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INTRODUCCION

La transfusion de sangre y sus componentes forma parte de la practica clinica
cotidiana de las diversas especialidades en medicina y es indiscutible su beneficio,
sin embargo, también estamos concientes de sus riesgos a pesar de los avances
cientificos y de la rigurosa normatividad en este ambito. "

La tarea primordial en la medicina transfusional es la transfusion segura. La
mejor manera de alcanzar este objetivo y asegurar la calidad reside en contar con
manuales de procedimientos escritos y actualizados con las técnicas
inmunohematologicas utilizadas en el servicio de medicina transfusional Yy
ademas. ubicados en lugares estratégicos en donde estén al alcance del
personal quimico y laboratorista que taboran en este servicio

Toda operacion de un Banco de Sangre o centro de colecciones y/o
procesamientos de componentes de la sangre tienen que funcionar bajo la guia
estricta de un manual de procedimientos, conocido, leido y entendido por todos oS
empleados en las respectivas areas funcionales. En forma periddica se debe
documentar y poder demostrar en forma objetiva que el personal que usa los
distintos procedimientos esta totalmente familiarizado con el manual y las

modificaciones que se han introducido. @

{_a calidad de los servicios realizados por el banco de sangre o servicios de

transfusion esta basada en la estricta adherencia a las instrucciones descritas en
el manual de procedimientos.

El manual de procedimientos pasa a tener una importancia primordial ya que
se convierte en el punto central de referencia operativa, legal y que sirve de
fundamento y plataforma para el desarrollo e implementacion del programa de
calidad total y mejoramiento continuo.
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El objetivo principal de este manual es servir como una guia dé consulta para
el trabajo que se realiza dia a dia en el servicio de medicina transfusional y de
esta manera garantizar |la calidad del servicio y de Ios productos sangumeos que
se transfunden.

Este manual nos va ayudar a mejorar ia calidad de nuestro trabajb diario para
beneficio directo de los pacientes. )
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FUNDAMENTACION TEORICA

La NOM-003-SSA2-1993 para la disposicion de sangre humana y sus
componentes con fines terapéuticos, establece el marco técnico legal a través del
cual deben trabajar ios bancos de sangre y servicios de transfusion en nuestro
pais y asimismo establece que deberan contar con métodos de control de calidad
para garantizar la efectividad y funcionalidad de equipos reactivos y técnicas, asi
como la viabilidad y seguridad de la sangre y sus componentes, sin embargo, para
lograr estos objetivos, se requiere implantar sistemas de calidad necesarios para
la certificacion, o la acreditacidon de la Asociacion Americana de Bancos de Sangre
(AABB). 9

Calidad

Segun la norma 1SO 8402, |la Calidad es el conjunto de propiedades y
caracteristicas de un producto o servicio que le confieren su aptitud para satisfacer
unas necesidades expresadas o implicitas, es decir, se define como |a
adecuacion de un producto o servicio al uso a que esta destinado. &7

“La calidad debe dirigirse a las necesidades presentes y futuras de los

consumidores”. ‘9

La calidad de la atencidn médica se define como: “Otorgar atencidn medica
conforme a las normas de calidad. conocimientos de la medicina y tecnologia
vigentes, con oportunidad, amabilidad, trato personalizado, comunicaciéon
permanente entre los participantes en el acto meédico o parameédico en un
ambiente confortable. que permita mejorar el nivel de salud y la satisfaccion del
usuario y del trabajador con el proposito de que contribuyan a mejorar la calidad
de vida". ®
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El Consejo Canadiense de Atencion de Servicios de Salud define la calidad
como; realizar el procedimiento correcto, hacerlo bien y satisfacer al cliente. Todos
los sistemas de salud estan ante la necesidad de afrontar el doble reto de trabajar
con recursos financieros limitados y de que las expectativas del publico y det
gobierno van en aumento. ®

El propdsito de la Norma ISO 9000 @s servir como un conjunto de criterios
contra los cuales es posible medir la calidad. ®

La norma abarca todas las actividades necesarias para asegurar la calidad de!
servicio o producto terminado,

La documentacion en un Sistema deo Calidad

La documentacion es uno de los pilares basicos en que se fundamenta un
Sistema de Calidad. Por un lado, es el soporte para definir objetivos, planes,
formas de trabajo e instrucciones y, por otro lado, constituye la base para poder
comprobar que todos estos objetivos, planes e instrucciones se han cumplido
segun lo previsto. 7

Los Servicios de Banco de sangre mantendran en sus instalaciones copias de
leyes, normas y reglamentos oficiales de su pais, estado y de las regulaciones
institucionales que definan o afecten su funcionamiento. Cada servicio de Banco
de Sangre producira y mantendra sus propios manuales de procedimientos
administrativos. de procedimientos técnicos y del sistema de calidad y se
asegurara de la vigencia y pertinencia de 10s mismos. ®

Los Servicios de Banco de Sangre definiran y documentaran los mecanismos
de produccidn, revision y aprobacién de sus manuales de procedimientos
administrativos. de procedimientos técnicos y del sistema de calidad. La revision y

aprobacion de los manuales vigentes, una vez revisados y aprobados, seran
- 4
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dados a conocer al personal que realiza las funciones pertinentes, quien firmara
como recibido y enterado de su contenido. Las versiones obsoletas de
procedimientos deberan mantenerse disponibles a los Servicios de Banco de
Sangre por lo menos cinco afios después de su caducidad, o de acuerdo a las
leyes y regulaciones locales.

Los cambios en los documentos deberan ser revisados y aprobados en la
misma manera que la revisién y aprobacién original, a menos que se establezca
especificamente un procedimiento diferente. Los individuos que tengan la
autorizacién para revisar y aprobar cambios en los documentos deberan tener
acceso a toda la informacidn pertinente y necesaria para llevar a cabo la revision y
aprobacion.

Los cambios aprobados a los documentos deberan ser comunicados por
escrito a todo el personal de los Servicios de Banco de Sangre, previo a que
aquelios entren en vigencia. La comunicacion escrita debera identificar claramente
el cambio que se introdujo y la fecha de vigencia. Se debera mantener el registro

de estas comunicaciones. ‘¥

La documentacion de la Calidad esta constituida por:
- E! Manual de |la Calidad.
- El Manual de Procedimientos.
- Las Instrucciones de trabajo

- Formularios, etiquetas, registros y especificaciones.

Esta documentacion puede existir en soporte escrito o informatico, pero son
requisitos indispensables que se encuentre bien conservada, actualizada y que se
pueda disponer de ella en todos aqueilos lugares donde se necesite.
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Manual do procedimientos

El - Manual de Procedimientos nos:  describe aCt|v1dades especificas o
explicaciones detalladas de la metodologia empleada para realizar el trabajo de
cada departamento, son explicaciones sobre. la forma- ,de Ilevar a. . cabo los
procesos. 7 -

En el Manual de Procedimientos se descnbe cémo se deben hacer Ias cosas,
sin dejar ningun cabo suelto, para alcanzar la Calidad de. los productos ]
servicios. !

El Manual de Procedimientos puede facilitarle a la orgénizacién el
cumplimiento de sus propositos y objetivos de manera efectiva y ordenada. ©'®

Un Procedimiento: Es la descripcion detallada, concreta y comprensible de
todos los pasos que hay que seguir en el desarrollo de una actividad concreta.

La calidad es un concepto cambiante en el tiempo, segun las necesidades. Un
producto que era de calidad. puede dejar de serlo, no porque cambie el producto,
sino porque cambia la necesidad de calidad de los clientes.

Los procedimientos escritos no sélo deben elaborarse correctamente en cuanto
a su forma y contenido. sino que también deben conservarse y actualizarse; y lo
que es mas importante, deben cumplirse siempre, sin dejar lugar a las
interpretaciones o a las variaciones 0

El primer requisito que se recoge en el manual es la forma para la elaboraciéon
de las técnicas. En é! se describiran las premisas que hay que tener en cuenta
para la elaboracion de procedimientos escritos, como son:

a La determinacion de que procedimientos se van a necesitar. Tan
importante como asegurarse de que estén todos los procedimientos
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escritlos para llevar a cabo nuestra actividad, es que no existan
documentos superfluos u obsoletos.

El formato en que se va a elaborar.

Un procedimiento debe ser concreto, con un lenguaje  sencillo,
comprensible y preciso. Puede escribirse siguiendo un diagrama de flujo
© puntos sucesivos.

s Quién es la persona o personas encargadas de redactarlos?

L.as personas que escriban los procedimientos deben conocerlos y
comprenderios a fondo y, por otra parte deben tener cualidades para
una redaccidon concisa y comprensible.

Parece adecuado que los procedimientos los escriban las personas que
estan directamente implicadas en su realizacion habitual, con la ayuda
del responsable de su area de trabajo.

¢ Cuales son los pasos a seguir para la validacidn y aprobacion de un
procedimiento? Antes de poner en practica un procedimiento hay que
realizarlo por 1o menos cinco veces y revisar detenidamente su
efectividad

£l tiempo previsto para su puesta en funcionamiento.

LLos puntos de distribucion de los procedimientos.

LLos procedimientos deben estar siempre disponibles en los lugares
donde se necesiten

Fijar revisiones periodicas, actualizandolas siempre que se produzca
algun cambio y, aunque no los hubiera., se establecera un calendario
para su revision

Meétodo de archivo de los documentos y mecanismos para retirar los
procedimientos obsoletos. No es extrano encontrar procedimientos que
han sufrido modificaciones posteriores, y Que ya no se usan, entre los
procedimientos actualizados. Esto puede ser una importante fuente de
errores. por 10 que deben establecerse mecanismos para que esto no
ocurra 7
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El encabezado de todo procedimiento debe constar de los siguientes puntos:
- El titulo.
- La fecha de inicio.
- . La persona que lo ha aprobado.
- La fecha o fechas de revisiones o actualizaciones posteriores.
- La persona que ha aprobado las revisiones.
- El ambito de aplicacién. . '

- Las personas que lo van arealizar. 7

A veces los procedimientos reduieren explicaciones .- adicionales para su
realizacién, que se recogeran en instrucciones de trabajo. Las cuales no estan

asignadas a personas concretas, y:solamente- explican la forma-de realizar o
utilizar algo. R ; :

Los procedimientos que requieran de alguna instruccién adicional se citaran en
un anexo.
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ANTECEDENTES

Un manual es como un libro que contiene 1o mas sustancial de un tema, y en
este sentido, los manuales son vitales para transmitir, incrementar y aprovechar el
cumulo de conocimientos y experiencias de personas y organizaciones. "%

Algunas organizaciones funcionan bien sin manuales,y‘pqrque cuentan - con
“expertos” de mucha experiencia y preparaciéon en el campo de especialidad del
servicio, y todo (o casi todo) dentro del servicio, a simple vista marcha sin
problemas. Sin embargo. el problema es la alta dependencia que tiene el servicio
con estos expertos Estos expertos son los mas indicados para elaborar los
manuales debido a sus conocimientos y experiencias. 19

La ldgica y el senudo comun de muchas personas reconocen el valor de los
manuales, sin embargo. su elaboraciéon todavia no es una practica coman dentro
de los servicios. Esto se debe a tres causas principalmente: (9

1. Que no sean muy conocidas las técnicas y metodologias para elaborar
manuales,
2. Que no reciba la importancia y €l apoyo de los niveles directivos,
Que la elaboracion y desarroilo de manuales requiere de tiempo por
parte de los responsables de cada area, y este a veces es muy escaso.

Los manuales de procedimientos son herramientas que le facilitan al servicio,
el cumplimiento de sus propoésitos y objetivos de manera efectiva y ordenada. 1%

La calidad de los servicios realizados en el banco de sangre o servicios de
transfusion esta basada en la estricta adherencia a las instrucciones y pautas
descritas en el manual de procedimientos, por lo que estos manuales deben ser
conocidos, entendidos y asimilados por el personal que labora en el area.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Cuadles son los aspectos mas importantes que debe contener un manual de
procedimientos de técnicas inmunohematolégicas para el area de pruebas
cruzadas del servicio de medicina transfusional?

OBJETIVO .

Elaborar un manual de procedimientos de técnicas inmunohematolégicas que
en este momento no existe y que es indispensable para el trabajo que se realiza a
diario en el area de pruebas cruzadas del’ Banco de Sangre.

MATERIAL Y METODO

Ante la necesidad de contar con un manual de técnicas inmunohematoldgicas,
que nos apoyara en el trabajo diario que se realiza en el area de Pruebas
Cruzadas, se hizo una revisiéon para determinar cuales eran los procedimientos
empleados en este lugar, y se planted que el manual deberia contener las

siguientes técnicas inmunohematologicas:

— Determinacion del grupo sanguineo del sistema ABO.
Determinacion del grupo sanguineo del sistema Rh: Determinacion del
Rh(D)
Determinacion del grupo sanguineo del sistema Rh: Determinacion del
Ag D de expresion débil
Prueba de Coombs directo.
Pruebas de compatibilidad usando diferentes medios: salina, medio
proteico (albamina), medio de baja fuerza idnica (Liss), etc.

— Control de calidad de reactivos

10
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Por tal motivo se realizara una revision de los principales procedimientos, su
fundamento e importancia clinica.

Se hizo la revisién de varios manuales de procedimientos de otros Bancos de
Sangre, prontuarios de técnicas inmunohematolégicas y de aigunos libros de
inmunohematologia y se selecciond aquella informacion que estuviera mas
apegada a las técnicas que manejamos en nuestro servicio (aunque no habia
mucha diferencia entre todas), considerando el tipo de pacientes, recursos y
tecnologia disponible disponibles. También se consulté material procedente de
congresos, Ssimposios y cursos de medicina transfusional e Inmunohematologia,
con lo que se actualizd la informacion integrada a este trabajo.

