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1. RESUMEN.

Desde la creacion de la opcidon técnica de Banco de Sangre en el Colegio
de Ciencias y Humanidades, se ha venido desarrollando como un programa de
cardcter optativo, que tienen como principal objetivo contribuir a la formacién
integral del alumno para que pueda desempenar un ejercicio profesional de

calidad como técnico especializado en el drea de banco de sangre.

La creacion de este manual de prdcticas, surge a partir de la observacion
directa de las deficiencias que se tenian durante la implementaciéon de las clases
en el Colegio de Ciencias y Humanidades plantel Azcapofzalco, para la opcidn

técnica de banco de sangre.

Durante el periodo semestral 2018-Il, imparti catedra en dicho plantel para
la opcidn técnica de banco de sangre y, de esta manera, pude detectar que, al
no contar con una referencia especializada, existian deficiencias durante los
procesos de ensenanza-aprendizaje, lo que conllevaba a que el alumno no
entendiera las bases tedricas y, por ende, perdia la capacidad de desarrollar

habilidades prdcticas.

El presente manual estd dividido en 7 mddulos, que se abordan durante dos
semestres. Durante el primer semestre, se abordan los mddulos: 1) Servicio de banco
de sangre; ll) Inmunohematologia aplicada al banco de sangre vy lll) El disponente
de sangre. En el segundo semestre, se abordan los moddulos: V) Pruebas
pretransfusionales; V) La sangre sus componentes y hemoderivados; VI) Uso e
indicaciones de la sangre de cada uno de sus componentes y hemoderivados y

VII) Control de calidad en el banco de sangre, organizados de la siguiente forma:

Médulo I.

Practica No. 1. Introduccién al banco de sangre.
Practica No. 2. Bioseguridad.

Prdctica No. 3. Preparacién de disoluciones porcentuales.



Modulo Il.

Practica No. 4. Toma de muestra sanguinea.

Practica No. 5. Flebotomia y aféresis.

Practica No. 6. Citometria Hemdatica.

Practica No. 7. Prueba de la antiglobulina humana (Prueba de
Coombs).

Practica No. 8. Tipificacion de grupos sanguineos ABO y factor Rh.
Practica No. 9. Prueba de confirmacién de Rh negativo.

Practica No. 10. Tipificacién de subgrupos de A o prueba de la
Lectina.

Practica No. 11. Discrepancias en el sistema ABO.

Modulo .

Practica No. 12. Signos vitales.

Practica No. 13. Seleccion del disponente.

Practica No. 14. Determinaciéon de enfermedades infecto-
contagiosas en sangre del donante.

Practica No. 15. Elaboracion de formatos de autoexclusion del

disponente.

Modulo V.

Practica No. 16. Pruebas cruzadas.
Practica No. 17. Rastreo de anticuerpos irregulares.

Practica No. 18. Identificacion de anficuerpos irregulares.

Modulo V.

Practica No. 19. Fraccionamiento sanguineo.

Mdodulo VI.

Prdctica No. 20. Protocolo de reacciones adversas a la transfusion.



Modulo VII.

Practica No. 21. Control de calidad.
Practica No. 22. Control de calidad de hemocomponentes.
Practica No. 23. Control de calidad de antisueros hemotipificadores.

Practica No. 24. Control de calidad de equipos automatizados.

En cada una de las prdcticas se incorpora un titulo; introduccion; objetivo;
material, equipo y reactivos; contenido; resultados y manejo de residuos. Algunas

prdcticas contienen una actividad previa, para complementar el aprendizaje.

Ademads, para poder obtener informacién actualizada, realicé una estancia
de 6 meses en el Banco de Sangre del Hospital Infantil de México “Federico
Gdémez". En donde, adquiri experiencia y habilidades en cada una de las dreas del

banco de sangre, para poder plasmarlas en este manual.



2. INTRODUCCION.

Considerando la sangre como un tejido, los servicios de sangre son
establecimientos autorizados que fiene como objetivo la recoleccion,
procesamiento controlado, eficiente y oportuno de componentes
sanguineos inocuos. Sus funciones son la promocion de la donacion
voluntaria, reclutamiento y retencion de donadores de sangre voluntarios;
la exfraccion de unidades de sangre, separacidon en componentes
sanguineos; el estudio al 100% de las unidades recolectadas tanto
innmunohematoldgicamente como para los marcadores seroldgico-
infecciosos; el almacenamiento y su distribucion para un abastecimiento
oportuno de productos sanguineos seguros a la red de los servicios de
atencion, en situaciones de urgencias relacionadas con accidentes, actos
de violencia, cirugia mayor, enfermedades cronicas; frastornos de la
coagulacion, complicaciones del embarazo y parto, que requieren el uso
de algun componente sanguineo. Por esto, el contar con un abastecimiento
oportuno de unidades de sangre para su procesamiento y de sus
componentes sanguineos para uso terapéutico en los establecimientos de
las redes de atencidon médica, es un elemento necesario para prevenir la
muerte o evitar complicaciones mayores en los pacientes con hemorragia

severa (Centro Nacional de excelencia Tecnoldgica en Salud, 2006).

Las dreas del banco de sangre son varias, aunque a veces son
desconocidas por los donadores, incluyen una zona de recepcion y sala de
espera; los consultorios médicos; toma de muestra sanguinea; drea de
sangrado o flebotomia; drea de aféresis; inmunohematologia; drea de

serologia; pruebas de compatibilidad; y drea control de calidad.

El término “medicina transfusional” tomd auge a fines del decenio de
1971-80. Su connotacidn la relaciona con las actividades medicas; sin

embargo, la terapéutica con sangre es su relacion directa. Esta es un



proceso en el que intervienen sucesivamente el médico, la enfermera, el
personal del banco de sangre y el de servicio de transfusiones. En
consecuencia, la medicina transfusional es el resultado de las acciones

eficientes de este equipo de trabajo (Rodriguez H, 2004).

La opcidn técnica de banco de sangre, impartida en el Colegio de
Ciencias y Humanidades, tiene como objetivo formar a técnicos
especializados, capaces de aplicar su conocimiento en la realizacion de
extraccion de sangre durante la predonacion; analizar, fraccionar,
conservar y proveer la sangre, asi como sus hemoderivados. Todo esto,

aplicando la normatividad vigente.

El presente proyecto contribuye a que el alumno sea el principal
protagonista de la opcidn técnica y el docente no solo es un fransmisor de
conocimientos sino una guia, pues toda la metodologia estd plasmada en
este manual, que el alumno tiene que consultar y utilizar como apoyo
diddactico. La temdtica metodoldgica de este manual es involucrar al
estudiante a ser mds activo, capaz de captar por si mismo el conocimiento,
ser analitico y critico, utilizando las investigaciones previas, los diagramas y
esquemas contenidos en este manual, lo que lo lleva aprender a aprender,

aprender a hacer y aprender a ser.



3. OBJETIVOS.

3.10BJETIVO GENERAL

Disenar un manual de prdcticas de la opcidn técnica de banco de
sangre del Colegio de Ciencias y Humanidades con base en los avances
tecnoldgicos en la disciplina, con la finalidad de mejorar la formacion de
técnicos competentes, en el drea en cuestidon, para que desarrollen un
ejercicio profesional de alta calidad, regidos por la normatividad legal

vigente.

3.2 OBJETIVO PARTICULAR.

Capacitar al técnico especializado en banco de sangre mediante la
creacion de este manual para que pueda aplicar las técnicas y los
procedimientos vinculados al proceso de predonacidon, donacidon vy
postdonacion; desde la extraccion de sangre, su fraccionamiento, andlisis,
conservacion y disposicidn de hemocomponentes, mediante una correcta
aplicacion de la normatividad legal-vigente en esta disciplina del drea de

la salud.

Vi
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Opcidn Técnica de Banco de Sangre.

VINCULACION DEL CONTENIDO TEOQRICO CON LAS PRACTICAS EXPERIMENTALES.

NUmero y nombre del
modulo en el
programa de la

Titulo de la practica

NUmero de
la practica

asignatura

MODULO I. Servicio

Intfroduccién al banco de sangre.

