende de
si el individuo ha tenido transfusiones o

embarazos con anterioridad.



CUADRO NO. 2

Anticuerpos Embarazos Yy Transfusiones
irregulares si No Total
si 1 4 ' 5
- No o 395 300
T 300
HIPOTESIS:

Ho. La premisa de la presencia de anticuerpos
irregulares es independiente de los antecedentes
transfusionales y embarazos.
Ha. la premisa de la presencia de anticuerpos
irregulares es dependiente de los antecedentes y
embarazos.

ESTADIGRAFO DE CONFIANZA: x2 tedrica=9.12

2 n=300
2 300[{(1)(395)-(4)(0)}-0.5(300)]
X

(1+0) (4+395) (1+4) (0+395)

b=4
= 22.85
c=0
2
X calculada > X tedrica por tanto Ho se rechaza d=395
CONCLUSION:

Ha es aceptada y por lo tanto se concluye que la
presencia de anticuerpos irregulares depende de
si el individuo ha tenido transfusiones y

embarazos con anterioridad.
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CUADRO. NO. - 3 . - =

Anticuerpos Antecedentes = Transfusionales. -
irregulares si L .No . Total
si 3 SR s
No o 295 295
3 297 300
HIPOTESIS:

Ho., La premisa de 1la presencia de anticuerpos
irregqulares es idependiente de los antecedentes
transfusionales.

Ha. La premisa de la presencia de anticuerpos

irregulares es dependiente de los antecedentes

transfusionales. 2
X tedrica=9.12 n=300
ESTADIGRAFO DE CONFIANZA: a=3
2 300[((3)(295)-(2)(0))-0.5(300)]2 b=2
x= (3) (297) (5} (295) c=0
= 122.647 d=295

X2 calculada > X2 tedrica por lo tantoc Ho se reachaza
CONCLUSION:
Ha es aceptada y por lo tanto se concluye que la
presencia de anticuerpos irregulares depende de
si el individuo ha tenido transfusiones con

anterioridad.
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CUADRO NO. 4

Anticuerpos Embarazos Embarazos
irregulares si No Total
51 3 ] 3
No 67 34 101
70 34 104
HIPOTESIS:

Ho. La premisa de la presencia de anticuerpos
irregulares es independiente de la presencia de
embarazos.

Ha. La premisa de la presencia de antierpos
irregulares es dependlente de la presencia de

embarazos.

ESTADIGRAFO DE CONFIANZA: x2 tedrica=9.12 n=300
a=3
2 300[((3)(34)-(0)(67))-0.5(300)]2 b0

= (70) (34) (3) (101) c=67

:z; 0458 d=34

2
X calculada < X tedrica por lo tanto Ha se rechaza.

CONCLUSION:
Ho es aceptada y por lo tanto se concluye que la
presencia de anticuerpos irregulares no depende
si el individuo ha tenido embarazos con

aterioridad.
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PIBCUCION DE RESULTADOS

Por medio de los resultados obtenidos, se puede observar, dque
el porcentaje positivo en el rastreo de anticuerpos irregulares
en la poblacién del Hospital Regional 20 de Noviembre, es muy
bajo, aproximadamente del 1.66 %¥. Dicho porcentaje es
representativo con respecto a cinco donadores que presentaron ya

sea transfusidn sanguinea o embarazos y sbélo un caso ambos.

En los anticuerpos irrequlares encontrados se presentaron
alguncs problemas, los cuales se fueron resclviendo conforme

avanzaba su investigacién, y que a continuaclién se explican.

El primer anticuerpo encontrado fué de una probable
especificidad anti-c, del cual se sabe que es un anticuerpo
caliente de tipo IgG Yy que es inmune irregular; en cuento a su
identificacién no se tubo mayor problema, ya que las reacciones
positivas [aglutinacién} respecto al panel coincidian totalmente
{imagen no.2). Posterlormente se fenotipo a los eritrocitos de la
donadora y de esta manera se comprobd su presencia de anticuerpos
irregulares ya que, al resultar probable fenotipo R R , 1la
donadora no podia portar antigeno c , Ya que de s:r lnsi el

autocontrel hubiera sido positivo por estar antigeno y anticuerpo



en la misma muestra.
(1,2,4,10)

Al rastrear anticuerpos en el suero de Lince Bustamante Célia
Aidé se presentdé un problema, ya gque la imagen obtenida ([imagen
no.4] no coincidia totalmente con ninguna de la imagenes de los
anticuerpos presentes de la carta del panel, por tal motivo se
estudiaron las caracteristicas que se obtuvieron en el rastreo
con el semipanel, que consistian que era un anticuerpo frio,
siendo su im&gen mas parecida a la de un anticuerpo con
especificidad anti-M. Posteriormente se estudidé mejor la carta y
se observd que los eritrocites No. 1,4,7 y 10 del panel, eran
heterocigétos al sisitema MN; se procedié a aumentar la cantidad
de antigeno de dichas células para evitar el efecto de ddésis, 1lo
anterior se realizdé adicionando dos gotas de una suspensién de
eritrocirtos al S% del panel en vez de una por una del sueroc del
donador. De esta manera en el segundo rastreo la imagen obtenida
[imdgen no.5) correspondia totalmente a la imigen del panel, la
cual pertenecia a un anticuerpo con especificidad anti-M, aunque
aun en las células No. 1,4, y 10 se seguia observando el efecto
de ddésis [en vez de tres cruces se observaba una cruz de

aglutinacion].