Otra fuente de informacion, también muy importante fueron aigunos libros de
inmunohematologia y medicina transfusional, con lo que se logré ampliar y
reforzar algunos conceptos y principios de cada tema.

Cabe mencionar que en éste manual a diferencia de otros manuales
consultados, se integré una capitulo muy importante que es el Control de calidad
de reactivos, ya que este es parte del trabajo diario que se realiza en el area de
pruebas cruzadas antes de empezar a trabajar en cada jornada que se labora.

11
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Determinaciéon del Grupo Sanguineo del Sistema ABO

DETERMINACION DEL GRUPO SANGUINEO DEL SISTEMA ABO
(Método: Aglutinacién en tubo)

1.0 Objetivo

Contar con una técnica que nos permita determinar la pfesericié o ausencia de
los antigenos dél Sisterna ABO sobre la superficie del glébulo rojo, asi como la de
los anticuerpos naturales regulares en el suero.

2.0 importancia clinica de la doterminacion

El Sistema ABO fue el primer Sistema de grupos sanguineo descubierto, es el
grupo mas importante en la medicina transfusional y ha tenido mucha importancia
en el desarrolio de la transfusion sanguinea, pues la determinacion del grupo ABO
es el paso mas imponante de las pruebas serologicas pretransfusionales, aunque
el estudio de los grupos sanguineos ha contribuido a las ciencias como la
etnologia, antropologia. genética y la medicina forense, el mayor beneficio se ha
reflejado en la clinica de la transfusion sanguinea. ® 'V

Al efectuar un grupe ABO resulta ser mas critico que la determinacion de
anticuerpos Iirregulares, ya que ia gran mayoria de los anticuerpos fuera del
sistema ABQO no causan reacciones hemoliticas graves y de los pacientes
transfundidos  sin la deteccidn de anticuerpos irregulares un porcentaje muy
elevado no sufre graves consecuencias, a diferencia de las secundarias a
incompatibilidad ABO. '®
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Determinacién del Grupo Sanguineo del Sistema ABO

3.0 Método

En la membrana del glébulo’ rojo se encuentran una gran cantidad de
antigenos de grupos sanguineos pertenecientes a varios sistemas, (129

Los antigenos del Sistema ABO tienen naturaleza quimica de carbohidratos.

La tipificacion para el sistema ABO utiliza una reaccion antigeno- anticuerpo
que se expresa como aglutinacion y/o hemolisis para poner de manifiesto la
presencia o ausencia de los antigenos A y/o B, asi como la presencia o ausencia
de los anticuerpos naturales correspondientes.

El sistema ABO comprende dos partes: antigenos presentes en la membrana
de los globulos rojos y sus correspondientes anticuerpos regulares presentes en el
suero o plasma, por |lo que la clasificacién correcta de la sangre debe constar de:

a) Prueba directa: Que consiste en la clasificacion de los antigenos
eritrocitarios del sistema ABO con anticuerpos conocidos (sueros
comerciales Anti-A, Anti-AB y Anti-B).

b) Prueba inversa: Que consiste en la clasificacion de los
anticuerpos regulares Anti-A y Anti-B en suero o plasma
utilizando globulos rojos con antigenos conocidos (eritrocitos Aa,
Az, By O), esta prueba confirma a la prueba directa. as

La determinacion del grupe ABO puede realizarse en tubo o en placa, el
primero de los cuales ofrece una mayor sensibilidad.

El desarrollo de los antigenos A y B se inicia en etapas tempranas de la vida
fetal, aproximadamente a las 6 semanas de vida y van incrementando lentamente
hasta alcanzar al nacimiento el 50% de sitios antigénicos que presenta un adulito.
La expresion maxima se alcanza a los tres afos de vida. & 1817
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Determinacidn del Grupo Sanguineo del Sistema ABO

En receptores menores de 4 meses la prueba inversa puede no ser realizada

ya que en este tipo de pacientes el desarrollo de los anticuerpos naturales todavia
es inmaduro. \'®

3.1 Preparacion dei pacionte

Requiere un ayuno minimo de 4 horas

3.2 Condiciones de manejo do la muestra

Tomar una muestra de sangre en un tubo con o sin. anticoagulante e
identificario perfectamente con el nombre completo del paciente, No. de

expediente o registro. asi como No. de cama y fecha en que la muestra fue
tomada ‘

3.3 Mateorial y aparatos

- Tubos de 10 X 75

- Pipetas Pasteur

- Aplicadores de madera
- Serotuga

- Gradiilas

- Gasas

-  Guantes

16
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Determinacidon del Grupo Sanguineo del Sistema ABO

3.4 Reactivos

3.5

Sueros comerciales Anti-A, Anti-AB y Anti-B
Eritrocitos conocidos A4, A2, By O, susp_endidos al 3-5% en SSF
Solucién Salina Fisiolégica N )

Instrucciones

Realizar el control de calidad correspondiente a especificidad y avidez
de los sueros hemoclasificadores Anti-A, Anti-AB y Anti-B, (Ver ANEXO
A: Control de calidad de reactivos).

Centrifugar la muestra del paciente 5 minutos a 3,400 rom y separar el
suero de los eritrocitos.

Prueba directa.

Tomar una alicuota de eritrocitos de! paciente, lavarlos 3 veces con
SSF durante 1 nminuto a 3,400 rpm cada lavado y preparar una
suspension al 3-5% en SSF

Rotular 4 tubos como Anti-A, Anti-AB, Anti-B y Auto (autotestigo).
como se muestra en el Esquerna 1. Determinacion de grupo
sanguineo

En cada tubo colocar 1 gota de del antisuero apropiado.

Afadir una gota de @ritrocitos problema en cada tubo de ensayo

En et autotestigo (Auto) se colocan 2 gotas del suero del paciente y
una gota de eritrocitos al 3-5% del mismo paciente

Homogenizar la mezcla con movimientos de agitacion suave
Centrifugar de 15 a 30 segundos a 3400 rpm

Desprender el pbotdn de ceélulas del fondo del tubo agitandolo

suavemente. nchnarlo hasta la posicion hornzontal para apreciar

ESIS COH
FALLA DE ORIGLN
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‘Determinacién del i3rupo Sanguineo del Sistema ABO

completamente la aglutinacion y cuantificaria en cruces. Se puede usar
ayuda visual si se considera necesario.
Anotar inmediatamente, tubo en mano, los resultados de Ia agitacion.

Esquema 1. Determinacién de grupo sangUinéo.;‘. :

Prueba Auto- : i Prueba

Directa testigo. © 7 Inversa
@ -
b3 I = e 3
= x 5 =
g =z £ = 3

Prueba inversa:

Rotular 4 tubos como Cel. A4, Cel. A;, Cel. B y Cel. O, como o
muestra e! Esquema 1

En cada tubo colocar 1 gota de células al 3-5% de A,, Az, B y O segun
corresponda

Asiadir dos gotas del suero del paciente a cada tubo de ensayo.
Homogenizar la mezcla con movimientos de agitacion suave.
Centrifugar de 15 a 30 segundos a 3,400 rpm.

Observar el sobrenadante contra un fondo blanco bien tluminado para
detectar hemohsis

Desprender el boton de ceélulas dei fondo del tubo agitandolo
suavemente, inclinarlo hasta ia posicion horizontal y leerlo contra un
fondo bien luminado para apreciar completamente los aglutinados
dispersos. Emplear ayuda visual si se considera necesario.

Anotar inmediatamente. con tubo en mano, los resultados de 1a

aglutinacion

17




Determinacion del Grupo Sanguineo del Sistema ABO

3.6 Interprotacién do los resultados

La presencia de aglutinacion se considera como un resultado posmvo sino hay

aglutinacién se considera  negativo.

Una determinacion correcta del grupo sanguineo se ‘efectia realizando las dos
ya que el

pruebas directa e

autotestigo valida la reaccion. @'

inversa snmultaneameme con eI

autotestigp,

LLas dos pruebas se practican simultaneamente porque ellas se complementan,

el resultado de una verifica el resultado de la otra, ..

La imagen normal de los cuatro prmmpales grupos sanguineos del Sistema

ABO se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Imagen de los Grupos Sﬁnguinoos del Sisteama ABO

GRUFPO
SANGUINEO PRUEBA DIRECTA AUTO- PRUEBA INVERSA

Anti-A Anti- | Anti-B TESTIGO Cel. Col. Col. Col.

AB A Az B o

A + -+ _ _ _ _ + _
T8 _ + I _ + + _ _
- AB ¥ P ” ~ ~ _ .
[«] _ . _ . -+ + + -

Fuente: Instituto Mexicano del Seguro Sociat (21)
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Determinacion del Grupo Sanguineo del Sistema ABO

Los resultados entre las dos pruebas deben ser concordantes, cuando no

ocurre esto se dice que existe una discrepancia en el grupo sanguineo y deben

ser resueltas antes de reponar los resultados o realizar la transfusion. S 1819

Las discrepancias en la determinacion del SABO son el resultado de errores

técnicos, problemas, inherentes a las células o problemas inherentes al suero. (aild

Para solucionar problemas de discrepancia de grupos sanguineos se cuenta

con técnicas adicionales que se manejan en el area de inmunohematologia

especial.

Aunque, antes de 1niciar un estudio minucioso del problema se recomienda:

Revisar el protocolo de trabajo para observar si hubo error en la
anotacion de los resultados.

Revisar las muestras estudiadas, precisando si son las apropiadas, si
no hubo error en la identificacion de ellas, de los tubos en los cuales se
realizaron las pruebas, etc., es decir, revisar el procedimiento
empleado

Controlar la actividad de los reactivos empleados y las condiciones de
las celulas

Si se han cumplido los puntos anteriores y se encontraron en orden,

repita todo e} procedimiento siguiendo una técnica impecable. ('* ¥

3.7 Informe de resultados

Realizada la determinacion del grupo sanguineo, |0s resultados se registraran

en la solicitud de transfusidon con posterior registro en las libretas oficiales.

18
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3.8

Determinacién del Grupo Sanguineo del Susterna ABO

Interferencias-Errores

Errores técnicos comunes en discrepancias de Sistema ABO:

No agregar reactivo o suero

No identificar hemolisis

Relacién antigeno-anticuerpo

Centrifugacion

Reactivos, eritrocitos, solucion sallna contaminada
Relacién inadecuada entre el suero o reactivo y las células rojas
Empleo inadecuado de reactivos y células
Incorrecta identificacion de las muestras

No lavar las células

Contaminacion bacteriana de las muestras
Material de vidrio sucio

Interpretacion

Reporte & '

Frecuencia de Grupos Sanguineos del Sistema ABO

Tabla 2. Proporcién de Grupos Sanguineos del Sistema ABO en

poblaciéon de varias ciudades meoxicanas

Valle de Monterrey Puebla
Grupos Meéxico N. L. Pue.
(o] 70.02 % 68 32 % 75.10 %
A 19.75 % 2145 % 18.44 %
B 7.01 % 8.84 % 5.56 %
AB 1.22% 1.37 % 0.8 %
Fuente: Instituto mexcanoc dei Seguro Social (21)
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Dete ‘minacidn del Grupo Sanguineo del Sistema ABO

5.0 Intonsidad de la reaccién Antigeno-Anticueorpo

La intensidad de las reacciones antigeno-anticuerpo, cuando estas se efectuan
por métodos manuales, la medimos por medio de la aglutinaciéon, misma que se
debe estandarizar por el personal que trabaja en los Servicios de Transfusiones y
Banco de Sangre, de acuerdo a la Tabla 3. :

Tabla 3. Intonsidad de la Reaccidén Antigono-Anticuerpo

Roactividad Aglutinacion Puntuacion

4+ Un solo boton celular 12

3+ Varios aglutinados grandes 10

2+ Varios aglutinados medianos 8

1+ "|Varios aglutinados grandes y pequenos 5

(+) “|Varios agiutinados pequefos 3
g - Aglutinacion muy debil 1

Neg “VAlusencia de aglutinacion 0

Fuente Instituto Mexicano del Sequro Social (21)
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Determinacién del Grupo Sanguineo del Sistema ABO

6.0 Material suplementario

Anexar el inserto vigente de los sueros hemoclasificadores.
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Determinacion del Grupo Sanguinea del Sistema Rh (D)

DETERMINACION DEL GRUPO SANGUINEO DEL SISTEMA Rh (D)
(Método: Aglutinacién en tubo)

1.0. Objetivo

Contar con una técnica que nos permita determinar la presencia o ausencia del
factor Rh o antigenao D en la membrana del eritrocito por el método de
aglutinacion en tubo.

2.0 !mportancia clinica de la determinacion

E! sisterma Rh esta constituido por 5 antigenos D, E, C, ey c, es el mas
complejo de los sistemas de grupos sanguineos eritrocitarios

Después del sistema ABO, es el mas importante de los sistemas sanguineos
humanos, ya que el antigeno D es altamente inmunogénico y tiene una gran
trascendencia clinica dado que la mayoria de sujetos Rh negativo experimentan
una inmunizacion primaria al factor Rh tras una sola exposicidn a eritrocitos Rh
positivo. éstos entrarn a la circulacion de un sujeto Rh(D) negativo ya sea, por

transfusion sanguinea como por hemorragia transplacentaria. 8. 11.17. 20y

En tas pruebas pretransfusionales es obligatorio, conjuntamente con la
determinacion del sistema ABQO, establecer ta presencia o ausencia del factor Rh
(D) tanto en el donante como en el receptor. para asegurarse que el paciente
reciba este tipo de sangre 'Y

Su descubrnmiento ha significado un aporte inmenso de la inmunohematologia
a la medicina climca. porque permitio conocer y prevenir muchas de !as
reacciones hemoliticas transtusjonales. Asimismo. permitid conocer la

etiopatogenia y desarrollar la profilaxia de la enfermedad hemolitica del recién
nacido. ¥
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Determinacion del Grupo Sanguineo del Sisterna Rh (D)
3.0 Meétodo

Los antigenos del sistema Rh se encuentran dnicamente en humanos y en
algunos primates. Son proteinas que se encuentran unidas a la membrana integral
del eritrocito. **

El sistema Rh se encuentra bien desarrollade al nacimiento.