—

de banco de sangre Bioseguridad. 2
Preparacion de disoluciones porcentuales. 3
Toma de muestra sanguinea. 4
Citometria hemdtica 5
MODULO L. = -
Inmunohematologia Prueba de la antiglobulina humana (Prueba de Coombs). 6
aplicada al banco de Tipificacion de grupos sanguineos ABO y factor Rh. 7
sangre
Prueba de confirmacién de Rh negativo. 8
Tipificacion de subgrupos A o prueba de la Lectina. 9
Discrepancias en el sistema ABO 10
Signos vitales. 11
MODULO Il Seleccion del disponente. 12
El disponente de Determinacién de enfermedades infecto-contagiosas en 13
sangre sangre del donante.
Elaboracion de formatos de autoexclusion. 14
MODULO IV. Pruebas cruzadas. 15
Pruebas - -
pretransfucionales Rastreo de anticuerpos irregulares. 16
Identificacion de anticuerpos irregulares. 17
MODULO V.
La sangre y Fraccionamiento sanguineo. 18
hemoderivados
MODULO VI.
Uso e indicaciones de
cada uno de los Protocolo de reacciones adversas a la fransfusién. 19
componentes y
hemoderivados
sanguineos
MODULO ViII. Control de calidad. 20
Contfrol de calidad en Control de calidad de hemocomponentes. 21
el banco de sangre
Control de calidad de antisueros hemotipificadores. 22
Control de calidad de equipos automatizados. 23

6 Bioquimico Diagndstico: Oliver Almardz Cruz Alejandro.
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8.
9.

Opcidn Técnica de Banco de Sangre. I

REGLAMENTO DE SEGURIDAD EN EL LABORATORIO DE BANCO DE SANGRE.

. Queda prohibido firar basura fuera del bote, ingerir alimentos y/o bebidas, fumar,

recibir visitas por seguridad de las mismas, y hacer un mal uso de mobiliario del

laboratorio.

. Se debe mostrar una conducta adecuada dentro del laboratorio de Banco de

sangre para evitar accidentes.

Las mochilas deberdn ser colocadas en los espacios correspondientes durante
cualquier practica experimental, con la finalidad de mantener los pasillos libres sin
obstaculos para la propia seguridad del alumnado.

Las puertas del laboratorio no deben de estar cerradas con llave.

Los residuos (RPBI) deben de colocarse en los contenedores destinados para ese fin,
de acuerdo con el tratamiento de residuos que se senala en cada actividad prdactica
correspondiente. Nada deberd ser eliminado en la tarja sin previo fratamiento
quimico.

El ingreso al laboratorio solo se realizard cuando esté presente el profesor responsable.
Uso obligado la bata blanca de manga larga y limpia, cada vez que se vaya a
realizar un trabajo experimental.

La tolerancia serd de 10 minutos cuando haya sesiones experimentales.

Antes de empezar cualquier prdctica, deberd limpiarse la mesa de trabajo.

10. Durante cada prdctica experimental, que sea necesario el uso de tejido sanguineo,

éste deberd considerarse como un tejido potencialmente patdégeno, por lo que

deberd usarse guantes de |atex o nitrilo.

11. Las mujeres durante cada prdctica experimental deberdn recogerse el cabello.

12. Por ningUn motivo deberdn inhalar o ingerir ningun producto quimico.

13. Se deberdn lavar las manos antes y después de cada prdctica.

14. No usar tacones, se debe usar zapatos cerrados, por si se le llegara a derramar algun

producto quimico o reactivo no toque directamente a la persona.
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Practica No. 1
Infroduccion al banco de sangre.

INTRODUCCION.

El banco de sangre funciona gracias a que todos los colaboradores como técnicos vy
profesionales de la salud, conocen la importancia para que la sangre sea segura y pueda ser utilizada
por pacientes que asi lo requieran. El proceso de donacién es muy complejo porque no solo involucra
al predisponente o donador, sino tfambién al personal de salud que ahi labora.

En paises desarrollados la donacién altruista se hace de manera continua, aproximadamente
de 4 a 6 donantes por cada 100 habitantes, mientras que en México es de solo 1 donante altruista
por cada 100 habitantes. Mientras existan pacientes con cirugia de urgencia o de alta complejidad
y pacientes con enfermedades hemorrdgicas hereditarias, la donacion de sangre serd imprescindible.
(Rodriguez H, 2014).

La regulacion en el banco de sangre estd regida por normas oficiales mexicanas (NOM), que
son de observancia obligatoria expedidas por las dependencias competentes y tienen como
finalidad establecer las caracteristicas que deben reunir los procesos o servicios cuando éstos puedan
constituir un riesgo para la seguridad de las personas o danar la salud humana y el medio ambiente
(Ley Federal Sobre Metrologia y Normalizacién).

En el caso del banco de sangre, existe una norma que regula toda su actividad: la NOM-253-
SSA1-2012. Esta norma trata de la disposicion de sangre humana y sus componentes con fines
terapéuticos. Ademds, existen normas complementarias a ésta, es decir, que de cierta manera
colaboran al buen funcionamiento y regulacion del banco de sangre, como son: la NOM-007-SSA3-
2011, que establece la organizacién y funcionamiento de los laboratorios clinicos; Ia NOM-168-SSA1-
1998, que establece como debe ser el expediente clinico; y la NOM-087-ECOL-SSA1-2002, que
establece la clasificacion de los residuos peligrosos bioldgico-infecciosos.

Estas son las normas mds importantes que veremos en cualquier banco de sangre y es de suma
importancia que se conozcan para los futuros técnicos en cuestion. El uso en conjunto de estas normas
contribuye al buen funcionamiento del banco de sangre y garantiza la mdxima reduccidon de riesgos
asociados al proceso de donacidén sanguinea, pues ratifica la calidad y seguridad de las unidades y
componentes sanguineos.

Podemos decir que los componentes y otros productos de la sangre estdn regulados como
agentes farmacoldgicos. Los bancos de sangre y servicios de transfusion estdn regulados como
laboratorios. Estas exigencias hacen que el cumplimiento sea complejo. Sin embargo, la regulacion
apoya la importancia que tienen los productos derivados de la sangre, debiendo ser efectivos y
seguros a través de buenas prdcticas de laboratorios y sistemas de gestion de calidad (Torres O, 2012).

OBJETIVO.

El alumno aprenderd, mediante una revision normativa (Normas Oficiales Mexicanas) y manejo
de equipo (como la centrifuga y el microscopio 6ptico) el buen funcionamiento y organizaciéon en el
laboratorio de banco de sangre.

Realizar el lavado de material que se ocupard en el laboratorio de banco de sangre, para
garantizar que la fase analitica del proceso se realizard en éptimas condiciones.
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ACTIVIDAD PREVIA.

Consulte la NOM-253-SSA1-2012, especificamente los capitulos 4y 5, y la NOM-087-ECOL-
SSA1-2002, con la finalidad de contestar el cuestionario que se le solicitard en el apartado de
resultados.

Investigue qué es la iluminacion de Kohler para el microscopio éptico compuesto.

MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.

MATERIAL. EQUIPO.

Material de vidrio sucio. Centrifuga clinica.

Escobillones (por persona). Microscopio 6ptico.

Guqn’res (por persona). REACTIVOS.

Servitoallas. -

Microfibrillas para limpiar anteojos. Jabén neutro grado técnico.

Palanganas. Hipoclorito de sodio al 5%

Papel parafilm. Aguda destilada.

Laminillas tenidas previamente. Aceite de inmersion.
CONTENIDO.

1.1 REVISION DE LAS NORMAS OFICIALES MEXICANAS.
NOM-253-§SA1-2012

La Organizacion Mundial de la Salud y la Organizacion Panamericana de la Salud establecen
que para abastecer de sangre a la poblacién se debe fomentar el trabajo en equipo, obtener la
sangre y componentes sanguineos de 1) donantes altruistas, no remunerados y regulares (es decir,
gue van de manera consecutiva a donar) y 2) donacién familiar, asegurdndose que reciban una
atencién de calidad. Esta norma debe contribuir a la confianza general en cuanto a la donacion de
sangre y componentes sanguineos, dando proteccion a la salud de los donantes, receptores y el
personal de la salud, conseguir la autosuficiencia (dicho de otro modo, que el banco de sangre
cuente con la cantidad suficiente de productos sanguineos para abastecer al hospital), reforzar la
seguridad de la cadena transfusional, y que pueda lograrse un mejor nivel de atencién, adoptando
las medidas necesarias para alcanzar los objetivos planeados.