Posteriormente se rastreo un anticuerpo de una probable
especificidad anti-P, con el cual se tuvieron problemas de
identificacién puds los resultados de 1la imégen obtenida

{imdgen no.7] no concordaban con ninguna de las imagenes de la
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carta del panel, que aunque se parecia miés a un anti-M por sus
caracteristicas {en frio). No mostraba efecto de désis en las
células del panel No. 1,4,7 y 10, al observar que tante el anti-M
como el anti-P tenian la wmisma imdgen con 1la carta del Centro
Médico Nacional, se corrié el Panel comercial (AMTEC) completo,
para poder diferenciarlos. Asi se encontréd su probable
especificidad anti-P [imAgen no.B8).
(1,12,12)

De otra forma se pudo haber Jdiferenciado por medio de la
reaccién con ezimas ya que el antigenc M es suceptible a estas pero
el anti-P no y por lo tante, al no estar presente, el antigeno

no hubiera existido aglutinacidn.
(1,10)

Con el rastreo de los dos anticuerpos restantes probable
anti-M y amt:i-l,e,l no se presentd problema alguno, puds, los
resultados del rastreo de anticuerpos irregulares para cada un
fué totalmente parecida a la carta del panel. Para el ‘um::l-uaa se
tfenotiparon lobs eritrocitos como estudio adicional {no.12)

resultando lLe concordando sus resultados.

Finalmente al analizar 1los resultades por medio de
estadistica matemética ([x )}, se encontréd que existe una
diferencia significativa entre 1a poblacién de donadores gque
presentaban antecedentes tranfusionales y/o embarazos y los que

no lo presentan. Por este motive al grupo con resultados
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ESTA Tests O BEBE
SAUR DE LA BIBLGIECA

positivos en cuanto al rastreo de anticuerpos irregulares se
subdividié en dos (l.-con antecedentes transfusionales 2.-con
embarazos), ya al tener dos grupos, se plantearon tanto Hipétesis
nula como alterna para cada uno de los grupos. Obteniendo como
resultade que si existe diferencia entre los dos grupos de
donadores, pués los donadores con antecedentes transfusionales

presentaron resultados representativos y el otro grupo no.
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CONCLUCIONES

Al realizar el estudio comparativo en la investigacidén de
anticuerpos irrequlares antieritrocitos, se planted como
inovacién en la técnica el uso de LISS [solucién de baja fuerza
iénica},esperando como resultado que ademds de detectar cualquier
anticuerpo potencializara la reaccién, realizando el método en
mds corto tiempo y ademas sin que esta afectara ni al anticuerpo

ni al eritrocito, cosa que se realizd con mucho éxito.

Con respecto al objetivo planteado se trataba de encontrar
una posible diferencia entre los donadores con y sin antecedentes
transfusionales y/o embarazos, ya que como es sabido las personas
que tienen dichos antecedentes [embarazos y/o transfusiones)
desencadenan una respuesta inmunitaria {desarrollando
anticuerpos], de esta manera sBe esperaba que dicho grupo
resultara representativoen cuanto a la presencia de anticuerpos

2
irregulares, cosa que fué demostrada por medio de X .

Posteriormente al buscar una diferencia entre los donadores
con entecedentes transfusionales y los donadores con enbarazos,
se encontré gue el grupo representativo en cuanto a la presencia

de anticuerpes irregulares fué el grupo con entecedentes



transfusionales, esto debido “probablemente" a gque en 1la
transfusion sanguinea los gldébulos rojos recibidos geneticamente
son totalmente distintos para el receptor, no asi en al caso del
embarazo en el cual, sl bien es cierto el producto porta el
50% de genes del padre y el S0% de genes propios de la madre, por
este motivo al tener una probabilidad de reconocimiento genético
de 10% en la transfusion y de un 50% en el embarazo, se piensa
que la respuesta inmune es provocada mas directamente en el caso

de la treansfusion.

Como se puede observar en los resultados 4 de los
antricuerpos encontrados son de tipo IgM, pero como solo se
presentaron en el caso de los donadores gque tenian
antecedentes, se piensa que estos son anticuerpos irregulares
[IgG): una manera propia de diferenciarlos seria con 1la
técnica con mercaptoetanol, ya que este destruye las Igé6 y las

IgM no.

Finalmente podemos decir que se cumplié el objetivo, pués se
encontro que si habia diferencia significativa entre 1los
donadores con antecedentyes transfusionales y/o enmbarazos y los
donadores gque no presentaban antecedentes transfusionales, asi
mismo se acepta la hipdtesis planteada , realizandose solo el
rastreo de anticuerpos irregulares de manera rutinaria en el
grupo de donadores que tengan antecedentes transfusionales y/o

embarazos
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