La terminologia Rh positivo y Rh negativo se usa para referirse a la presencia
o ausencia del factor Rh o antigeno D, presente en la membrana del gldbulo rojo vy
desde el punto de vista clinico. se considera que es suficiente dividir a los
humanos en estos dos grupos. La distincion se hace clasificando los glébulos rojos
con el suero Anti-Rh o Anti-D producido en humanos. Las muestra de sangre que
son aglutinadas por dicho suero se clasifican como Rh (D) positivo y denotan la
presencia del antigeno Rh (D) en la membrana del eritrocito. las sangres que no
muestran aglutnacion son denominadas R (D) negativas y expresan la ausencia
del antigeno D

3.1 Proparacidon del paciente

Requiere un ayuno minimo de 4 horas.

3.2 Condiciones doe manejo de la muestra

Tomar una muestra de sangre en un tubo con o sin anticoagulante e
identificarlo perfectamente con el nombre completo del paciente, No. de
expediente o registro. asi como No. de cama y fecha en que fue tomada la
muestra.
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3.3

3.4

Determinacion del Grupo Sanguineo dei Sistema Rb (D)

Material y aparatos

- Tubos de 10x75

- Pipetas Pasteur

- Aplicadores de madera
- Serofuga

- Gradillas

- Gasas

- Guantes

Reactivos

- Suero comercial Anti-D
- Suero comercial Control Rh
- Albumina bovina al 22%

- Solucion Salina Fisiologica

Instrucciones

- Realizar el control de calidad correspondiente a especificidad y avidez
del suero hemoclasificador Anti-D. tal y como se indica en el ANEXO A:
Corntrol de Calicliad de Reactivos

- Centrifugar la muestia del paciente 5 minutos a 3.400 rpm y separar el
suero de ios erntrocitos

- Tomar una alicuota de entrocitos. lavarlos 3 veces durante 1 minuto a
3,400 rpm cada tavado y preparar una suspension al 3-5 % en SSF.

- Rotutar dos tubos Uno como Anti-D y otro como Control Rh (Ver
Esquema 2)

- Anadir una gota de 1a suspension de eritrocitos al 3-5 4 en cada tubo.

26
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Determinacion del Grupo Sanguineo del Sistema Rh (D)

Adicionar una gota de suero Anti-D al tubo marcado como Anti-D.
Al tubo marcado como Control Rh adicionar una gota de suero
comercial Control Rh o bien Albamina bovina al’

22%,  segun lo
especificado por el fabricante. Lot

Esquema 2. Detorminacién del Rh (D)

Conlrol Rh{

Homogenizar la mezcla con movimientos de agitacion suave.
Centrifugar a 3,400 rpm por 90 segundos o segun las especificaciones
del fabricante.

Resuspender suavemente el botdn de células del fondo del tubo v leer

anotando grados de aglutinacidon por cruces, €n cada tubo y reportar.

3.6 Interpretacién de resuitados

La aglutinacién de los glébulos rojos indica la presencia del antigeno D y se
considera como un resultade positivo,

sino hay aglutinacion se considera
negativo.

Seguir los siguient@s esquemas como criterios de clasificacién del antigeno
Rh (D), Ver la Tabla 4.
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Tabla 4. Criterios do! Clasificacion dol antigeno Rh (D)

Determina;:ién del Grupo Sanguineo del Sisterna Rh (D)

Tubo Tubo

Anti-D Control Rh Interpretacion
Aglutinacion 2+, 3+ 0 4+ Neg Rh Positivo
Aglutinacion (+y/79 Neg Posible DY
Aglutinacion Neg Neg Rh Negativo o posible DY
Aglutinacién + +

Autoaglutinacién

-« Si en el tubo Mmarcado como Anti-D se obtiene una aglutinacion de 2+,
3+ 0 4+ y en e! tubo marcado como Control Rh no hay aglutinacion, en

este caso no hay problema, ya que se esta poniendo en evidencia el

antigeno D y este resultado se reporta como:

< Si

Rh positivo

en el tubo marcado como Anti-D se obtiene una aglutinacion

negativa o débilmente positiva y en el tubo marcado como control-Rh no

hay aglutinacion.

expresion débi (D)

a bacer

la determinacion det

se debe repetir la prueba y si se obtiene el mismo
resultado., se procede

antigenoc D de

- Si se presenta aglutinacidon en el tubo marcado como Anti-D y en el

tubo marcado como control

Rh.

la prueba se

invalida por ser una

Autoaglutinacion y se debe proceder a evaluar esta situacion con pruebas

especiales del area de inmunohematologia.

T

nG
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3.7

Determinacion del Grupo Sanguineo del Sistema Rh (D)

Informe de resuitados

Realizada la determinacién del grupo sanguineo.del Sistema Rh (D), los
resultados se registraran en la solicitud de transfusion con pdsterior registro en las

libretas oficiales.

3.8

Interforencias-Erroros

Contaminacion de las muestras de sangre, reactivo y/o materiales
adicionales.

Fibrina en el suero

Deterioro de las inmunoglobulinas o anticuerpos por conservacion
mnadecuada o caducidad.

Muestras de sangre viejas, las cuales pueden dar reacciones débiles
comparadas cuando se utihzan células frescas.

Suspension de células muy dituidas o muy concentradas,

La colocacion erronea de un determinado reactivo en el tubo que no le
corresponde

Bloqueo de los antigenos presentes en la membrana del eritrocito por
exceso de anticuerpos

identiticacton de hemaolisis como reaccion negativa.

Una excesiwva centrifugacion puede dar como resultado dificultad en la
resuspension del boton de ceélulas en ta prueba en tubo

Examinacion de la aglutinacion  inapropiada  (generalmente una
agitacion muy tuerte) La r(esuspension de las reacciones en los
procedinientos de tubo se deben realizar con una agitacion suave. Si
se agita muy fuerte pucde causar [a dispersion de ta aglutinacién.
Desviacion del procedimiento Je prueba recomendado

No agregar el reactivo

Bloqueo te los antigenos presentes en la membrana del eritrocito por

eXCeSO ¢ anticuerpos

29




Determinacion del Grupo Sanguineo del Sistema Rh (D)

4.0 Froecuoncia de Grupo Sanguineo del Sistoma Rh (D)

Tabia 5. Proporcion do grupos Sanguineos dol Sistema Rh (D) on varias
ciudades moxicanas

Grupos . Valle de Monterrey Puebla
Factor Rh (D) México q NL. Pue.

Positivo 97.08 % 94.52 % 98.94 %

Negativo 2.92 % 547 % 1.06 %

Fuenta Instituto mexcano del Seguro Socral (13, 21)

Tabla 6. Proporcion de grupos Sanguineos del Sistema Rh (D) en México y
otros paises de América

Grupos Estados
Factor Rh Meéxico Venezuela Argentina Unidos
(D) (blancos)
Positivo 97.36% 93.0% 85.0% 85.0%
Nogative |~ 264% 7.0% 15.0% 15.0%
Fucnte institaio Mexicano del Segurto Social (13), Radillo, 1999 (8)
TESIS ooy
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Determinacion del Grupo Sanguineo del Sistema Rh (D)

5.0 Intensidad de la reaccién Antigeno-Anticuerpo

La intensidad de las reacciones antigeno-anticuerpo, cuando estas se efectuan
por métodos manuales, 1a medimos por medio de la.aglutinacién.;misma que se

debe estandarizar por el personal que trabaja en los Servicios de Transfusiones y
Banco de Sangre, de acuerdo a la Tabla 6.

Tabla 6. Intensidad do la reaccion Antigeno-Anticuerpo

Reactividad Aglutinacion Puntuaciéon

4+ Un solo botdn celular 12
- 3+ Varios aglutinados grandes 10

2+ Varios aglutinados medianos 8
T i T T [WVarios agiutinados grandes y pequenos 5
T (<Y 7T T varios agiutinados pequenos 3
TG T T T Agiatinacion muy deébil 1
7T Nég | |Ausencia de agiutinacion 5

FLonie INSUIU0 MexXicans ded Seguio Socint 1.71)
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Determinacion del Grupo sanguineo del Sistema =N (L ,'

6.0 Material Suplomentario

Anexar insertos vigentes de

reactivos
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Determinacion del Antigeno D de expresion débil (DY)

DETERMINACION DEL ANTIGENO D DE EXPRESION DEBIL (DY)
1.0 Objetivo

Contar con una técnica que nos permita determinar la presencia o ausencia del
antigeno D de expresién débil (DY) en la membrana del glébulo rojo.

2.0 Importancia clinica do la determinacion

LLos gldbulos rojos que no son inmediatamente aglutinados, no pueden ser
facilmente clasificados como Rh negativo, porque algunos de los glébulos Rh
positivo, quizas no sean directamente aglutinados por el suero Anti-D. Los
globulos rojos son D positivos porque el antigeno D esta presente, pero pruebas
adicionales como la antiglobulina humana (AGH) quizas sea requerida para
demostrar la presencia del antigeno D de expresion débil (DY),

El DY en donadores. La idea ampliamente difundida de que no se debe
transfundir sangre D"  a receptores con antigeno Rh(D) negativo, se basa en el
hecho de que los entrocitos DY, aungue soélo son débilmente D positivos, podrian
provocar una respuesta inmune frente al antigeno D. Aunque la sangre DY es
menos Inmunogénica que el antigeno D positivo, todos los donadores con DY se
deben clasificar como Rh (D) positivo. ya que los eritrocitos ok pueden sufrir una
hemolisis acelerada s1 se introducen en la circulacidon de un receptor cuyo suero ya

contenga Anti-D '

El DY en receptores. Tedricamente un receptor DY | puesto que es D positivo
puede recibir sangre Rh positivo sin riesgo de ser inmunizado. Sin embargo. si la
condicion DY de los entrocitos significa que carecen parcialmente del mosaico D,
existe la posibilidad de que esta sangie provoque la aparicion de una forma de
Anti-D ° Y

34
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Determinacién del Antigeno D de expresion débil (DY)

Los Estandares de la Asociacion Americana de los Bancos de Sangre (AABB)
establecen que las muestras de sangre de donadores que no reaccionan con Anti-
D, deben ser analizadas para determinar si no son DY vy deben etiquetarse como
D positivo si el resuitado de la prueba es positivo. @

Los receptores Rh negativo clasificados erréoneamente como Rh positivo por la
prueba DY corren el riesgo de quedar inmunizados frente al antigeno D. ®

3.0 Método

Inicialmente se pensd que los eritrocitos pudieran clasificarse solamente como
Rh positivos y Rh negativos. pero algunas diferencias encontradas en el
hemoclasificacion del antigeno D, condicionaron lo siguiente: o

El término Du fue introducido por Straton en 1946, como una definicion
descriptiva para globulos rojos D positivo que fueron aglutinados débiimente y
solamente por ciertos antisueros.

Estos fenotupos DY pueden surgir por diversas circunstancias genéticas
diferentes:

» E! gen D codfica un antigenc "D" débilmente reactivo: esta
caracteristica aparentemente es esencialmente cuantitativa y condiciona
a una disminucion en el nimero de moléculas de la proteina D en la
superficie del globulo rojo
» Un efecto de “posicion trans”, segimn el cual en algunos genotipos, el
gen “C” en un cromosoma. parciaimente suprnme la expresion del gen
"D” en el otro

Este metodo se basa en que los gidbulos rojos que posean un antigeno D débil
pueden dar una reaccidn negativa o perceptiblemente mas débii que 1o normal en
la fase de aglutinacion directa con el suero Ant-D en la prueba, pero dara

normalmente agiutinacion definitva_con la antiglobulina humana (suero de
36




Determinacién del Antigeno D de expresién débil (DY)

Coombs). La no aglutinacion en la fase de amiglobulina‘ihdica que, el anﬁgeno D
capaz de ser detectado por este reactivo, no esta]preﬁente en: las células
probadas. (137 R R : i

3.1 Preparacién del paciente

Requiere un ayuno minimo de 4 horas.

3.2 Condiciones de mancjo deo la muastra

Tomar una muestra de sangre en un tubo con o sin. anticoagulante e
identificarlo perfectamente con el nombre completo del  paciente, No. de

expediente o registro, asi como No. de cama y fecha en que fue tomada la
muestra.

3.3 Material y aparatos

- Tubosde 10x 75

- Pipetas Pasteur

- Aplicadores de madera

- Serofuga

- Bano Maria a 37°C con termometro
- Gradilla

- Gasas

- Guantes
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Determinacidén del Antigeno D de expresion débil (D“)

3.4 Reactivos

- Suero comercial Anti-D

- Suero comercial Contro! Rh

- Albdamina bovina al 22%

- Suero Antiglobulina Humana (Suero de Coombs)

- Solucion Salina Fisiologica

-  Suspension del 3-5% de eritrocitos sensibilizados

3.5 Instrucciones

- Ademas del control de calidad que se le realiza al suero Anti-D,
también se tiene que realizar el control de calidad correspondiente a
Titulacion del suero Antiglobulina Humana (AGH), tal y como se indica
en el ANEXO A Control de Calidad de Reactivos.

Cuando el resultado de la prueba para determinar el antigeno D es débilmente
positiva o negativa, se debe repetir ia prueba, si la segunda determinacion es igual
que la primera, se prosigue de la siguiente manera:

- Incubar a 37°C durante 15-30 minutos los mismos tubos de la reaccién

(Ver Esquema 3)

Esquema 3. Doterminacion de! DY

AniD ()
Control Rh{ )
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Determinacion del Antigeno D de expresion débil (D“)

Centrifugar 90 segundos a 3,400 rpm.