NOM-087-ECOL-SSA1-2002

Los residuos peligrosos son definidos por la Ley General del Equilibrio Ecoldgico y la Protecciéon del
Ambiente, como residuos que tienen caracteristicas corrosivas, reactivas, explosivas, toxicas,
inflamables y bioldgico-infecciosos que son un peligro para el medio ambiente y la salud. Esta norma
se encarga de la clasificacion de los residuos peligrosos que son generados en unidades hospitalarias,
laboratorios clinicos, unidades psiquidtricas, centros de tomas de muestras para andlisis clinicos,
bancos de sangre, bioterios y centros de investigacion. Los diferentes tipos de Residuos Peligrosos
Biologico Infecciosos (RPBI), pueden clasificarse en la siguiente imagen:
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[ ] Patolégicos
{ﬁ (Placentas, piezas
. | anatémicas que no
Objetos N / , se encuentren en
punzocortantes ga ; / formol)

Residuos no
anatémicos (gasas,
torundas o campos
saturados, empapadas
o goteando liquidos
corporales y secreciones
de pacientes con
tuberculosis o fiebres

hemorragicas).

Sangre liquida y sus
derivados.

Imagen 1. Clasificacion de los RPBI (Santos C, ef al., 2003).

De igual modo, los RPBI los podemos clasificar con base a su envasado. Para esto, tenemos la

siguiente tabla:

Tabla 1. Envasado de los RPBI (Santos C, et al., 2003).

Tipo de residuos Estado fisico Envasado Color
Sangre Liquidos Recipientes Rojo
herméticos
Cultivos y cepas de Sélidos Bolsas de polietileno Rojo
agentes infecciosos
Patolégicos Sélidos Bolsas de polietileno Amarillo
Liquidos Recipientes Amarillo
herméticos
Residuos no anatéomicos Sélidos Bolsas de polietileno Rojo
Liquidos Recipientes Rojo
herméticos
Objetos punzocortantes Sélidos Recipientes rigidos Rojo

Actividad: una vez entendida la clasificacion de los RPBI, conteste la tabla nimero 2 en el

apartado de resultados de esta prdctica.
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1.2 UTILIZACION DE LA CENTRIFUGA.

Fundamento.

El principio de la centrifuga se basa en la separacion de un soluto en suspensidon (en nuestro caso, la
muestra biolégica es la sangre), a fravés de la rotacidén en un egje central, lo que genera una fuerza
denominada: centrifuga (Gutiérrez G, et al., 2016). Asi, por ejemplo, es capaz de separar el suero de
una muestra de sangre coagulada, o el plasma en una muestra de sangre anticoagulada.

Imagen 2. Centrifuga. C.C.H. Azcapotzalco, UN.A.M.
Técnica:

l. Encender la centrifuga, la cual debe de estar sobre una superficie plana.

Il. Tapar con papel parafilm los tubos a centrifugar, retirando su tapdn original.

Il Con ayuda de la balanza granataria se debe equilibrar el peso del fubo con muestra
sanguineaq, para esto se toma un tubo vacio y se le va agregando agua, con ayuda de
la pipeta hasta que se iguale el peso del tubo con muestra de sangre.

V. Una vez que se fienen los pesos equilibrados, colocar los fubos en las camisas del rotor,
frente a frente para equilibrar los pesos en el soporte.

V. Repetirlos pasos I, llly IV para todas las muestras que se tengan que meter a centrifugar.

VI. Programar la centrifuga, segin sea el caso, que sea semiautomatizada o automatizada,
a la velocidad y tiempo requerido.

1.3 UTILIZACION DEL MICROSCOPIO OPTICO

Fundamento:

En el microscopio de luz, los objetos se visualizan debido al confraste entre los objetos, que
absorben o dispersan la luz en diferentes grados, y el medio que los rodea (Santos C, et al. 2003).
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Un microscopio consta de dos partes: la mecdnica y la optica. La parte mecdnica es la
estructura que sirve de base a la 6ptica. Consta de una columna, apoyada sobre un pie rectangular,
que a veces puede tener forma de herradura. La columna sostiene un tubo cilindrico y una
plataforma o platina, cuadrada o redonda, que tiene en su centro un orificio de aproximadamente
un centimetro de didmetro. La parte dptica estd constituida por las lentes, que son: el ocular, ubicado
donde el observador aproxima su 0jo, y el objetivo, que es la lente que se acerca al objeto que se
quiere observar (Gutiérrez G, et al. 2016).

QOculares

Cabezal

Brazo de
potencia

Desplazamiento

Revolver )
de platina

Objetivos

Platina

Diafragma -

Lampara

Tornillo Tornillo

Base e : 5
macrometrico micrometrico

Imagen 3. Microscopio dptico. Extraido de: https://bit.ly/2yEsYgn.

Técnica:

l. Bajar la platina hasta el tope inferior.

Il. Limpiar, con Microfibrillas para anteojos o con papel especial para objetivos o lentes,
todas las superficies dpticas.

Il Encender el microscopio. Cuidando que esté con el confrol de luz en el minimo.

V. Colocar una laminilla que haya sido tenida vy fijada.

V. Seleccionar el objetivo de 10X.

VI. Subir la platina usando el tornillo macrométrico hasta visualizar la muestra y luego
enfocar con el tornillo micrométrico despacio hasta observar por los oculares la muestra
nitidamente. Si es necesario, separar o juntar los oculares.

VII.  Ajustar la luz por medio del control de intensidad

VIIl.  También se puede abrir el condensador para tener una mejor visibilidad.

IX. Girar el revolver y posicionarlo en el objetivo de 40X.

X. Para obtener mayor nitidez de la laminilla observada, mover muy despacio el tomnillo
micrométrico.

XI. Girar el revolver y posicionarlo entre los objetivos de 40X y 100X.
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XII. Colocar sobre la laminilla una gota de aceite de inmersion para formar un “puente”
entre el lente del objetivo y la preparacion.
Xlll.  Para obtener nitidez de la preparacion, mover muy lentamente el micrometrico.

XIV. Esta drea que se estd observando se denomina como “campo”. Para poder visualizar
otro campo, mover el botdn del desplazamiento y platina y observar diferentes campos
de la laminilla.

XV. Una vez observados los campos necesarios en la laminilla, bajar la platina.

XVI.  Retirar la laminilla y limpiar los lentes de los objetivos usando papel seda o microfibrilla
para lentes. Ademds, después de utilizar aceite de inmersion, deberd limpiar el objetivo
de inmersidn con una torunda con alcohol isopropilico o etilico al 70% para evitar que el
aceite se seque en el objetivo.

Actividad: Una vez terminada la experiencia, dibujar lo que observa en el objetivo de 10X, 40X y
100X, en la tabla numero 3, en el apartado de resultados de esta practica.

1.4 LAVADO DE MATERIAL.
Fundamento:

La limpieza del material de laboratorio es una tarea que debe de realizarse para que no haya
interferencias en los resultados obtenidos de la actividad prdactica en las pruebas realizadas en el
banco de sangre. Aunque la mayoria del material que se ocupa, de preferencia, deberd ser
desechable; los tubos de ensaye o las pipetas Pasteur, son materiales que deben de estar siempre
limpios.

Para el lavado de material, existen diferentes técnicas, desde el uso de agua y jabdn neutro,
hasta técnicas mdas complicadas como uso de agentes limpiantes como acido sulfurico concentrado,
sosa caustica, o soluciones de potasio. Todo dependerd del tipo de material y método que se va
realizar en el laboratorio.

Procedimiento:

Para el lavado de material sucio de vidrio en el banco de sangre se utilizard jabdn neutro y
agua destilada.

l. Para inactivar el material sucio, se debe preparar una solucion de hipoclorito de sodio
al 1% con agua corriente, en donde se sumergird dicho material.

II. Sumergir el material durante al menos 30 minutos.

Il Enseguida, preparar una solucion jabonosa con el detergente neutro concentrado, en
donde se debe diluir el detergente de un 2% a un 15% en agua, como lo indica el

fabricante.

V. Para ello, en una palangana agregar 100 mL del detergente neutro por cada litro de
agua.

V. Se ocupard un escobillén para lavar el material.

VI. Se sumerge el escobillon en la solucién de jabdn.

VII. Para lavar los tubos, se intfroduce el escobilldn y se lava por la parte de adentro y
también por la parte de afuera para eliminar algin tipo de marcaje.

VIIl.  Para el caso de las pipetas Pasteur y pipetas volumétricas y/o analiticas, se sumergen,

pues el escobilldén no cabe en la misma.
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IX. Una vez que estan enjabonados, se enjuagan al chorro de agua. Enjuagar al menos 5
veces.
X. Posteriormente se enjuagan nuevamente, pero ahora con agua destilada.
Xl Los tubos se dejan escurrir boca abajo en la gradilla de igual modo las pipetas.

RESULTADOS.

De acuerdo con los criterios de la norma NOM-253-SSA1-2012, responda lo siguiente:

sPard qué le sirve al banco de sangre un programa de gestion de calidad?

Mencione fres funciones del responsable sanitario.