Leer, determinando el grado de aglutinacion presente en cada tubo y
reportar. '

Si se observa una aglutinacion macroscopica ( 2+, 3+ 0 4+), no es
necesario continuar. Las células de prueba son D positivo, como 1o
muestra el siguiente Esquema 4. ’ ‘

Esquema 4. Dotorminacién del DY

antiD ()
Control Ri

Aglutinacion 2+, 3+ 0 4+

y4
0
Q

En este caso el resultado se reporta asi: Rh positivo

o

Ag D positivo

Pero si la imagen obtenida fuera la mostrada en el Esquema 5.

Esquema 5. Determinacion del DY
-
Q
2
<L

eg

Control Rh| .

Aglutinacion

Z
Z
®

«Q
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Determinacion del Antigeno D de expresion debil (DY)

Lavar las células que han mostrado un resultado negativo o dudoso,
por lo menos 3 veces con solucién salina fisiologica durante 1 minuto
cada lavado a 3,400 rpm, teniendo cuidado de decantar la salina entre
cada lavado y de resuspender las células por completo cuando se
afiada la salina para el siguiente lavado.

Después del ultimo lavado decantar perfectamente la solucion salina y
con un papel absorbente o gasa secar el borde de los tubos inclinados.
Agregar 1 gota del suero de Coombs (AGH) y mezclar perfectamente.
Centrifugar de 15 a 30 segundos a 3,400 rpm.

Leer observando ausencia o grado de aglutinacion en cada tubo y
reponar.

Si se obtiene la imagen mostrada en €l Esquema 6.

Esquoma 6. Determinaciéon del DY

- -
=
o 3
2 s
i3 g
(&}

Aglutinacion Neg Neg

El resuitado se reporta como . DY negativo

o

Rh negativo
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Determinacién del Antlgeno D de expresion débil (D“')

- Pero sila imagen es la mostrada en el Esquema 7.

Esquema 7. Dotorminacién del DY

Control Ri{ ) - -

Aglutinacién

Pos

Lz
]
‘lQ

El resultado se reporta como; ‘DY positivo

- Silaimagen obtenida es la mostrada en el Esquema 8.

Esquema 8. Determinacién del. DY

Control Rh| .

Aglutinacion

Pos

T
o]

S

El resultado se invalida, ya que el tubo marcado como Control Rh
debe dar un resultado negativo para validar la tipificacion.

El reactive marcado como Control Rh contiene la misma solucidon que
tiene el suero Anti-D a excepcidn del anticuerpo Anti-D.
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Determinacion del Antigeno D de expresién débil (DY)

-  Consumo de la Antiglobulina Humana
Cuando una técnica se ha llevado hasta Coombs y el resultado es
negativo se completa con la prueba del consumo de la antiglobulina
para asegurarse que la antiglobulina quedao libre.
Esta prueba se basa en que el suero de Coombs que no reacciond, se
utilice o consuma cuando se le agreguen glébulos rojos,sénéibilizados

y se realiza de la siguiente manera:

- Los tubos que en la prueba de Coombs hayan dado’un resuftado
negativo, se les agrega una gota de glébulo"s" foj "s:‘s'en:sibilizados
(previamente lavados y suspendidos al 3- 5% en SSI) -

- Centrifugar de 15 a 30 seg. A 3,400 rpm.. K

- Leer aglutinaciéon.

E1 resultado debe ser positivo, lo que asegura una reaccidén negativa

22

verdadera

3.6 Intorpretacion de resultados

ta aglutnacion indica un resultado positivo para el antigeno D, es decir; el
antigeno D esta expresado débilmente. E! tubo marcado como Control Rh debe
ser negativo, en caso contrario investigar con técnicas inmunohematologicas

especiales la causa de la autoaglutinacion.

Ver resultados segun el esquema obtenido como se muestra en las

mstrucciones.

41




Determinacién del Antigeno D de expresién débil (DY)

3.7 Informo de resultados

Realizada la determinacion del antigeno D de expresion -débil (DY), los
resultados se registraran en la solicitud de transfusién o en la libreta de registro de
donadores. ’

3.8 Interferoncias-Erroros

- Contaminacion de las muestras de sangre, reactivo y/o materiales
adicionales.

- Temperatura o tiempo de incubacion inapropiados.

- Deterioro de ias inmunoglobulinas o anticuerpos por conservacion
inadecuada.

-  Muestras de sangre viejas. las cuales pueden dar reacciones débiles
comparadas cuando se utilizan células frescas

-  Suspension de ceélulas muy diluidas o muy concentradas.

- La colocacion erronea de un determinado reactivo en el tubo que no le
corresponde

- Una excesiva centrifugacion puede dar como resultado dificultad en la
resuspension del botén de celulas en la prueba en tubo.

- Examinacion de {a aglutinacidon inapropiada (generalmente una
agitacion muy fuerte) La resuspension de las reacciones en los
procedimientos de tubo se deben realizar con una agitacion suave. Si
se agita muy fuerte puede causar la dispersion de 1a aglutinacion.

- Desviacion del procedirmento de prueba recomendado. 9
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Determinacion del Antigeno D de expresion débil (=)}

4.0 Intonsidad de la reaccidn "Antigeno-Anticuorpo

La intensidad de las reacciones antigeno-anticuerpo, cuando estas se efectuan
por métodos manuales,; la medimos por medio de la aglutinacién, misma que se
debe estandarizar por el personal que trabaja en los Servicios de Transfusiones Y
Banco de Sangre, de acuerdo a la Tabla 8.

Tabla 8. Intensidad do la reaccidn Antigeno-Anticuerpo

Reactividad Aglutinacion Puntuacién
4+ Un solo botén celular 12
3+ Varios aglutinados grandes 10
T T2+ 77 {vanos agiutinados medianos 8
T T A+ T {varios aglutinados grandes y pequenos 5
+) 7| Varios aglutinados pequenos 3
g " lAglutinacién muy aébil 1
- Neg "7 |Ausencia de aglutinacien 5]
Fuente Instituto Memcaono del Saauro Social (21
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Determinaciéon del Antigeno D de expresidn débil (OY)

5.0 Material suplementario

Anexar insertos vigentes de los reactivos.
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Prueba de Coombs Directo

PRUEBA DE COOMBS DIRECTO

1.0 Objetivo

Establecer una técnica inmunohematologica que nos permita saber si los
glébulos rojos de un paciente han sido sensibilizados en su propio organismo

(sensibilizacion in vivo). .

2.0 Importancia clinica de la determinacién

La prueba de la antiglobulina humana directa (Prueba de Coombs directo), es
usada para detectar la sensibilizacion in vivo de los glébulos rojos y nos
demuestra la presencia de eritrocitos recubiertos con anticuerpos y

complemento. ®

Es de gran valor en el diagnéstico de ia:
a) Enfermedad hemolitica del recién nacido.
b) Anemia hemoclitica autoinmune.
c) Anemia hemolitica y sensibilizacién inducida por drogas.

d) Investigacion de reacciones transfusionales. & 141810

En los casos anteriores se presenta una destruccion precoz de los eritrocitos
debido a anticuerpos especificamente dirigidos a antigenos eritrocitarios. En la
Enfermedad Hemolitica del Recién Nacido (EHRN), a2 madre es la que forma
anticuerpos, contra los eritrocitos del recién nacido., quien posee antigenos

heredados del padre y de los que la madre carece. ('

En la Anemia Hemolitica Autoinmune, el paciente afectado por una regulacion
defectuosa de su respuesta inmune, es capaz de desarrollar anticuerpos

(autoanticuerpos) contra sus propios eritrocitos. a3
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Prueba de Coombs Directo

En la investigacion de las Reacciones transfusionales; los pacientes sometidos
frecuentemente a transfusiones  de eritrocitos,” pueden “desarrollar- también
anticuerpos. ('3

3.0 Método

La fijacion de anticuerpos IgM a los glébulos rojos‘éeneralmente producen
aglutinacion, por el contrario, los anticuerpos IgG se ﬁan a los globulos rojos, pero
generalmente no producen aglutinacién.

L.a sensibilizacion de los glébulos rojos por IgG puede detectarse medlante la

técnica de la antiglobulina humana (prueba de Coombs) 7‘ )

El principio de la prueba de antiglobulina humana ) es, - detectar
inmunoglobulinas de clase 1gG y/o fracciones del complemento C3d; unidos a'los
glébulos rojos. & :

El fundamento de ia prueba de antiglobulina se basa en los siguientes
principios:

1) Los anticuerpos y complemento humano son globulinas diferentes a las
de otras especies, comportandose asi como antigenos cuando se
inyectan en otros organismos.

2) Si se inyecta a un conejo globulinas humanas purificadas, el animal las
reconoce como extrafas y elabora anticuerpos contra ellas. Estos
anticuerpos tendran especificidad antiglobutlina humana.

3) Si las moléculas de la globulina, sean anticuerpos o complemento, se
fijan en ta membrana del glébulo rojo, el suero antigiobulina se
combinara con ellas y causara aglutinacion de las células. En cambio,

si los glébulos rojos no estan sensibilizados. no habra aglutinacion. "7

a7
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Prueba de Coombs Directo

La sensibilizacion de los globulos rojos se detecta con la ahtiglobulina directa,
se fundamenta en que detecta anticuerpo o complemento unido al. glébulo rojo y
es positiva cuando la sensibilizacién del glébulo rojo es in vivo. 18 1617

La prueba de Coombs Directo sirve para poner de manifiesto los anticuerpos
1gG; los cuales no provocan una aglutinacién visible.

3.1 Preparacién dol paciente

Requiere ayuno minimo de 4 horas.

3.2 Condiciones de manejo do la muestra

Tomar una muestra de sangre en- un’ tubo con'anticoagulante EDTA e
identificarlo perfectamente con el nombre  completo del  paciente, No. de

expediente o registro;, asi como No. de ‘cama 'y fecha en que fue tomada la
muestra. ’ ‘

3.3 Material y aparatos

- Tubosde 10x 75

- Pipetas Pasteur

- Aplicadores de madera
- Serofuga

-  Gradilla

- Gasas

-  Guantes
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Prueba de Coombs Directo

3.4 Roactivos

- Suero antiglobulina humana pohespacifco (Suero de Coombs)

- Soluciéon Salina Fisioldgica

- Suspension del 3-5% de glébulos ro;os sensmmzados (G R S)

- Suspension del 3-5% de gldbulos rojos no sensnbvlhzados (G R.N.S.)

3.5 Instrucciones

- Realizar el control de calidad correspondlente a Tltulacuon del .Suero
Antiglobulina Humana (AGH), tal y como se-. lnd|ca en eI ANEXO A
Control de calidad de reactivos.

Preparacién de los gldbulos rojos . .

- Marcar tres tubos : uno como PROB.- '(Problema; eritrocitos ‘del
paciente), otro como G.R.S. (Glébulés" Rojés‘ Sensitiilizadoé.) y el
tercero como G.R.N.S. (Glébulos Rojos No Sensmlllzados). como se
muestra en el Esquema 9.

Esquema 9. Preparacion de glébulbs rojos

PROB. ()

- Colocar en cada tubo, una gota de globulos rojos como corresponda.
- Lavar los tres tubos marcados, tres veces con SSl a 3.400 rpm durante
un minuto cada lavado y resuspender las células del 2-5%.

TESIS CON
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Prueba de Coombs Directo

Preparacion del suero de Coombs (AGH)

- Preparar un esquema de trabajo , marcando 4 series de tubos para
tener diluciones progresivas del suero de Coombs (AGH), que Iran
desde AGH sin diluir hasta la dilucién 1:256, como se muestra en e
Esquema 10.

1

Esquema 10. Diluciones del suero de Coombs

o 89898
./

zssJ) |

SERIE |

( AGH. ()
C
6 () (s )
2 () ()

SERIE 11

=
) (G

2 () (1

SERIE NI

( ‘i:zss ()(1256() - C C

) =D

6 () (1
2 () (1

256 ()

SERIE IV

1

Coras ) ( GRs) () - (Comen ()

(1
(1

( 14
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Prueba de Coombs Directo

SERIE I: Para preparar las diluciones progresivas del suero de Coombs.

A partir del tubo 1:2 hasta el tubo 1:256 colocar 15 gotas de SSF.

Al tubo 1:2 agregar 15 gotas del suero de Coombs y homogenizar.
Pasar del tubo 1:2 at tubo 1:4 15 gotas de la dilucidn y homogenizar.
Pasar del tubo 1:4 al tubo 1:8 15 gotas de la dilucién y homogenizar.
Pasar del tubo 1:8 al tubo 1:16 15 gotas de la dilucién y homogenizar.
Pasar del tubo 1:16 a! tubo 1:32 15 gotas de la dilucidon y
homogenizar.

Pasar del tubo 1:32 al tubo 1:64 15 gotas de la dilucion y
homogenizar.

Seguir la misma secuencia hasta tubo 1:256, donde se deben
descartar 15 gotas.

SERIE I, 1 Y Iv:

Colocar en los tubos de las SERIES i, liLy IV nﬁarcadoé'como S/D, dos
gotas del suero de Coombs sin diluir directahﬂente,del frasco.,i

Del tubo marcado como 1:2 de la'SERIE 1, tomar una muestra-de la
dilucién y colocar dos gotas a los tubos de la SERIE Il, SERIE il y
SERIE IV marcados como 1:2.

Del tubo marcado como 1:4 de la SERIE |, tomar una muestra de la
dilucion y colocar dos gotas a los tubos de la SERIE I, SERIE Il y
SERIE IV marcados como 1:4.

Del tubo marcado como 1:8 de la SERIE |, tomar una muestra de la
diluciéon y colocar dos gotas a los tubos de la SERIE I, SERIE Il y
SERIE IV, marcados como 1:8.