2Qué debe implementar el banco de sangre para mantener una fuente de donantes sanos y
comprometidos con la donacién alfruista?

Un banco de sangre, 3Puede solicitar bolsas de sangre a otros bancos de sangre? Si, no y por
qué

Mencione tres derechos que fiene cualquier donante, durante todo el proceso en el banco de
sangre.

Diga qué clase de refrigerio estd obligado a dar el banco de sangre.
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Conforme a la clasificaciéon de los RPBI, conteste la siguiente tabla:

Tabla 2. Clasificacion de los RPBI mds utilizados en el banco de sangre.

Nombre del residuo RPBI 0 no RPBI Tipo de envasado

Capilares

Tubo al vacio (vacutainer)

Gasas empapadas de sangre

Algodon con poca sangre

Con lo observado al microscopio 6ptico compuesto, dibuje lo visto en cada uno de los tres
aumentos.

Tabla 3. Observacién al microscopio.

Aumento de 10X Aumento de 40X Aumento de 100X

Observacion
de la
laminilla.
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MANEJO DE RESIDUOS.

Los remanentes de la solucion de hipoclorito de sodio y de la solucién jabonosa se desechan en la
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Practica No. 2
Bioseguridad.

INTRODUCCION.

La bioseguridad es un punto crucial para el profesional que labora en cualquier banco de
sangre, pues estd en constante exposicion a componentes sanguineos que pueden contener agentes
infecciosos. Todo el personal debe conocer ala perfeccion los puntos criticos en donde puedan existir
posibles riesgos de contagio para asi poder evitarlos. En caso de que ocurra un posible contacto, el
personal debe saber cudles son las medidas preventivas y correctivas.

Muchas veces la bioseguridad es pasada por alto, no solo en el banco de sangre, fambién en
el laboratorio clinico, ya sea por desconocimiento del personal que ahi labora acerca de los peligros
a los que pueden exponerse sino toma las medidas preventivas, o simplemente porque el personal no
se lava de manera correcta las manos o tiene la absurda idea de “a mi no me va a pasar nada”.

Los programas de bioseguridad en los bancos de sangre y en los servicios de transfusion
sanguinea tienen los propdsitos de disminuir el riesgo institucional de exposicion ocupacional a
agentes potencialmente peligrosos o daninos y de reducir la contaminacion ambiental producto del
funcionamiento del servicio (Duenas H, 2003).

La organizacion mundial de la salud (OMS), preocupada por la bioseguridad en cualquier
laboratorio, cred un manual en 1983, donde expuso el equipamiento que deben tener los laboratorios
de acuerdo con su nivel de frabajo. En la tercera edicidon de este manual, expone de la siguiente
manera:

Durante los mas de 30 anos transcurridos desde su primera publicacion en 1983, el Manual de
bioseguridad en el laboratorio ha proporcionado orientacidon prdctica sobre las técnicas de
bioseguridad a todos los laboratorios de todos los niveles (OMS, 2005).

El uso del correcto lavado de manos permite eliminar a los gérmenes que se pueden llegar a
fransmitir de un individuo a ofro por el simple hecho de hacer un incorrecto lavado de las manos.
Ciertos grupos de profesionales de la salud, como las enfermeras, que estén en mayor contacto con
pacientes, tienen este compromiso de limpieza mds alto, aunque esta responsabilidad no excluye a
otro tipo de personal como quimicos, médicos o técnicos.

OBIJETIVO.

El alumno realizard una revisidon de los niveles de bioseguridad en el laboratorio y comprenderd
la técnica correcta de lavado de manos mediante esquemas para asegurar el bienestar y seguridad
del personal que labora en el banco de sangre.

ACTIVIDADES PREVIAS A LA PRACTICA.

1. Deberds investigar, de acuerdo con la OMS, 3Qué es la bioseguridad?, revisar el lavado y
desinfeccion de manos correcto.

2. 5Qué es un desinfectante?

3. Menciona 3 tipos de desinfectantes comUnmente utilizados.
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4. Menciona cual es la diferencia entre desinfeccién y esterilizacion.

MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.
MATERIAL.

Jabon liquido.
Servitoallas.
Gel antibacterial.

CONTENIDO.
2.1 CLASIFICACION DE LOS LABORATORIOS.
Los laboratorios, segun la Organizaciéon Mundial de la Salud se clasificacion en:
- Laboratorio bdsico (que tiene un nivel de bioseguridad 1).

En este tipo de laboratorios son casi siempre de escuelas, donde existe una ensenanza e investigacion
bdsicas. Normalmente se utiliza bata como equipo de seguridad y en él se trabajan materiales y
agentes con bajo o nulo riesgo para la salud individual, comunitaria y para el medio ambiente.

Imagen 4. Laboratorio fipico de bioseguridad 1. (OMS, 2005).
- Laboratorio bdsico (que tiene un nivel de bioseguridad 2).

En estos laboratorios existen servicios de atencién primaria, se hace un poco de diagndstico e
investigacion. En estos sitios se utilizan senalamientos de riesgo bioldgico y se usa ropa protectora. Se
trabaja con materiales y muestras que pueden causar enfermedad en humanos o animales, pero se
conoce su tratamiento, existe vacuna o el riesgo de contagio es limitado. Es importante recalcar que
un banco de sangre se encuentra clasificado como un laboratorio de nivel de bioseguridad 2.
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Imagen 5. Laboratorio tipico de bioseguridad 2. (OMS, 2005).
- Laboratorio de contencién (que tiene un nivel de bioseguridad 3).

En este apartado, en los laboratorios se hace diagndstico especial e investigacion. Se utilizan
campanas de seguridad bioldgica y otros equipos de contencidn primaria, ademds se usa ropa
especial y hay un acceso controlado con flujo de aire pues en ellos se trabaja con agentes que son
de riesgo elevado para la salud del personal, la comunidad y el medio ambiente. Normalmente no
existe un fratamiento eficaz o vacunas.

Imagen 6. Laboratorio fipico de bioseguridad 3. (OMS, 2005).
- Laboratorio de contencién maxima (que tiene un nivel de bioseguridad 4).

En este laboratorio se encuentran patdégenos que son altamente peligrosos, la entrada al laboratorio
es confrolada con cdmaras de aire de cierre hermético, en la salida hay ducha y se hace eliminacion
de residuos. Los equipos de seguridad son lo mds nuevos en tecnologia. Se utilizan tfrajes especiales y
aire filfrado.
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Se localizan ensitios lejanos de ciudades y bien aislados, ya que en ellos se trabaja con agentes de
muy alto riesgo o desconocidos, que se diseminan faciimente, por lo que dificimente se fienen
fratamientos o vacunas para ellos.

Imagen 7. Laboratorio nivel de bioseguridad 4. Extraido de: https://goo.gl/QKTTUR.

Actividad: escriba en la tabla nUmero 4 del apartado de resultados, fres medidas de bioseguridad
en el banco de sangre.

2.2 LAVADO Y DESINFECCION DE MANOS.

El lavado de manos es parte fundamental no solo de cualquier banco de sangre, sino también
a nivel Institucional en todos los centros de salud del pais y del mundo. La Organizacion Mundial de la
Salud ha desarrollado un conjunto de pasos a seguir para el correcto lavado de manos y ademds
también para su desinfeccion.

La desinfeccidén la podemos considerar como la eliminacién parcial principalmente de
microorganismos patégenos (gérmenes), no se compara con la esterilizacion que garantiza la
ausencia de los microorganismos. Los microorganismos pueden ser: bacterias, hongos, virus o pardsitos
que llegan a causar dano, por eso es importante eliminarlos cuando se lleve a cabo cualquier
prdctica profesional o al entrar en contacto con cualquier paciente.

Para el caso del lavado de manos se deben emplear jabones liquidos, no se deben emplear
jabones de barra pues en ellos quedan remanentes de microrganismos y al momento de lavar las
mManos solo se diseminan y no se eliminan.

Durante el lavado de manos eliminamos microorganismos que pueden ser infecciosos para
nosotros y que a su vez podemos fransmitir a cualquier paciente, pero con la desinfecciéon
aseguramos un poco mds que nuestras manos se encuentran libres de patégenos o microorganismos
que causan dano. Para el proceso de desinfeccidn se utiliza gel antibacterial que contiene alcohol
isopropilico o etilico al 70%.

En las siguientes imdagenes se observa la recomendacion global que hace la Organizacion
Mundial de la Salud para el lavado y desinfeccién de manos correctamente. Con ayuda del profesor
realizar ambas metodologias.
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¢ Como lavarse las manos? ¢Como desinfectarse las manos?

iDesinféctese las manos por higiene! Lavese las manos solo cuando estén visiblemente sucias
m Duracién de todo el procedimiento: 40-60 segundes

m n E 3@ @ Duracién de todo el procedimiento: 20-30 sequndos
Méjese las manos con agua; Daposite enla palma da la mano una Frétoge lag palmas de las manos m 3@
i A @ ﬂ B Deposite en |a palma de la mano una dosis de producto suficiente para Frétese las palmas de las manos
N liyA J cubrir todas las superficles; entre sl;

cantidad de jabén suficiente para cubrir  entre si;

todas las superficies de las manos;

Frétese la palma de la mano derecha  Frotese las palmas de las manos Frétese el dorso de los dedos de
contra el derso de la mane izquierda  entre si, con los dedos una mane con la palma de la mano
entrelazando los dedos y viceversa; entfrelazados; opuesta, agarrdndose los dedos;

E‘B\\ /%ﬂ

Frétese la palma de la mano derecha Frétese las palmas de las manos Frétese el dorso de los dedos de
contra al dorso de la mano zquierda antra si, con los dedos entrelazados;  una mano con la palma de la mana
entrelazando los dedos y viceversa; opussta, agarrandose los dedos;

Fratese con un movimiento de Frétese la punta de los dedos dela Enjudguese las manos con agua;

rotacién el pulgar izquierdo, mano derecha contra la palma de la
atrapandolo con la palma de la mano izquierda; haclendo un

mana derecha y viceversa; movimlento de rotaclén y viceversa;

N
Fritese con un movimlents de rotaclén  Frétese la punta de los dedos de la Una vez secas, SUs manos son

#l pulgar Izqulerdo, atrapéndolo con la mane darecha contra la paima da la Seguras.
$bquese con una toalla desechable;  Sirvase de la toalla para cerrar ol grifo;  Sus manos son seguras, palma de Ia mano derecha y mano lzqulerda, haclenda un

movimlento de rotzclén y viceversa;

Seguridad del Paciente | SAVE LIVES
Mundial de la Salud | s mouessmeomis secim Clean Your Hands

el Mundial de ]a salud UK ALIAKZK NUNDISL PARA UNA ATENCION IAS SEGURK Glaan Your Hands

Organizacion Sequridad del Paciente | SAVE LIVES @ Organizacion
Imagen 8. Lavado y desinfeccién de manos. (OMS, 2005).

Actividad: escriba en la tabla nUmero 5 del apartado de resultados, la importancia de este
procedimiento en el banco de sangre.

RESULTADOS.
Tabla 4. Medidas de bioseguridad.

MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD QUE APLICA EN EL BANCO DE SANGRE
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Tabla 5. Lavado y desinfeccion de manos.

RELATE BREVEMENTE CUAL ES LA IMPORTANCIA DEL LAVADO DE MANOS Y DESINFECCION
DE MANOS EN EL BANCO DE SANGRE.

BIBLIOGRAFIA.

e Duenas H. (2003). El banco de sangre. Cali, Colombia: Universidad del Valle
e Organizacion Mundial de la Salud. (2005). Manual de Bioseguridad en el Laboratorio. Ginebra:
Suiza.

MANEJO DE RESIDUOS.

Papel, servitoallas, torundas con poca sangre o con alcohol (ambos no empapados), guantes,
cubrebocas, plastico.
Desechar en la basura municipal.
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Practica No. 3
Preparacion de disoluciones porcentuales.

INTRODUCCION.

Las disoluciones son mezclas homogéneas, es decir, son mezclas donde sus fases no se
distinguen, por el contrario, en las mezclas heterogéneas, se observan dos o mds fases. Las unidades
fisicas de concentracion estdn expresadas en masa o en volumen. Las unidades de concentracion
md4as comunes son:

Molaridad: nos representa el nUmero de moles de nuestro soluto disueltos en un litro de solucién. Esta
se abrevia como M.

Normalidad: en quimica analitica, se utilizan los equivalentes disueltos en un litro de solucién. Esta se
abrevia como N.

Porcentual: esta concentracion puede ser expresada en gramos de soluto por cada 100 mL de
solucion, ésta se abrevia como %.

En el banco de sangre son importantes las concentraciones porcentuales, pues se emplean en
ciertas determinaciones, por ejemplo, el lavado de eritrocitos, para el empleo de solucién salina, etc.

En la preparacion de disoluciones es esencial hacer las disoluciones usando agua que ha sido
purificada eliminando los minerales que se encuentran en el agua de llave (sodio, calcio, magnesio,
sulfato, cloruro, bicarbonato, etc.). La mayoria de los laboratorios tienen sistemas de purificacion de
agua, los que se basan en la destilacion de ésta o bien en su desionizaciéon. El agua destfilada es
excelente para casi todas las aplicaciones, pero ain puede contener impurezas, debido a la
presencia de sustancias voldtiles. Cuando se preparan disoluciones de hidréoxido de sodio, es
recomendable eliminar el didéxido de carbono, ya sea hirviendo el agua o bien burbujeando en ella
agire libre de didxido de carbono durante una hora (Sanson M, et al., 2007).

OBIJETIVO.

Que el alumno sea capaz de entender el procedimiento mediante el cual se preparan
disoluciones, especificamente porcentuales, para poder preparar una solucién al 0.9% de Cloruro de
Sodio, que servird en prdcticas posteriores en el banco de sangre.

MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.

MATERIAL. EQUIPO.

Vaso de precipitados Balanza granataria o bascula.
Guantes (por persona).

Agitador de vidrio. REACTIVOS

Matraz aforado. Una bolsa de sal comin de mesa.
Vidrio de reloj. Agua destilada.

Espdtula.

Piseta.
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CONTENIDO.
3.1 EXPLICACION DE LAS DISOLUCIONES PORCENTUALES.
Una disolucion porcentual, se pueden expresar de la siguiente manera:

% p/p. Se usa para expresar el porcentaje en peso: es la cantidad de soluto en gramos por
cada 100 gramos de disolucion. En este caso, se utiliza para disolver un soluto sélido, en un disolvente
solido. Como en el caso de las amalgamas o en aleaciones.

% Vv/v.Se usa para expresar el porcentaje en volumen: es la cantidad de soluto en mL por cada
100 mL de disolucién. En este caso, se utiliza para disolver un soluto liquido, en un disolvente liquido.
Por ejemplo, para el caso de dcido clorhidrico (HCI) al 10%, significa que hay 10 mL de HCI grado
reactivo por cada 100 mL de agua destilada.

% p/v.Se usa para expresar porcentaje en peso/volumen: es la cantidad de soluto en gramos
por cada 100 mL de disolucidon. En este caso, se utiliza para disolver un soluto sélido, en un disolvente
liquido. Por ejemplo, para el caso de cloruro de sodio (NaCl) al 5%, significa que hay 5 gramos de
NaCl por cada 100 mL de agua destilada.

En el caso de banco de sangre es importante preparar disoluciones v/vy p/v.
Ejemplos:
Un ejemplo seria: para preparar 150 mL de NaCl al 0.9% se necesita.

l. Lo primero que debemos conocer, es nuestro volumen final, en este caso es 150 mL de
nuestro disolvente.

Il. Después, debemos entender el concepto de la concentraciéon, 0.9% de NaCl, representa
0.9 gramos de NaCl por cada 100 mL de mi disolvente (en este caso agua destilada)

. Para saber la canfidad exacta que debo tomar de soluto, es decir, de NaCl para disolverlos
en 150 mL (que es mi volumen final), debo de dividir 0.9/100. El 0.9/100 proviene de la
concentracioéon final que querremos.

V. El resultado anterior, debemos multiplicarlo por mi volumen final, que son 150 mL. Es decir
(0.9/100) x150
En la siguiente ecuacion se ve mdas explicito.

0.9 gramos de NaCl

150 mL de disolucion x 100 mL de disolucion

V. Esta regla aplica para la preparacion de este tipo de disoluciones.
VI. El resultado de la ecuacion anterior es: 1.35 gramos, que es la cantidad de NaCl que
necesito disolver en 150 mL, para obtener una concentracion de 0.9%.

Oftro ejemplo seria: preparar una solucion de 500 microlitros al 3% de NaCl.

l. Lo primero que debemos conocer, es nuestro volumen final, en este caso es de 500 uL de
nuestro disolvente.