Del tubo marcado como 1:16 de la SERIE |, tomar una muestra de la
dilucion y colocar dos gotas a los tubos de la SERIE 1l, SERIE 1l y
SERIE IV, marcados como 1:16.

Del tubo marcado como 1:32 de la SERIE I, tomar una muestra de la
dilucion y colocar dos gotas a los tubos de la SERIE I, SERIE Ul y
SERIE 1V, marcados como 1:32.
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Frueba de Coombs Directo

Del tubo marcado como 1:64 de la SERIE |, tbrhéf una‘rmué'sifa de la
dilucidon y colocar dos gotas a los tubos 'de:la SERIE;II.: SERIE I y
SERIE IV, marcados como 1:64: S :

Del tubo marcado como 1:128 de la SERIE l tomar u
diluciéon Y. colocar dos gotas a los tubos de la SERIE
SERIE IV, marcados como 1:128,

Del tubo . marcado como 1:256 de la SERIE |, tomar una muestra ‘de la
dilucidon y colocar dos gotas a los tubos de la SERIE ll SERIE NI y
SERIE {V, marcados como 1:256. :

. SERIE wy

Adicionar a cada tubo de la SERIE ll, una gota de la suspension al 2-
5% de los gldbulos rojos problema y mezclar suavemente.’

Adicionar a cada tubo de [a SERIE Ill, una gota de la suspension al 2-
5% de los G.R.S. y mezclar suavemente. i

Adicionar a cada tubo de la SERIE IV, una gota de la suspension al 2-
5% de los G.R.N.S. y mezclar suavemente.

Centrifugar todas las series a 3,400 rpm por 15-30 segundos.

Leer cada tubo y anotar el grado de la aglutinacion en la siguiente
tabla:

DILUCIONES DEL SUERO DE COOMBS
S/ID{ 121 1:14|1:8]1:16 [ 1:32 ] 1:64 | 1:128 | 1:256
SERIE Ul PROSB.
SERIE NI G.R.S.
SERIE tV G.R.N.S.
Consumo
AGH

&2
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Prueba de Coombs Directo

Consumo del suero de Coombs (CAGH)
Es la validacion de la prueba de Coombs, que se basa en que el suero de
Coombs que no reacciond, se utilice o consuma cuando se le agreguen

glébulos rojos sensibilizados vy se realiza de la siguiente manera: (1% 2"

- Los tubos que en la prueba de Coombs hayan dado resultado negativo,
se le agrega una gota de la suspension de gldbulos rojos al 3-5%
sensibilizados (G.R.S.)

- Centrifugar 15-30 segundos a 3,400 rpm.

- Leer los resultados.

La presencia de aglutinacidn nos indica que el sistema de prueba se
efectud correctamente. "

En caso de resultado negativo, la prueba sera invalidada y se tendra que
realizar nuevamente.

3.6 Interprotacion de rosuitados’

La aglutinacion de la prueba de antlglobuhna dnrecta consmuye un resultado

positivo e indica la presencia de antlcuerpos IgG: y/o ccmplemento pegados al
an . .

glébulo rojo.

La no aglutinacién de la prueba constituyey uh‘ esuitadc ativo’ e indica 1a

ausencia de anticuerpos IgG o componentes del

etectable en los
glébulos rojos, sujeto a pruebas de control satisfac LR

La intensidad de la reaccidén nos. senala aunque de manera gruesa la cantidad
de anticuerpos pegados al eritrocito. @'
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Prueba de Coombs Directo

SERIE i, tubos con glédbulos rojos problema (PROB); si la prueba de Coombs
directo muestra aglutinacion, se interpreta como positiva y se reporta indicando
el titulo y la puntuacién , como se indica a continuacion:

Prueba de Coombs Directo: Positiva
Titulo: XY
Puntuacién: Z puntos

8Si no hubo aglutinacién, la prueba de Coombs Directo es negativa y significa
que no existe autosensibilizacién: eritrocitaria y se reporta como: -

Prueba de Coombs Directo: Negativa

Este resultado negatiﬁvo se valida-con la ‘positividad del Control de la
Antiglobulina Humana (CAGH), lo que asegura una reaccidn negativa verdadera.

Si Ioé glébulos rojos sensibilizados (G.R.S.) no aglutinan en el CAGH, el
resultado de {a prueba de Coombs se invalida.

SERIE I, tubos con glébulos rojos sensibilizados (G.R.S.). debe presentar
aglutinaciones de intensidad decreciente , considerandose positivo hasta la lectura
de una cruz, cuando la aglutinacion es granienta se considera el resultado
negativo. '

SERIE IV, tubos con gldbulos rojos no sensibilizados (G.R.N.S.) no deben
presentar aglutinaciones, puntuacion = 0. ' El método queda validado si resuita
positiva {a prueba de Consuno de la antiglobulina humana (CAGH).




Prueba de Coombs Directa

3.7 Informo de resultados

Realizada la prueba los resultados se regnstrarén en Ia hbreta de trabajo.
Se reportaran estos resultados en la libreta . de: control de pacuentes y en. el
formato de resultados de pacientes hospltahzados y de consulta externa

Los resultados se entregaran al meduco tratante del pac‘ent oéhltallzado y
directamente al paciente de consulta externa, en.un termnno de 5 dlas héblles por

el personal quimico responsable.

3.7 Intorferencias-Errores

- Uso de reactivos mal conservados.

- Material de vidrio usado mal lavado, contaminado con proteinas.
- No tavar las células o lavados insuficientes.

- No anadir el reactivo AGH.

- Contaminacidn o neutralizacion del reactivo AGH.

- Centrifugacion incorrecta.

- Inadecuada realizacion de diluciones.

- Uso de pipetas Pasteur de diferente calibre.

- Técnica mal llevada a cabo.

- Examinacion incorrecta de la aglutinacion. &9
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Prueba de Coombs Directo

4.0 Intensidad do la reaccion Antigono-Anticuorpo

La intensidad de las reacciones antigeno-anticuerpo, cuando estas se efectuan
por métodos manuales, la medimos por medio de la aglutinacién, misma que se
debe estandarizar por el personal que trabaja en los Servicios de Transfusiones y

Banco de Sangre, de acuerdo a la Tabla 9.

Tabla 9. Intonsidad de la reaccidén Antigeno-Anticuerpo

Puntuacién

[ Reactividad Aglutinacién

4+ Un solo botén celular 12
3+ Varios aglutinados grandes 10
2+ Varios aglutinados medianos 8
1+ Varios aglutinados grandes y pequenos 5
(+) Varios aglutinados pequerios 3

g Aglutinacion muy débil 1
Neg Ausencia de aglutinacion o}

El titulo y la puntuacion son valores usados como una

Fuente: Instituto Mexicano del Seguro Social (21)

indicacion de la

concentracion de anticuerpos y se establece con una serie de diluciones
sucesivas, la ultima dilucidn en donde se observa la minima aglutinacion de las
células es el titulo que se reporta y a cada intensidad de aglutinacién se le asigna

un valor los cuales son sumados obteniéndose la puntuaciéon.
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Prueba de Coombs Directo

Ejemplo:
DILUCIONES DEL SUERO DE COOMBS
S/D 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 | 1:128 | 1:256
REACTIVIDAD a4+ 4+ 3+ 3+ 2+ 1+ a Neg Neg
PUNTOS 12 12 10 10 8 S 1 [o] o

TITULO: 1:64

PUNTUACION: 58 puntos
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Prueba de Coombs Directo

5.0 Matarial suplementario
Anexar el inserto vigente del suero de Coombs (AGH)

&8
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Pruebas cruzadas de compatibilidad
PRUEBAS CRUZADAS DE COMPATIBILIDAD

1.0 Objetivo

Contar con una técnica que nos permita demostrar la ausencia de anticuerpos
especificos regulares e irregulares de importancia clinica en el suero del receptor
contra los glébulos rojos del donador (Prueba mayor) y anticuerpos en el suero del
donador, contra los glébulos rojos del ret':ep(or (Prueba menor).

2.0 Importancia clinica do ila detoerminacién

Es un procedimiento de laboratorio que permite conocer si existe
compatibilidad serolégica entre la sangre de una persona donante y la de un
receptor. Es la prueba mas importante efectuada en un servicio de transfusién y
tiene como finalidad prevenir la transfusion de sangre incompatible y asegurar al

paciente los mayores beneficios de la transfusion_ (8 1437}

La prueba cruzada se ha realizado en tres partes:
a. La Prueba Cruzada Mayor (PM); Que consiste en la mezcla del suero
del paciente con los globulos rojos del donante y permite demostrar la
ausencia de anticuerpos especificos regulares e irregulares de

importancia clinica en el suero del receptor. %317

b. La Prueba Cruzada Menor (Pm); en donde el plasma del donante se
mezcla con los globulos rojos del receptor y permite demostrar
anticuerpos en el suero del donador contra los eritrocitos del receptor,
particularmente cuando se pretende transfundir sangre total,
proveniente de donador con antecedentes propios de inmunizacién

(embarazos o transfusiones previas) & 131
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Pruebas cruzadas de compatibilidad

c. El Autotestigo o Autocontrol (AT), que contiene suero y eritrocitos del

paciente y permite detectar una prueba de antiglobulina directa
positiva, asi como la presencia de rouleaux y otras anormalidades
séricas que pueden causar problemas en la prueba cruzada

mayor. (13 14)

Una prueba cruzada es compatible, cuando no se observa ni aglutinacion, ni
hemalisis a 37 °C en ninguna de las tres pruebas anteriores (PM, Pm, AT) '

Esta prueba es un requerimiento fundamental, porque es la mejor manera de

detectar anticuerpos que pueden dafar las células rojas transfundidas'y causar

una reaccién hemolitica transfusional. (1

La prueba cruzada de compatibilidad tiene como objetivos:

Garantizar que los glébulos rojos a transfundir son ABO éo'mpatibles
con el receptor )
Detectar anticuerpos en el suero del receptor que estén dirigigjos contra
antigenos presentes en los globulos rojos de! donante. 92

Un error en la prueba de compatibilidad puede conducir a:una-reaccion

hemolitica cuyas consecuencia pudiera ser terminar con la vida del paciente o

causarle lesiones organicas que pueden acortar se existencia.
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Desventajas de la prueba cruzada de compatibiliddad:

1)
2)
3)

4)
5)

6)

7

8)
9)

No previenen la inmunizacion del receptor

No garantizan la sobrevida normal de los gldbulos rojos transfundidos.

Na detectan errores en la clasificacion del factor Rh (D) en el donante o
el receptor a menos que el suero contenga anticuerpos anti-D.

No detectan todos los errores en la clasificacion del sistema ABO.

No detectan anticuerpos antileucocitarios, antiplagquetarios o contra
proteinas del suero (IgA e IgM, etc.)

No previenen reacciones hemoliticas tardias, secundarias a respuestas
anamnésticas a antigenos contra los cuales el paciente habia sido
previamente inmunizado, pero cuyos anticuerpos no eran demostrabies
en el momento en que se practicaron las pruebas.

No previene reacciones febriles o alérgicas causadas por la sangre
transfundida

No detectan errores administrativos o secretariales.

No detectan anticuerpos a menos que el procedimiento sea practicado
correctamente y que el suero y las células hayan sido adecuadamente

preparadas. ("7

La identificacion inequivoca de las muestras de sangre tanto del receptor

potencial como del componente a transfundir, es un aspecto fundamental, dado

que la mayor parte de las reacciones hemoliticas tienen su origen en errores de

identificacion de |la muestra.

22y
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Seleccién de componentes apropiados al receptor

En la medida de lo posible los receptores deberan recibir componentes
sanguineos ABO idénticos, sin embargo en ciertas situaciones puede ser
necesario hacer selecciones alternativas, como se muestra enla Tabla 10.

Tabla 10. Alternativas do transfusion on orden de preferoncia

Grupo
P Concentrado
del N L. Plasma
Eritrocitario
receptor
1 2 3 1 2 3
[o] [e] Ninguno Ninguno o) N AB AoB
| A A [e] Ninguno A AB Ninguno
8 B [} Ninguno B AB Ninguno
AB AB Bo A (o] AB Ninguno Ninguno
Fuente: NOM 1993 (3). Agrupacion Mexicana para ¢ Estudio de la Hematologia 2002 (1)

Los componentes Rh (D) positivos deberan rutinariamente ser enviados a
receptores Rh (D) positivos. El uso de productos Rh (D) negativos para estos
pacientes aunque parmisible, en forma ideal debera reservarse para pacientes o
receptores Rh ([3) negativos

Ocasionalmente los productos Rh (D) negativos pueden no estar disponibles;
en esta situacion el medico del banco de sangre en conjunto con el médico
tratante podran optar por otras medidas alternativas, como posponer la transfusion
o utilizar sangre Rh (D) positiva con un riesgo de 80% de inmunizar al paciente; en
caso de que el retardo de la transfusidon ponga en peligro la vida, dependiendo del
tipo de receptor y del volumen de ceélulas transfundidas, puede ser considerada la
administracion de nmunogliobulina Rh a los pacientes Rh (D) negativos

transfundidos con productos D positivos. ‘®
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3.0 Método

La prueba cruzada puede ser dividida en tres fases:

FASE I: Centrifugacion inmediata o prueba rapida; en la cual como se ha
mencionado previamente se establece la compatibilidad al sistema ABO; sin
embargo, otros anticuerpos pueden ser también detectados en esta fase.

FASE II: A 37°C; i1a prueba continua‘con una incubacién a 37 °C utilizando
alguno de los medios potenciadores de la reaccidn entre los cuales podemos
mencionar: albumina, solucion de baja fuerza idnica (LISS), polietilenglicol (PEG) y
enzimas que facilitan |as reacciones antigeno-anticuerpo y que son escogidas por
el personal de banco de sangre de a cuerdo a la experiencia del personal, la
necesidad, basandose en la clase de pacientes y la preferencia del laboratorio,

FASE /lI: De antiglobulina humana; consiste en agregar posteriormente a la
incubacion el reactivo de Coombs en forma de Anti-IgG + anticomplemento
(poliespecifico) o Anti-IgG (monoespecifico).