Il. Después, debemos entender el concepto de la concentracién, 3% de NaCl, representa 3
miligramos de NaCl por cada 100 uL de mi disolvente (en este caso agua destilada).
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. Para saber la cantidad exacta que debo tomar de soluto, es decir, de NaCl para disolverlos
en 500 uyL (que es mi volumen final), debo de dividir 3/100. El 3/100 proviene de la
concentracion final que queremos.

V. El resultado anterior, debemos multiplicarlo por mi volumen final, que son 500 mL. Es decir
(3/100) x500
En la siguiente ecuacion se ve mdas explicito.

3 miligramos de NaCl

500 ulL de disolucion x

100 ulL de disolucion
V. Esta regla aplica para la preparacion de este tipo de disoluciones.
VL. El resultado de la ecuacion anterior es: 15 mg, que es la cantidad de NaCl que necesito

disolver en 500 uL, para obtener una concentracion de 3%.

Un Ultimo ejemplo especial seria: preparar una solucién de 2000 microlitros de concentrado
eritrocitario al 3%.

l. Lo primero que debemos conocer, es nuestro volumen final, en este caso es de 2000 uL de
nuestro disolvente.

Il. Después, debemos entender el concepto de la concentracioén, 3% de eritrocitos, representa
3 microlitros (uL) de concentrado eritrocitario por cada 100 pyL de mi disolvente (en este caso
es solucion salina al 0.9%).

. Para saber la cantidad exacta que debo tomar de soluto, que en este caso es liquido, es
decir, de concentrado eritrocitario para disolverlos en 2000 uL (que es mi volumen final),
debo de dividir 3/100. El 3/100 proviene de la concentfracion final que querremos.

V. El resultado anterior, debemos multiplicarlo por mi volumen final, gue son 2000 mL. Es decir
(3/100) x2000
En la siguiente ecuacion se ve mds explicito.
2000 wL de disoluci 3ulL de NaCl
uh de arsotucton x 100 uL de disolucion
V. Esta regla aplica para la preparacion de este tipo de disoluciones.
VI. El resultado de la ecuacion anterior es: 60 uL, que es la canfidad de concenfrado
eritrocitario que necesito.
VII. Agqui hay un paso adicional, como mi volumen de soluto es liquido, no sélido, debo restarle

al volumen final (2000 uL) la cantidad de concentrado eritrocitario que necesito. Es decir
2000-60 = 1940 uL. Esta cantfidad es lo que yo debo disolver junto con los 60 uL del
concentrado eritrocitario.

3.2 PREPARACION DE UNA DISOLUCION PORCENTUAL.
Preparar por equipos, 100 mL de una solucion de NaCl al 0.9%
Técnica:

l. Realizar los cdlculos necesarios para saber cudntos gramos de cloruro de sodio necesita
para preparar los 100 mL de dicha disolucion.
II. Pesar los gramos de cloruro de sodio en la bdscula.
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Anadir con la piseta a un vaso de precipitado de 150 mL, un poco de agua destilada,
aproximadamente a la mitad de su volumen total. Esto con la finalidad de poder disolver
los gramos de cloruro de sodio.

V. Anadir los gramos de cloruro de sodio previamente pesados, al vaso de precipitados.

V. Con ayuda de un agitador de vidrio, disolver completamente el cloruro de sodio.

VI. Una vez disueltos los gramos, con mucho cuidado se debe pasar el contenido del vaso de
precipitados a un matraz aforado.

VII. Conla piseta, agregar un poco de agua destilada al vaso de precipitados y enjuagar tanto
el vaso como el agitador de vidrio (esto con la finalidad de que los gramos de cloruro de
sodio que pudieran quedar adheridos al vidrio se despeguen) y agregarlos al matraz
aforado.

VIIl.  Con ayuda de la piseta se debe llenar el volumen del matraz aforado hasta la linea de
aforo.

IX. Tapar el matraz aforado.

X. Hacer giros de 180° al matraz, para mezclar completamente la disolucion.

Xl Trasvasar el contenido del matraz a un recipiente limpio previomente etiquetado con el
contenido que tendrd, la fecha en que se realizd, la concentraciéon y quién fue el que hizo
la disolucion.

3.3 EXPLICACION DE DILUCIONES.
Fundamento:

Una dilucién es la disminuciéon de la concentracion de una sustancia, generalmente liquida,

hacia una concentracidon menor. Esto se realiza anadiendo un disolvente a la sustancia.

Técnica:

Lo primero para hacer una dilucidon debemos saber el volumen final que vamos a querer de la
sustancia inicial, es decir, si tengo 2 mL de dcido clorhidrico debo saber cudntos mL quiero
diluir, por ejemplo 6 mL.

Lo siguiente es saber cudl serd la dilucidon que yo voy a realizar, por ejemplo, dilucién 1:10, 1:20,
1:40, etc. El significado, por ejemplo, de 1:10 es que yo estoy diluyendo en 10 porciones mi
volumen inicial, llevando esas 10 porciones a nuestro volumen final.

Para saber cudnto debo de tomar de diluyente se hace la siguiente formula

Vp = Vp— (Z—Z)
Donde:
Vp = Volumen del diluyente
Vi = Voluimen final
Cp = Concentracion de la dilucion

Una vez obtenido el volumen del diluyente que necesito, debo restar al volumen final el
volumen del diluyente, esto con la finalidad de saber cudl es el volumen de la muestra que
debo ocupar para diluir.
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Vusta= Vi —Vp
Donde:
Vusta = Volumen de la muestra
Vp = Volumen del diluyente
Vi = Volumen final
POR EJEMPLO: cudl es el volumen de dcido clorhidrico (HCI) concenfrado que se necesita

para hacer una dilucién 1:20 en 3 mL.

3
Vp=3 — (ﬁ) = 2.85 mL de diluyente

En este ejemplo, yo necesito tomar 0.15 mL de HCI concentrado y diluirlo en 2.85 mL de agua
destilada para asi tener una dilucion final de 1:20.

3.4 RESOLUCION DE EJERCICIOS.

a) Calcule cuantos gramos necesita de NaCl al 10% para preparar 180 mL de dicha disolucion.
b) Calcule cuantos uL de concentrado eritrocitario necesita para preparar una disolucion de
2 mL al 4.5% en solucion salina fisiolégica

RESULTADOS.

Anote los cdlculos necesarios que utilizd para la parte experimental de la preparacion de la disoluciéon
salina fisiolégica. De ser necesario utilice otra hoja.

Realice el procedimiento completo para cada uno de los ejercicios

BIBLIOGRAFIA.

e Sanson M et al., (2007). Manual de prdcticas. Quimica andalitica I. México: Facultad de
Quimica, U.N.A.M.
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Practica No. 4
Toma de muestra sanguinea.

INTRODUCCION.

La sangre es un tejido conjuntivo especializado, consta de elementos formes que estdn
suspendidos en un liguido llamado plasma y que son transportados en el mismo. Los elementos formes
-eritrocitos, leucocitos y plaguetas- funcionan, respectivamente, en el transporte de oxigeno, la
defensa inmunitaria y la coagulacion de la sangre. El volumen sanguineo total en el adulto de talla
promedio es de alrededor de 5L, y constituye casi el 8% del peso corporal total. Los elementos formes
constituyen alrededor del 45% del volumen sanguineo total y el plasma es el 55% restante (Ira S, 2014).

Muestra de sangre
centrifugada

Composicién del plasma

Proteinas plasmiticas

Agua 92%
Transporta maléculas
0I1g3Nicas e inDrganicas,
células, plaquetas y calor

Albuminas 60%
Transportan lipidas, harmonas
esteroideas; contribucion principal

de la concentracién osmdtica del plasma

Proteinas plasmdticas 7% Globulinas 35%

Transportan iones, hormonas,
lipidos; funcidn inmunitaria

Otros solutos 1%

Fibrindgeno 4%
Componente esencial del sistema
de coagulacion

Proteinas reguladoras <1%

Enzimas, hormonas, proteinas
coagulantes

Plaguetas Otros solutos

Las oo 21
Capa A NS E - Electrdlitos
leucocitica : e, Composicidn idnica del liguido
0, B ’ :
<1% : extracelular normal esencial para las

Formacién del ¢ actividades vitales de las células
Languineo y reparacidn tisular, {p. ¢j., Na*, K+, CI7

Nutrientes organicos

Se usan para [a produccion de ATP, el

crecimiento y el mantenimiento de las
células (p, ej., dcidos grasos, glucosa,

aminodcidos)

Leucocitos

P Procluctos de deshecho orgidnicos
Hematies . ‘ T
~a5%, St iodts Transportados hacia localizaciones
L de degradacion a excrecidn (p. gj., urea,
bilircubina)

Neutrifilos (50-70%)

Hematles

Linfocitas Basafilos

(20-30%) (<1%)

Eosindfilas

Monacitos {2-8%) (2-4%)

Imagen 9. Composicidn de la sangre centrifugada. Extraida de: https://bit.ly/2iVSrOz
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El proceso de donacion que ocurre en el banco de sangre, estd compuesto por fases: la fase
preanalitica, analitica y postanalitica. La fase preanalitica comienza, desde que el donante llega al
servicio y se le toman sus datos personales y signos vitales. La etapa analitica comienza una vez que
al donante ya se le toman las muestras sanguineas iniciales y se analizan para saber si estd cursando
por algun proceso infeccioso, anémico o lipémico; conocer la cantidad de células sanguineas, se
incluye la donaciéon sanguinea y el andlisis seroldgico de la sangre donada. La etapa postanalitica se
incluye la expedicion de resultados por parte de serologia y el aseguramiento de que la sangre es
segura.

El proceso mediante el cual se extrae una cantidad de sangre de una vena se denomina
flebotomia o venopuncion. En banco de sangre se realizan punciones venosas para la obtencién de
la muestra inicial en la fase analitica y cuando se efectia la donacién (o sangrado).

Para una puncidn venosa eficaz, es importante examinar cuidadosamente las venas del
pliegue del codo, mediante palpacién, para apreciar el calibre, la elasticidad de la pared venosa,
su profundidad en relacion con la piel y las estructuras anatémicas del entorno. Las agujas para la
venopuncion empleadas actualmente son de excelente calidad y diseno, ya que permiten una
puncion facil y casi indolora; cuando la puncién es dificil o dolorosa, la técnica es inadecuada vy el
flebotomista debe revisar su destreza (Rodriguez H, et al., 2014).

El método de obtencidon para obtener una muestra de sangre se denomina “sistema al vacio”
y se emplean tubos que tienen un vacio. Los tubos pueden tener diferentes aditivos que actian como
procoagulantes (para la obtencidn de suero) o como anticoagulantes (para la obtencidén de
plasma). Los aditivos mds comunes son:

- Agente antiglucolitico. La glucosa es un metabolito que utilizan las células sanguineas, ciertas
sustancias como el fluoruro de sodio y el yodacetato de litio, son sustancias que inhiben la
utilizaciéon de la glucosa por estas células.

- Anticoagulante. Cuando se utilizan este tipo de aditivos, se impide la formacion del coagulo.
El anticoagulante mds utilizando es el EDTA y citrato de sodio, que se unen con el calcio de la
sangre lo que impide la cascada de coagulacién, la heparina, por el contario, impide el
paso de conversidn de protrombina a trombina.

- Coagulante. Al contrario que los anticoagulantes, estas sustancias favorecen que comience la
coagulacién. Los llamados activadores de la coagulacién son particulas de vidrio o de silice,
sU mecanismo de accidn, en general, es el de activar a las plaguetas que favorece la
coagulacién y ala vez favorecer a la frombina.

Se recomienda que el orden de la extraccion, cuando se llegaran a tomar varias muestras, a partir
de una sola puncidén venosa, se haga de la siguiente manera, como muestra la imagen. Esto se realiza
para minimizar errores a la hora de cualquier ftoma de muestra.
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Orden de toma para recoleccién de sangre venosa

Tapon Contenido de tubo Area de uso Inversiones

Coagulacién (Tiempos de
Citrato de sodio coagulacién fibrinégeno, y 3 a 4 veces
agregacion plaquetaria)

L

o

Gel separador Quimica clinica 5 veces

Sin anticoagulante, con
activador de coagulacion,
con silicén

Quimica clinica, banco de sangre 8a 10 veces
serologia

Gel separador y trombina | Obtencion de suero rapido 5 a 6 veces

Quimica clinica (urgencias)

ﬁv Fﬁ"l'i Qi .5

Heparina de sodio/litio hematologia (fragalidad osmética) 8 a 10 veces

EDTAK: Hematologia, banco de sangre 8 a 10 veces

Gel separador y EDTAK: | Determinaciones de carga viral 8 a 10 veces
i Oxalato de Potasio/NaF ggti;nticn}:ay Z::'Eicri,apruebas ge 8 veces

Imagen 10. Orden de tubos. Extraida de: https://goo.gl/TtzUbs

Una vez que se han obtenido los tubos con la muestra sanguinea se deben de invertir
suavemente, esto con la finalidad que el aditivo se mezcle con la sangre. La inversidon debe de ser
sin agitar fuertemente para evitar hemolisis. En la siguiente imagen se observa mejor dicha técnica.

=1 inversion

Imagen 11. Inversidon de los tubos al vacio. Extraido de: https://bit.ly/2lcxul)G.
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La manera mds comun de recoleccion de las muestras de sangre es el empleo de un sistema
de tubo al vacio. El sistema presenta un tubo, que puede ser de pldastico o de vidrio, una aguja y
adaptador o Holder, que se utiliza para asegurar la aguja y el tubo. Los fubos contienen una
cantidad preestablecida de un aditivo sellado al vacio. Por lo general estén recubiertos con silicona
para disminuir la posibilidad de hemolisis y evitar que el coagulo se adhiera a las paredes laterales.
Existen tubos de diferentes tamanos que contienen diversos aditivos. Si bien hay muchos fabricantes
de tubos al vacio, todos respetan un cédigo de color universal en que el color del tapdn del tubo
indica el tipo de aditivo que contiene (Rodak B, et al., 2014). En la siguiente imagen se ilustra como
estd compuesto el sistema de recoleccién de sangre al vacio.

Valvula
de
seguridad

y

Anticoagt\ante

Soporte para Tubo estéril
la aguja al vacio

Imagen 12. Sistema al vacio. (Moran L, 2014).

La muestra sanguinea inicial que se le toma al donador es para conocer en general su estado
de salud, y conocer la cantidad de células sanguineas. Una vez que el medico indica que es apto
para la donacién (después de la entrevista medica), debe pasar al drea de sangrado, lugar en el
cual se hace la extraccion de la sangre.

El procedimiento de extracciéon de la sangre debe ser aséptico para evitar que ala unidad de
sangre ingresen microorganismos que eventualmente puedan comprometer la salud del receptor de
la sangre. Por ofra parte, la asepsia se constituye también en un modo de proteger al donante. La
piel en el sitio elegido para la venopuncion debe ser escrupulosamente desinfectada utilizando
soluciones jabonosas, jabones yodados y alcohol. La sangre debe ser recolectada en un sistema
cerrado de bolsas pldsticas, estas bolsas contienen la cantidad adecuada de anticoagulante para
la recoleccién de 450 = 45 mL de sangre, lo cual se verifica pesando las bolsas una vez realizada la
donacién. Las bolsas pldsticas vienen en diferentes presentaciones. La eleccion del tipo de bolsa
(sencilla, doble, triple o cuddruple) depende de los componentes o hemoderivados que
pretendamos obtener a partir de la sangre que se va a exfraer (lo que se conoce como
fraccionamiento sanguineo). La ventaja de los sistemas cerrados de bolsas pldsticas multiples es que
permiten de manera facil, eficiente y segura la separacién de los diferentes hemoderivados que se
obtienen a partir de la sangre total. Estas bolsas resisten, sin danarse, grandes velocidades de
cenftrifugacion y bajas temperaturas. De igual manera, permiten, segun el tipo de pldstico, el
intercambio de gases con el medio ambiente (Duenas V, 2003). En la siguiente imagen se pueden
observar los diferentes tipos de bolsas que mds se utilizan en banco de sangre.
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Imagen 13. Sistema de bolsas de sangre. TERUMO medical de México, SA de CV.
OBJETIVO.

Conociendo la anatomia de las venas del brazo, el alumno serd capaz de aplicar el método

de puncién venosa por sistema al vacio para obtener una muestra sanguinea de buena calidad y asi
adquirir los conocimientos y destrezas necesarias para realizar una buena venopuncién en el banco
de sangre.

ACTIVIDAD PREVIA.

Investigue las siguientes preguntas:

1.

NoOokoON

sCudles son los tipos de antficoagulantes mds utilizados para la venopuncidén vy los
anticoagulantes mdas utilizados en banco de sangre?

s Qué significan las siglas EDTA?

Indique cudl es la diferencia entre plasma y suero.

2Qué es la hemolisis y qué es lo que la causa?

5Qué es la lipemia y qué es lo que la causa?

5Qué es laictericia y qué es lo que la causa?

Busque una imagen que represente la hemolisis, ictericia y lipemia.

MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.

MATERIAL.