Potenciadores de la aglutinacion: Son aquellas sustancias que. se emplean
para modificar el medio de prueba como una manera de promover la aglutinaciéon
de globulos rojos antigeno positive por 0s anticuerpos IgG correspondientes.

Solucién salina fisiolégica: Tiene una concentracion de CiNa de 0.9% y se
emplea para suspender los glébulos rojos.

Suele ser la mas usada porque reaccionan bien todos los anticuerpos, son los
mas baratos y los mas faciles de controlar. 2"

Los anticuerpos que aglutinan en salina son generalmente de la clase IgM vy
muchos de ellos reaccionan mejor a temperaturas menores de 22°C. Este tipo

de anticuerpos no tiene importancia clinica, pero algunos de ellos pueden
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reaccionar a temperatura ambiente y también a 37°C. Cuando un anticuerpo
se comporta en esa forma, es considerado de importancia clinica (Ejemplo:

Anti-Kell, Anti-Rh, etc.) '

Albumina Bovina: Es ampliamente usada en la metodologia de banco de

sangre como un medio para potenciar la reaccion de un gran ndmero de
anticuerpos‘ de la clase 1gG. Causa una reduccién del potencial Z permitiendo
el acercamiento de los glébulos rojos y su aglutinacion por los anticuerpos
19G. Por esta razdén se usa en la investigacion, identificacion y titulacion de
anticuerpos asi como en la prueba cruzada. En este procedimiento la albGmina
actua en dos vias:
a) Potenciando la aglutinacion de los glébuios rojos por algunos
anticuerpos, tales como Rh.
b) Aumentando la captacion de anticuerpos por los glébulos rojos,
incrementando en esta forma la sensibilidad de la prueba. de la

antiglobuiina humana. ‘@ 23329

Liss Solucidn de baja fuerza idnica: Esta compuesta por CiNa 0.03M y glicina
0.3M vy tiene las siguientes propiedades:

a) Incrementa la captacion de anticuerpos por los antigenos respectivos,
especiaimente en aquellos anticuerpos de menor avidez. Este
fendmeno se evidencia por la mayor reactividad de la prueba de
antiglobulina humana

b) Aumenta !a velocidad de asociacion antigeno anticuerpo.

c) Emplean menor tiempo de incubacion, sin perdida de sensibilidad para
la deteccion de anticuerpos por la técnica de antiglobulina humana,
siendo posiblemente la unica ventaja con relacidon a los medios de

reaccion convencionales. (212329

Es importante recordar que no existe un reactivo perfecto para la potenciacidn

de todos ios anticuerpos de importancia clinica. Cada uno de ellos tiene sus
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implicaciones, asi como sus limitaciones. La seleccién del medio de potenciacion
depende de la experiencia del personal, la necesidad, basandose en |a clase de
pacientes, y la preferencia del laboratorlo @9
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3.1 Preparacién del pacionto

Requiere un ayuno minimo de 4 horas.

3.2 Condiciones de manejo de la muoestra

Tomar una muestra de sangre en un tubo sin anticoagulante, sin gel e
identificarlo perfectamente con el nombre completo del paciente, No. de
expediente o registro, asi como No. de cama y fecha en que fue tomada la
muestra,

Si las pruebas no se van a realizar de inmediato, se debe separar el suero del
paquete globular mediante centrifugacion. El paquete globular se guardara en
refrigeracion y el suero se congelara con el fin de prevenir que el complemento se
inactive, 7

3.3 Matorial y aparatos

- Tubosde 10x75

- Pipetas Pasteur

- Aplicadores de madera

- Serofuga

- Bafio Maria a 37°C con termémetro -
-  Gradilla

- Gasas

-  Guantes

- TESIS CO
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3.4 Reactivos

Sueros comerciales Anti-A, Anti-AB vy Anti-B,

Eritrocitos conocidos A1, Az, B y O, suspéndidos,arl 3-5% en SSF
Suero comercial Anti-D ' ’

Suero comercial Control RH

Albamina bovina al 22%

LISS o

Suero antiglobulina humana (Suero de Coombs)

Solucion Salina Fisioldgica - :

Suspension del 3-5% d‘e eritrocitos sensibilizados‘

3.5 Instrucciones

Realizar el control de calidad de avidez'y especiﬁéidadv,d‘e los sueros
hemoclasificadores Anti-A, Anti-AB, Anti-B'y:Anti-D,.y I,a; titulacion del
suero Antiglobulina Humana (AGH), tal y como se indica en el ANEXO
A: Control de calidad de reactivos. .

Muestra del paciente (receptor):

Centrifugar la muestra del receptor por 5§ minutos a 3,400 rpm, y
separar el suero de los eritrocitos.

Tomar una alicuota de los eritrocitos del paciente y lavarios 3 veces
con SSI durante 1 minuto a 3,400 rpm cada lavado.

Resuspenderlos al 3-5% en SSF.

Determinar el grupo sanguineo de! sistema ABO (Prueba directa e
inversa)

Determinar el grupo sanguineo Rh (D) del paciente.

Seleccionar al donador ABO y Rh compatible de acuerdo a la Tabla 10.
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Muestra del donador:
- De acuerdo a la eleccidn anterior, deposnar de 2 a 3 gotas de CE del
donador en un tubo y lavar 3 veces durante 1 mmuto a 3 400 rpm cada

lavado.
- Resuspender al 3-5% las células 12

fecfiﬁcar.él grupvo sanguineo de la

unidad.
- Tomar una alicuota de plasma del donador
concentrado plaguetario (CP) o plasma fresco congelado (PFC)

de la unldad de

Nota: Se deben realizar pruebas cruzadas de compatibilidad a los concentrados eritrocitarios
(CE). concentrados plaquetarios (CP) y plasmas frescos congelados (PFC) ya sean estos
obtenidos de sangre total de donador o de aféresis. Si se van a transfundir CE puede realizarse
solo la prueba mayor (PM) y si se van a transfundir CP o PFC realizar solamente |la prueba menor
(Pm). incluyendo autotestige (AT)

La prueba menor ha sido eliminada de algunos Bancos de Sangre, ya que rutinariamente a los
donadores de sangre se les realiza |a determinacion seroldgica de los anticuerpos mas comunes.
La presencia de anticuerpos de baja incidencia en el plasma de los mismos, probablemente no

cause una reaccion transfusional al ser diluidos en el plasma del receptor. s
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Pruebas cruzadas:
Medio salino:
- Rotular 3 tubos como PM, Pm y AT, como se muestra en el
Esquema 11.

Esquema 11. Pruebas cruzadas

AT

- Colocar el tubo PM (prueba mayor) 2 gotas del suero del receptor mas
una gota de eritrocitos del donador suspendidos al 3-5% en SSF.

- Colocar en el tubo Pm (prueba menor) 2 gotas de plasma del donador
mas 1 gota de eritrocitos del receptor suspendidos al 3-5% en SSF.

- Colocar en el tubo AT (autotestigo)dos gotas del suero del receptor
mas una gota de eritrocitos del receptor suspendidos al 3-5% en SSF.

- Mezclar perfectamente.

- Centrifugar 15-30 segundos a 3,400 rpm.

- Resuspender suavemente y observar si hay aglutinacién y/o hemadlisis .

- Reportar SIR.

- Incubar los tubos durante 60 minutos a 37°C.

- Centrifugar 15-30 segundos a 3,400 rpm.

- Regresar los tubos durante 3 minutos a 37°C -y .de ahi leer las
aglutinaciones y/o hemdlisis.

-  Reportar S/37°C.

- Los tubos que mostraron aglutinacion débil (+ o menos) o negativa, se
lavan 3 veces con SSF durante 1 minuto a 3,400 rpm cada lavado.
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- Eliminar toda la salina en el ultimo lavado y secar el borde de los tubos
invertidos. i

-~ Agregar dos gotas de la antiglobulina humana

- Mezclar y centrifugar 15-30 segundos a 3 400 rpm

- Resuspender suavemente y leer aglutunacnén y/o heméhs:s

- Reportar S/IC. B

- Si el resuitado es negativo, realizar el CAGH adnclonando una gota de
giobulos rojos sensibilizados (G.R.S. ) a cada tubo

- Mezclar suavemente. SE

- Centrifugar 15-30 segundos a 3,400 rpm

- Resuspender muy suavemente y observar aglutmacnon la Iectura debe
ser positiva.

- Reportar C/C.

Reportar todos los resultados obtenidos eyn Ié columna correspondiente de
la Tabla 11.

Tabla 11. Reporto de la prueba» cruzada en medio salino

TUBOS FASES
S/IR Si37°C siIC cic
PM
Pm
AT
Donde:
PM: Prueba Mayor S§/37°C: Fase Salinaa 37°C
Pm: Prueba Menor S/C: Fase Salina Coombs
AT: autotestigo C/C: Fase de Control de Coombs

S/R: Fase Salina Rapida
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Pruebas cruzadas:

Albumina bovina al 22%
Rotular 3 tubos como PM, Pm y AT, como se muestra en el
Esquema 12.

Esquema 12. Pruebas cruzadas

AT

Colocar el tubo PM (prueba mayor) 2 gotas del suero del receptor mas
una gota de eritrocitos del donador suspendidos al 3-5% en SSF y dos
gotas de albumina bovina al 22%.

Colocar en el tubo Pm (prueba menor) 2 gotas de plasma del donador
mas 1 gota de eritrocitos del receptor suspendidos al 3-5% en SSF y
dos gotas de albumina bovina al 22%.

Colocar en el tubo AT (autotestigo) dos gotas del suero del receptor
mas una gota de eritrocitos del receptor suspendidos al 3-5% en SSF y
dos gotas de albumina bovina al 22%.

Mezclar perfectamente los tubos.

Centrifugar durante 90 segundos a 3,400 rpm.

Resuspender suavemente.

Leer, observando si hay aglutinacion y/o hemolisis.

Reportar A/IR

Incubar los tubos a 37°C durante 30-60 minutos.

Centrifugar durante 80 segundos a 3,400 rpm.
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- Regresar los tubos a 37°C y de ahi leer los tubos uno- por- uno.,
observando aglutinacién y/o hemolisis. : )

- Reportar A/I37°C -

- Los tubos cuya aglutinacion fue negativa o positiva débily(v-v-v b menos)
se javan 3 veces con SSF, durante 1 minuto a 3,400 rpm ‘cad? lavado.

- Eliminar toda la salina en el Glitimo lavado y secar el bofdé de los tubos
invertidos. :

- Agregar dos gotas de la antiglobulina humana y mezclar géntilmente.

- Centrifugar 15-30 segundos a 3,400 rpm. :

- Leer, resuspendiendo suavemente.

- Reportar AIC

- Si el resultado es negativo, realizar el CAGH, adicionando una gota de
glébulos rojos sensibilizados (G.R.S.) a cada tubo.

- Mezclar suavemente.

- Centrifugar 15-30 segundos a 3,400 rpm

- Resuspender muy suavemente y observar aglutinacion, la lectura debe
ser positiva.

- Reportar C/C.

Reportar todos los resultados obtenidos en la columna correspondiente de
la Tabla 12. :
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Tabla 12, reporte de la prueba cruzada en medio do =lbﬂfniné

FASE.
TUBOS S

AR AI3T°C AIC

ci/C

PM

AT

Donde:
PM: Prueba Mayor
Pm: Prueba Menor
AT: Autotestigo
A/R: Fase de Albumina Rapida
A/ 37°C: Fase de Albumina a 37 °C
A/C: Fase de Albumina-Coombs
C/C: Fase de Contro! de Coombs

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

74




Pruebas cruzadas de compatibilidad

Pruebas cruzadas:
LiSS, Medio de baja fuerza idnica:
Preparacién de células al 5% en LISS:

Rotular 3 tubos como PM, Pm y AT, como se muestra en el
Esquema 13.

Esquema 13. Pruebas cruzadas

AT ¢

Colocar el tubo PM (prueba mayor) una gota de eritrocitos del donador
suspendidos al 3-5% en SS| mas dos gotas de LISS.

Colocar en el tubo Pm (prueba menor) una gota de eritrocitos del
receptor suspendidos al 3-5% en SSF mas dos gotas de LISS.

Colocar en el tubo AT (autotestigo) una gota de eritrocitos del receptor
suspendidos al 3-5% en SSF mas dos gotas de LISS.

Mezclar gentilmente y centrifugar 1 minuto a 3,400 rpm.

Decantar el sobrenadante a sequedad.

Poner nuevamente 2 gotas de LISS en cada tubo y resuspender por

agitacion.

Prueba cruzada:

Adicionar a el tubo PM (prueba mayor), dos gotas del suero del
receptor.
Adicionar a el tubo Pm (prueba menor) dos gotas de plasma del
donador.
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- Adicionar a el tubo AT (autotestlgo) dos gotas del suero del receptor.

-  Mezclar gentilmente.

- incubar 15 minutos a 37°C. :

- Centrifugar a 3,400 rpm dufanie 30 segundos, regresar a37°C.

- Resuspender suavemente y Ieer aglutmacnén y/o hem6I|5|s

-  Reportar L137°C. . i ;

- Lavar tres veces durante 1 minuto a 3 400 rpm cada Iavado. :

- Después del tltimo lavado decamar perfectamente Y. ecar el borde de

los tubos.

Mezclar.
- Centrifugar 15-30 segundos a 3.
- Resuspender muy suavemente y observar 3

glu(inécién, la lectura debe
ser positiva. o
- Reportar C/C.

Reportar todos los resultados obtenidos en la columna correspondiente de
ta Tabla 13. ‘ :

76

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Pruebas cruzadas de compatibilidad

Tabla 13. Reporte de |a prueba cruzada en meodio do baja fuarza
iénica (L-1SS).

FASES
TUBOS
L/37°C Lic ciC
PM
Pm
AT
Donde:

PM: Prueba Mayor

Pm: Prueba menor

AT: Autotestigo

L/ 37 °C: Fase de Liss a 37 °C
L/C: Fase de Liss —Coombs

C/C: Fase de Control de Coombs

3.6 Interprotacion do resultados

Se considera que existe compatibilidéd entre el receptor y et donador, cuando
no se visualiza hemolisis o aglutinacién en ninguno de los pasos de la prueba

cruzada. ®

La aglutinacian indica un resultadd positivo o incompatibilidad para la prueba
cruzada.

Si se ha encontrado incompatibilidad, deben efectuarse nuevas pruebas
cruzadas con uno © mas donadores diferentes. Si se ha encontrado
incompatibilidad con todas las sangres probadas y/o el autotestigo también resulta
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positivo en cualquiera de las fases de las pruebas se deberé reallzar un rastreo de

anticuerpos irregulares fuera del sistema ABO y otras técnicas pertlner\tes para
obtener unidades compatibles. (¥ :

El autotestigo nos permite detectar una prueba de'C

El autotestigo negativo nos indica que el péciente
dirigidos contra sus propios antigenos eritrocitarios. !9

El autotestigo positivo se puede presentar por,vari_é's ra’iéhes: si: elypaciente
esta transfundido recientemente (menos de 3 mese;) es muy:'brobébia que esa
positividad se deba a los anticuerpos del paciente qﬁe estéﬁ pegados a los
eritrocitos de la sangre transfundida. Si fue transfundido en los dias prévios con
plasma o plaquetas, la positividad se puede deber al paso de anticuerpos del
donador que se pegaron a los eritrocitos del paciente.

Si el paciente nunca ha sido transfundido o tuvo transfusiones hace mas de 4
meses, lo mas probable es que estemos frente a un autoanticuerpo como puede
suceder en las anemias hemoliticas autoinmunes o en pacientes
inmunocomprometidos como en el SIDA. ®

En la prueba control de antiglobulina humana (CAGH) la presencia de
agtutinacion nos indica que el sistema de prueba se efectud correctamente.

En caso aglutinacion negativo en el CAGH, la prueba sera invalidada y se
tendra que realizar nuevamente.
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3.7 Informe do resultados

Se reporta el resultado como. compatlble o mcompatlble en la: sohcutud de
transfusién:y en la libreta oﬁmal en del area de pruebas cruzadas ‘ademas se
reportaran los resultados obtenldos en cada Una de Ias fases de’ la prueba
cruzada. :

3.8 Roeidaontificacion y control clinico del receptor

Es responsabilidad tanto del personal de! Banco de Sangre que entrega el
producto sanguineo (Concentrado eritrocitario, Plasma fresco congelado o
Concentrado plaquetario), como de quien recibe el producto y realiza la
transfusioén; verificar la identidad del paciente y de el producto a transfundir. (17
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Pruebas cruzadas de compatibilidad

Interferencias-Erroros

Muestras anticuaguladas con EDTA
Utilizar muestras hemolizadas.
Contaminacién de las muestras. de sangre reactivo ylo materiales
adicionales. i : :

Temperatura o tiempo de incubacién inapropia‘d‘b_s.'

Deterioro de las inmunoglobulinas o aniicuerpos pb:f é‘or\bservacién
inadecuada. )

Muestras de sangre viejas, las cuales pueden dar reacclones débiles
comparadas cuando se utilizan células frescas.

Suspensidn de células muy diluidas o muy concentfadasv

La colocacién errénea de un determinado reactivo en" el tubo que no le
corresponde. T

Una excesiva centrifugacion puede dar como resultado dnf'cultad en la
resuspension del botén de células en la prueba en tubo,

Examinacion de la aglutinacion inapropiada (generalmente una
agitacion muy fuerte). La resuspension de las reacciones en los
procedimientos de tubo se deben realizar con una agitacion suave. Si
se agita muy fuerte puede causar la dispersiéon de la aglutinacion.
Desviacién del procedimiento de prueba recomendado. & 14
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4.0 Intonsidad de la reaccion Antigeno-Anticuerpo -

La intensidad de las reacciovnesVantigeno—anticqei‘po, cuando estas se efecthan
por métodos 'manualés, la medimos por. medio ‘dre’ ia aé‘_:;lut‘in‘aﬂc_i‘én,‘ misma que se
debe estandarizar por el personal iqué trabéja en lés; Servi.c'ids'qye;'l;'ransfusiohes y
Banco de Sang{'e'. de acuerdo ala Tabla 14. R

Tabla 14. Intonsidad de la reaccién Antigono-Anticuerpo

Reactividad Aglutinacion Puntuacion
4+ Un solo boton celular 12
3+ Varios aglutinados grandes 10
2+ Varios aglutinados medianos 8
1+ Varios aglutinados grandes y pequenos 5
(+) Varios aglutinados pequeios 3
G Aglutinacion muy débil 1
Neg Ausencia de aglutinacion o

Fuente: Instituto Mexicano del Seguro Social (21)

81

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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5. Material suplementario
Anexar el inserto vigente de los sueros comerciales utilizados.
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Anexo: Controtl de catidad de reactivos

ANEXO

Control do calidad

El control de calidad es un examen sistematico independiente para determinar
si las actividades de calidad y sus resultados cumplen con los reglamentos
planeados, y si éstos son implementados en forma efectiva; su desarrollo debe ser
adecuado para cumplir los objetivos.

Control do calidad de reactivos

l.os reactivos son los elementos mas importantes para llevar acabo las pruebas
que se realizan en inmunohematologia y éstas seran tan confiables como lo sean
los reactivos. El control de calidad para los sistemas ABO, Rh (D) y para el suero
de antiglobulina humana (AGH) debe realizarse todos los dias en cada jornada
que se labore. ®

Normas generalos:
1. Recepcion de reactivos:

- Verificar la apariencia fisica del empaque, en el sello de garantia
y caducidad: ¢Presenta alteraciones durante el traslado y/o
almacenamiento?.

- Verificar caracteristicas fisicas del reactivo: el color,
transparencia, presencia de hemadlisis y nivel de volumen.

- El aimacenamiento debe ser acorde con las indicaciones del
fabricante.

- Leer y almacenar los instructivos hasta terminar el lote. ®
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Anexo: Control a2 calidad de reactivos

2. Control de calidad de los diferentes sueros y células reactivo:

ESPECIFICIDAD: Es la reactividad selectiva de un anticuerpo
con su correspondiente antigeno, evitando el que llegara a
reaccionar con otras, por lo que cada antisuero se hace
reaccionar con las diferentes células y se observa si hubo
aglutinacion inespecifica. Puede realizarse er placa o en tubo
empleando eritrocitos al 2-5% para determinar la especificidad
del Sistema ABO y Rh (D). Esta prueba debe realizarse
diariamente a los antisueros de rutina, antes de empezar a
trabajar y a una muestra de cada nuevo lote que llegue. ®

AVIDEZ: Es una medida de la capacidad de unién y la velocidad
con el cual el anticuerpo se combina con su correspondiente
antigeno (mide el tiempo maximo de reaccidn del reactivo a
probar con sus correspondientes células). Se determina usando
la técnica de placa, el tiempo de reaccion se mide usando un
crondmetro desde el momento en que se mezclan los reactivos
hasta que la agiutinacion sea visible. Para determinar la avidez
del sistema ABO y para la prueba de Coombs se emplea una
preparacion de eritrocitos al 10%. En tanto que para el sistema
Rh (D) se emplean eritrocitos al 40%. Las pruebas de avidez se
realizaran de rutina a los antisueros en uso diariamente antes de
empezar a trabajar y a una muestra de antisuero de cada nuevo

iote. ®

TITULACION: Esta prueba mide la maxima dilucién del antisuero
a la cual es capaz de reaccionar con sus respectivas celulas. Se
montan diluciones doble seriadas del antisuero a desafiar. El
resuitado se expresa como el reciproco de la maxima dilucién
que dé una aglutinacion de 1+ ante un volumen constante de

glébulos rojos sensibilizados y globulos rojos no sensibilizados. @
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Anexo: Control de calidad de reactivos

DETECCION DE HEMOLISIS Y TURBIDEZ: Se realiza mediante
observacion macroscopica en una suspension de trabajo diario
de celulas reactivo de tipo comercial o caseras empleadas para la
determinacion de los grupos ABO/Rh (D)., gloébulos rojos
sensibilizados y globulos rojos no sensibilizados. Si esta es
eliminada con un solo lavado los eritrocitos pueden emplearse en
forma de suspension salina para ese dia; se debe realizar

diariamente. *®

SOLUCION SALINA FISIOLOGICA: La solucién salina a utilizar
en serologia de grupos sanguineos debe ser una solucién de
cloruro de sodio 0.15 M + 0.005 M, con un pH de 6.0 a 8.0; se
recomienda una osmolalidad en cada nuevo lote de 230 a 310
mOsmv/ Kg.

Antes de su uso diario debe corroborarse la incapacidad para
generar hemolisis, crenacion o prueba de Coombs positiva a
eritrocitos normales. Una buena técnica en medio salino implica
ia combinacion de: 2 volumenes de suero en estudio agregar un
volumen de eritrocitos al 3-5% lavados previamente 3 veces,
centrifugar los tubos 30 segundos, leer aglutinacién, incubar 1
hora a 22°C. Centrifugar, regresar los tubos a 22°C. Leer
aglutinaciones. pasarlos a 37°C una hora, centrifugar, regresarlos
al bafo, leer agiutinaciones, lavarlos 3 veces los tubos negativos
o con aglutinaciones muy debiles (granientos), resuspender
previamente el boton de eritrocitos formados por la centrifugacion
y lievarlos hasta Coombs. &9
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Anexo: Control de calidad de reactivos

3. Registro de los resultados con los siguientes datos:

Nombre de la institucion.

Especificaciones del reactivo como: No. de lote, marca, nombre
del reactivo y fecha de caducidad. i

Nombre y firma de la persona que realizd el contro!l de calidad
diario.

Resultados obtenidos

Observaciones generales. ®
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‘Anoxc: Control de calidad de reactivos
ESPECIFICIDAD DE LLOS SUEROS ANTI-A, ANTI-AB Y ANTI-B

La prueba consiste en enfrentar células conocndas A1, ‘Az, By O con los sueros
comerciales Anti-A, Anti-AB y Anti-B.

Material y aparatos

- Tubos de 10 X 75
- Pipetas Pasteur

- Seroéfuga

- Gradillas

- Gasas

- Guantes

Reactivos

- Sueros comerciales Anti-A, Anti-AB y Anti-B
- Eritrocitos conocidos A, A2, By O
- Solucion Salina Fisiologica

Instrucciones

- Tomar una alicuota de eritrocitos Aa, Az, B y O, lavarlos 3 veces con
SS! durante 1 minuto a 3,400 rpm cada lavado y preparar una
suspension al 3-5% de cada muestra de globulos rojos.

- Rotular una serie de 4 tubos como Cet. A;, Col. Az, Cel. By Cel. O,

- De igual manera rotular otras 2 series méas, como se muestra en el
Esquema 14.
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Anexo: Control de calidad de reactivos

Esquema 14. Especificidad do los sueros Anti-A, Anti-AB, Anti-B

SUERO
HEMOCLASIFICADOR

& S
= 2 @

ANTI-A = 3| 8|

ANTI-AB zl )2 b
S8 o
/N

ANTI-B = = 2l
3l 8 3 :

A cada tubo de las series colocaﬂe :1,,9
al 3-5%, A1, Az, B u O segtin corresp ORI
a'c sdor Anti-A.
élasiﬁcador

A la primer serie, adicionarie 1 gota
A la segunda serie, adicionarle;
Anti-AB. i

A |a tercera serie, agregarle 1 go e suero hemoclas-f‘cador Antl B.

Homogenizar la mezcla de 1os tubos con movimxentos de _agitacion
suave.
Centrifugar de 15 a 30 segundos a 3.400 rpi‘n. L

Leer uno por uno cada tubo, anotando los grados de aglutinacion por
cruces.

Anotar los datos del reactivo y reportar los resultados en la hoja de
control de calidad de reactivos.
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Anexo: Control de calidad de reactivos

Resultados

Las especificaciones minimas para los antisueros ABO son: Los antisueros sin
diluir deben dar una reaccion de aglutinacién de 3+/4+ con los glébulos rojos en
suspension salina al 3-5%. &1
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ESPECIFICIDAD DEL SUERO ANTI-DY CONTROL Rh.

La prueba consiste en enfrentar células conocidas Rir o Rar: (gldbulos rojos Rh
positivo) y células rr (Rh negativo) con los sueros comerciales Anti-D y Control Rh.

Material y aparatos

- Tubosde 10x75

- Pipetas Pasteur

- Aplicadores de madera
- Serdéfuga

- Gradillas

- Gasas

-  Guantes

Reactivos

- Suero comercial Anti-D

- Suero comercial Control Rh

- Células R1r o Rzr (gidbulos rojos Rh positivo)
- Ceélulas rr (gldbulos rojos Rh negativo)

- Albamina bovina al 22%

- Solucidn Salina Fisiologica

[—————
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Anexo: Control de calidad de reactivos

Instrucciones

Tomar una alicuota - de erltrocntos Rar (glébulos ro;os Rh  positivo),
lavarlos 3 veces durante 1 mlnuto a 3 400 rpm cada Iavado y preparar
una suspension al 3-5% en SSF. i E

Tomar una alicuota  de erltrocltos Rh negatwo),

lavarios 3 veces durante 1 mlnuto' a 3 400 cada Iavado y: preparar )
una suspension al 3-5% en SSF.’

Rotular una serie de dos tubos; un tubo como Ryry. el otro como rr.

Formar otra serie y rotularia de la misma manera, como se mqestra én
el Esquema 15. ' : L

A cada serie colocarle una gota de células rojas suspendldas R1r ofrr,
segun corresponda a cada tubo.

Esquema 15. Especificidad del suero Anti-D y Control Rh.

REACTIVO

£ =
Anti-D [“: 3

(=]

-
5 =
Controt Rh L_i 3

(=]

A la primera serie de tubos, adicionarle una gota del suero Anti-D.

A la segunda serie de tubos, adicionarle una gota del suero Control Rh.
Homogenizar |a mezcla con movimientos de agitacion suave.
Centrifugar a 3,400 rpm durante 90 segundos o segun las
especificaciones del fabricante.
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Anexo: Control de calidad de reactivos

- Resuspender suavemente el botén de células del fondo 'del tubo vy leer,
anotando grados de aglutinacion por cruces en cada tubo T

- Anotar los datos del reactivo y reportar los resultados en Ia hoja de
control de calidad de reactivos. Ty

Resultados .

Las especificaciones minimas para e! antisuero Anti Rh no diluido, debe dar
una reaccion de agtutinacion de 3+/4+ en la prueba dnseﬁada para su uso.
Si este fuera menor es un suero que esta fuera de control por 1o tanto no debe

ser usado. 3 1929
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Anexo: Control de calidad de reactivos

AVIDEZ DE LOS SUEROS HEMOCLASIFICADORES ANTI-A, ANTI-AB,
ANTI-B YANTI-

La prueba consnste en enfrentar los sueros comercnales Anti-A, Anti-AB, Anti-B
y Anti-D con sus correspondlentes células Cel. ‘A Cel. Az .i'Cel. B Cel Rir y Cel.
Rzry medlr el tlempo maximo de reaccufm

Material y aparatos

- - Placas de porcelana o de vidrio blanco
- Pipetas Pasteur

- Palillos de madera

- Tubosde 10 x 75

- Crondmetro

- Gradillas

- Gasas

- Guantes

Reactivos

- Sueros comercuales Antl-A Antl-AB ‘Anti-By Antl D
- -~ Células conocudas Ce Ay Cel ‘Az, Cel. B, Cel. Rqry Cel. Rar.
- Solucién salma fsxologuca

Instrucciones

- Preparar_diluciones al 10% de Cel. Ay, Cel. Az y Cel. B.
- Preparar diluciones al 40% de Cel. Riry Cel. Ror.
- Rotular la placa de vidrio como se muestra en el Esquema 16.

a3
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Esquema 16. Avideoz do los sueros hoemoclasificadores Anii-A, Anti-AB,
Anti-B y AntiD.

SUERO CELIRAS

AMOO Cal. A1

pea (O (O cus

Ant-AB O O Cal. A1
Antt-AB O O Cel. A2
Ant-AB O O Cel.B

AMI-DOO Cal. R1r
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Avidez del suero Anti-A

- Colocar una gota de suero Anti-A en el lado derecho del rotulo Anti-Ay
una gota de células A, en el lado izquierdo del rétulo Cel. Ay

- Meazclar las dos gotas con un palillo o con el fondo de un tubo,
haciendo un circulo.

-  Medir el tiempo con un cronometro desde el momento en que se
mezcla los reactivos hasta que la aglutinacion sea visible.

- Reportar los resultados en segundos en la hoja de contro! de calidad
de reactivos.

- Hacer lo mismo para la determinacion de la avidez de cada uno de los
demas sueros hemoclasificadores.

Resultados

Las especificaciones para los sueros se muestran - en la hoja de control de
calidad de reactivos. :
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TITULACION DEL SUERO ANTIGLOBULINA HUMANA (AGH)

La prueba consiste en enfrentar diluciones de antiglobulina humana (AGH)
con células sensibilizadas (glébulos rojos sensibilizados con IgG anti-D) y células
no sensibilizadas, observando |la maxima diluciéon del antisuero a la cual es capaz
de reaccionar.

Material y aparatos

- Tubosde 10 x75

- Pipetas Pasteur

- Aplicadores de madera
- Serofuga

- Gradilla

- Gasas

- Guantes

Reactivos

- Suero antiglobulina humana poliespecifico (Suero de Cbombs)
- Solucidon Salina Fisiologica.

- Glébulos rojos sensibilizados (G.R.S.)

- glébulos rojos no sensibilizados (G.R.N.S.)

TESIS CON
FALLA DE QRIGEN




Anexo: Control de calidad de reactivos

Instrucciones

Preparacién de los glébulos rojos

Marcar dos tubos; uno como G.R.S y otro como G.R.N.S. como se

muestra en el Esquema 17.

Esquoma 17. Preparacién de glébulos rojos

Colocar en cada tubo una alicuota de gldbulos rojos segin
corresponda.

Lavar las células tres veces con SSF a 3,400 rpm, durante 1 minuto
cada lavado y resuspender las células del 2-5%.

Preparacion del suero de Coombs (AGH)

Preparar un esquema de trabajo, marcando 3 series ‘de tubos para
tener diluciones progresivas del suero de Coombs (AGH). que Iran
desde AGH sin diluir hasta la dilucion 1:256, como se muestra en el
Esquema 18, de diluciones del suero de Coombs.

SERIE |; Para preparar diluciones progresivas del suero de Coombs

A partir del tubo 1:2 hasta el tubo 1:256 colocar 15 gotas de SSF.

Al tubo 1:2 agregar 15 gotas del suero de Coombs y homogenizar.
Pasar del tubo 1:2 al tubo 1:4 15 gotas de la dilucidn y homogenizar.
Pasar del tubo 1:4 al tubo 1:8 15 gotas de la dilucion y homogenizar.
Pasar del tubo 1:8 al tubo 1:16 15 gotas de ia dilucion y homogenizar.
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- Pasar del tubo 1:16 al tubo 1:32 15 gotas ‘de -la . dilucion y
homogenizar. X

- Pasar del tubo 1:32 al tubb ;1164 15.  gotas de la dilucién 3
homogenizar. o

- Seguir la misma secuencia hasta tubo 1:256, donde se deben
descartar 15 gotas. :

Esquema 18. Diluciones del suero de Coombs

- - - - - - - - £ -

= w =3 w

sEriEt |9 S 2 = 2 = 8 b1 S ]

< H N Bsl Bl e
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dizcgl el =l 1=t el =] lzldsli]s

seren | g o = = = o 2 Z|E

< FE R <o S < S < S e S < q 1 A T <

k3 w o~ -y o o

SERIE I | 2 S 2 = = = 2 e = g
o o} )

_ ) U U U U Y

- Colocar en los tubos de las SERIE Il y SERIE Il marcados como S/D,
dos gotas del suero de Coombs sin diluir directamente del frasco.

- De! tubo marcado como 1:2 de la SERIE |, tomar una muestra de la
dilucién y colocar dos gotas a los tubos de la SERIE Il y SERIE I
marcados como 1:2.
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Del tubo marcado como 1:4 de la SERIE |, tomar ﬁna muestra de la
dilucion y colocar dos gotas a los tubos de'la SERIE II y SERIE in
marcados como 1:4. :

Del tubo marcado como 1:8 de la SERIE I
dilucidén y colocar dos gotas a los tubos. de la:s

;omar una muestra de:la
SERIE in

marcados como 1:8.
Del tubo marcado como 1:16 de la SERIE l

uestra de la
dilucion y colocar dos gotas a los tubos . de Ia

ERiET;’r'yi‘SER’IE n

marcados como 1:16.

Del tubo marcado como 1:32 de ia SERIE 1. tomar una muestra de la
dilucién y colocar dos gotas a los tubos de la SERIE 1| y SERIE Il
marcados como 1:32.

Del tubo marcado como 1:64 de la SERIE |, tomar una muestra de la
dilucion y colocar dos gotas a los tubos de la SERIE Il y SERIE Il
marcados como 1:64

Del tubo marcado como 1:128 de la SERIE |, tomar una muestra de la
dilucion y colocar dos gotas a los tubos de la SERIE 1l y SERIE I
marcados como 1:128.

Del tubo marcado como 1.256 de la SERIE {, tomar una muestra de la
dilucidn y colocar dos gotas a los tubos de la SERIE Il y SERIE Il
marcados como 1:256.

Adicionar a cada tubo de la SERIE li, una gota de la suspension al 2-
5% de los G R.S. y mezclar suavemente.

Adicionar a cada tubo de la SERIE Ill, una gota de la suspension al 2-
5% de los G.R N.S y mezclar suavemente.

Centrifugar todas las dos series a 3,400 rpm por 15-30 segundos.
Leer cada tubo y anotar el grado de ia aglutinacién por cruces

Anotar los datos del reactivo y reportar los resultados en la hoja de

control de calidad de reactivos.
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Consumo del suero de Coombs (CAGH)

Es la validacidn de la prueba de Coombs, que se basa en que el suero de
Coombs que no reaccion®, se utilice o consuma cuando se le agreguen
glébulos rojos sensibilizados y se realiza de la siguiente manera: % 2"

- Los tubos que en la prueba de Coombs hayan dado resultado negativo,

se le agrega una gota de la suspension de glébulos rojos al 3-5%
sensibilizados (G.R.S))
- Centrifugar 15-30 segundos a 3,400 rpm.

- Leerlos resultados

La presencia de agiutinacion nos indica que el sistema de  prueba se

efectud correctamente.

Resultados

Las especificaciones minimas para el suero de la Antiglobulina Humana (AGH)
es que debe tener una aglutinacion con las células sensibilizadas mayor o igual a
28 puntos y un titulo por lo menos de 1:32. :
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HOJA DE CONTROL DE CALIDAD DIARIO DE REACTIVOS

Fecha: Turno:
Realizd: Panel:
A Az B [=) SUERO LOTE | CADUCIDAD [ MARCA
2 Anti-A
o Anti-AB
ey Anti-B
e
o G.R G. R
o TR, TR,
w Rar o SUERO LOTE | CADUCIDAD | MARCA
2 Anti-O
Control-Rh
TIEMPO TIEMPO
SUERO CELULAS AGLUTINACION | REFERENCIA
~N i Ay 15 seg
g Anti-A Az 30 seg
— Anti-B B 15 seg
> As 15 seg
< Anti-AB Az 30 seq
8 — _..A5seg
inl Rar 30 seg
AnNti-D Rot 30 scq
SUERG DE
=
B DILUCIONES DEL SUERO DE COOMBS cCooOMBS
L SO J1:2[1:2[1:8] 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | 1:256
= G.R.S, LOTE __ .
= G.R.N.S. CADUCIDAD
Lt CONSUMO | MARCA

Observaciones:
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COMENTARIOS FINALES Y PERSPECTIVAS

Estoy convencida que este manual va a ser leido y usado, porque responde a
las necesidades actuales del area de pruebas cruzadas, del Banco de Sangre‘ del
C. M. N.“20de Nov. " 1.S.S.S8.T. E, y deseo que sea de la méxirﬁa" utilidad
para el personal quimico y laboratorista que desarrolla su actividad diaria“en el
campo de la Medicina Transfusional, para beneficio directo de los pacnentes.

Espero que este manual no se archive en una biblioteca, © en una oficina,
sino que sea de esos que se encuentran en las mesas de trabajo de servicios de
transfusion u otras areas dentro de la medicina transfusional.

Con este manual se pretende dar inicio a la realizaciobn de una serie de
manuales de diversas areas involucradas en un servicio de Medicina
Transfusional, dentro de las que podemos mencionar: area de toma de muestra,
area de flebotomia, area de serologia infecciosa, area de fraccionamiento, area de
inmunohematologia especial. Esta no es una tarea facil; se necesita tener
disponibilidad, encontrar un tiempo y poseer el sentido de misiéon y dedicacion
para lograrlo

102

TESIS CON
LLA DE ORIGEN



Glosario de abreviaturas

GLOSARIO DE ABREVIATURAS

AI37°C: Fase Albamina a 37 °C

AIC: Fase Albumina Coombs

A/R: Fase Albumina Rapida

AABB: Asociacion Americana de Bancos de Sangre
AGH: Antiglobulina Humana

AGH: Suero de Antiglobulina Humana

AGH: Suero de Coombs

AT: Auto control

AT: Auto testigo

Auto: Auto control

Auto: Auto testigo

C/C: Fase de Contro! de Coombs

CAGH: Consume de Antiglobulina Humana
CAGH: Control de la Antiglobulina Humana
Cal. A;: Celulas rojas o eritrocitos A

Col. A,: Células rojas o eritrocitos Az

Cael. B: Céluias rojas o eritrocitos B

Cel. O: Células rojas o eritrocitos O

Cel. Ryr: Célutas o Eritrocitos Rh(D) Positivo
Ceol. Rar: Célutas o Eritrocitos Rh(D) Positivo
Cel. rr: Células o Entrocitos Rh(D) Negativo
DY: Antigeno D de expresion débil

EHRN: Enfermedad Hemolitica del Recién nacido
G. R. N. S.: Globulos Rojos No Sensibilizados
G. R. S.: Globulos Rojos Sensibilizados

IgA: Inmunoglobulina clase A

tgG: Inmunoglobulina clase G

IgM: Inmunoglobulina clase M

L/37°C: Fase de Liss a 37 °C
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Glosario de abreviaturas

L/C: Fase de Liss-Coombs
PM: Prueba Mayor

Pm: Prueba Menor

PROB: Problema

S/37°C: Fase Salina a 37°C
SIC: Fase Salina-Coombs
S/D: Sin diluir '
S/R: Fase Salina Rapida
SABO: Sistema ABO

SSF: Solucidn Salina Fisiologica
88Si: Solucion Salina Isotonica
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