Gradilla para tubos de ensaye.
Marcador indeleble.

Piseta con agua destilada.

Gradilla.
Tubos vacutainer al vacio.
Holder para tubos al vacio.

Torundas con alcohol efilico al 70% EQUIPO.
Pal hos.

clangands para desechos Centrifuga clinica.
Torniguete.

Servitoallas. REACTIVOS.
Agujas de doble filo.

Papel parafiim.

Contenedor para punzocortantes.

Benzal.
Agua destilada.
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TOMA DE MUESTRA SANGUINEA VENOSA.

Nota: En banco de sangre, es muy importante verificar que la persona que vamos a puncionar,
coincida con los rétulos presentes en los tubos al vacio, por lo cual le preguntamos su nombre
completo.

Se debe colocar al paciente en un ambiente adecuado, la puncidn debe de realizarse con
el paciente sentado para evitar accidentes si es que se llegara a marear o desmayar.

Se tiene que asegurar que el material que se vaya ocupar, esté cerca del flebotomista,
como: ligadura, tubos al vacio, aguja para tubo al vacio, Holder, torundas, etc.

Antes que nada, el flebotomista se debe lavar las manos, conforme a lo revisado en la
prdctica No. 2 de Bioseguridad.

La persona debe de usar guantes de su medida y de preferencia cubrebocaos.

Se selecciona la vena adecuada para la puncidon. Normalmente al realizar una
venopuncion se deben localizar las venas del antebrazo, las venas: central, cefdlica y
basilica. En la siguiente imagen, se visualizan mejor.

VENA CEFALICA

CEFALICA VENA BASILICA

ACCESORIA
MEDIA CUBITAL

VENA CEFALICA VENA MEDIA DEL

ANTEBRAZO

Imagen 14. Sitos ideales para la venopuncion. Extraido de: https://goo.gl/VVIX9x

En caso de que las venas no se observen bien, se le puede decir al paciente que abra y
cierre su mano para que las venas sean mas palpables.

Se abre la aguja de doble filo frente al paciente, menciondndole que la aguja es
“completamente nueva” y se coloca en el Holder para tenerla lista para la puncion, sin
retirar el pldstico de la parte superior de la aguja.

Ya que se localizd la vena, se debe de hacer la limpieza o asepsia correcta, para esto se
limpia la zona a puncionar con una torunda humedecida con alcohol isopropilico o etilico
al 70%. Realizar la limpieza con movimientos en espiral del centro de la zona de puncion,
hacia la periferia.

Cuando se termina de hacer la asepsia, se debe esperar a que seque el alcohol, estd
prohibido soplarle al brazo o secar con movimientos de la mano.

Se coloca al torniquete con la ligadura, aproximadamente de 8 a 10 cm por arriba del sitio
de puncidon, y no aplicando demasiada presion sobre el brazo, esto con la finalidad de
evitar que los resultados se vean alterados. NO SE DEBE DEJAR POR MAS DE UN MINUTO.
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Para evitar que la vena se mueva, se debe fijar por debajo del lugar de puncion, utilizando
el dedo indice.

Se infroduce la aguja en un dngulo de 30° en la piel, en un solo movimiento para reducir el
dolor, con el bisel hacia arriba y siguiendo la direccion de la vena, aproximadamente 20
mm.

Una vez que la aguja estd en la vena, se mantiene firmemente en su lugar, sosteniendo
fuertemente el Holder para poder introducir los tubos al vacio. Respetando el orden de la
toma.

Retirar la ligadura en cuanto la sangre empiece a drenar.

Una vez que se haya llenado el tubo, se debe retirar y enseguida invertir de forma suave
como se indica en laimagen 11 de la infroduccion.

Para finalizar la venopuncién, primero se debe refirar el tubo y después la aguja,
depositdndolo en su contenedor correspondiente.

Finalmente, al mismo que se retira la aguja, se coloca una torunda seca e indicarle al
donador que presione con el brazo estirado aproximadamente 5 minutos. Colocar un
parche adhesivo, de preferencia. Podemos resumir esta técnica en la siguiente imagen:

Imagen 15. Fases en la extraccion de sangre venosa. (Roca P, et al., 2003).
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Actividad: Una vez obtenidas las muestras y finalizada la experiencia, se debe llenar la tabla
numero 6, con forme a la persona que punciono y las observaciones de la técnica, denfro del
apartado de resultados de esta prdctica experimental.

RESULTADOS.
Tabla 6. Resulfados de la toma de muestra

Datos del paciente Flebotomista Tipo de muestra Observaciones
obtenida

BIBLIOGRAFIA.

e Duenas V. (2003). El bando de sangre. Cali, Colombia: Universidad del Valle.

e IraS. (2014). Fisiologia humana. México: McGraw-Hill Educacion.

e RocaP, et al., (2003). Bioguimica técnicas y métodos. Madrid, Espana: Hélice.

e Rodak B, et al., (2014). Hematologia. Fundamentos y aplicaciones clinicas. México: Medica
Panamericana.

e TERUMO. Sistema de bolsas de sangre TERUMO. TERUMO MEDICAL DE MEXICO SA DE CV.

MANEJO DE RESIDUOS.

Papel, servitoallas, torundas con poca sangre o con alcohol (ambos no empapados), guantes,
cubrebocas, pldstico.
Desechar en la basura municipal.

Punzocortantes.
Contenedor rigido rojo.

Tubos vacutainer con sangre.
Bolsas rojas de polipropileno.

Torundas con mucha sangre o escurriendo de sangre.
Bolsas rojas de polipropileno
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Practica No. 5
Citometria Hematica.

INTRODUCCION.

El término citometria hemdatica parece ser el mds adecuado para referirse a la medicidon de las
células de la sangre (citos=célula, metros=medida, haematos=sangre). El cldsico término de la
biometria hemdatica (bios=vida, metros=medida) es incorrecto en tanto que el estudio no se refiere a
la medida de la vida, por lo que debiera abandonarse (Ruiz G, 2009).

La citometria hemdatica es el estudio mds utilizado en el banco de sangre, pues permite
conocer el estado de salud del posible donador. Podemos decir, en si, que la citometria hemdtica
incluye en estudio de los gldbulos rojos, los gldbulos blancos y las plaquetas, y a su vez se desglosa en
otras mediciones para complementarlos. Por ejemplo, dentro de la estirpe eritrocitaria incluye el
recuento total de los mismos, indices eritrocitarios (VCM, HCM, CHCM), medicion de hemoglobina y
hematocrito; en la estirpe leucocitaria se incluye en recuento total de los mismos y un conteo
diferencial; finalmente en las plaquetas se incluye su recuento y sus caracteristicas morfoldgicas.

El nUmero de glébulos rojos, es un recuento de ellos contenido en 1 mm3 de sangre venosa
periférica. En cada glébulo rojo o hematie existen moléculas de hemoglobina que permiten el
transporte e intercambio de oxigeno hacia los tejidos y de didxido de carbono desde éstos. Se
producen a partir de los elementos eritroides en la medula ésea vy, su producciéon aumenta bajo la
estimulacion de la eritropoyetina entre otros factores como las interleucinas. En condiciones normales,
los gldbulos rojos sobreviven en sangre periférica durante unos 120 dias; durante ese lapso, se movilizan
a través del torrente sanguineo y, dentro de los capilares mds pequenos, deben plegarse para
adaptarse al tamano de los vasos. Los valores normales varian de acuerdo con el género y la edad
de la persona; las mujeres tienden a mostrar valores menores que los hombres y los recuentos
eritrociticos disminuyen a menudo con la edad (Pagana K, Pagana T. 2014).

La concentracion de hemoglobina (Hb) es una medida de la cantidad total en sangre
periférica. La hemoglobina funciona como un vehiculo para el transporte de oxigeno y didxido de
carbono y se encuentra dentro de los eritrocitos. La capacidad de transporte de oxigeno en la sangre
estd determinada por la concentracién de hemoglobina (Pagana K, Pagana T. 2014).

La concentracidn de hemoglobina se mide en gramos por decilitro (g/dL) y representa la
cantidad de esta proteina por unidad de volumen. Este pardmetro debe ser el Unico a emplear para
definir sihay o no anemia, es decir, solo silas cifras de hemoglobina son inferiores a los valores normales
puede asegurarse que existe anemia. Las cifras “normales” o “de referencia” de la hemoglobina son
variables y dependen de: edad, sexo, altura del sitio de residencia, etc. (Ruiz G, 2009).

El hematocrito (Hto) en términos generales, es el porcentaje del volumen total de sangre que
se compone de gldbulos rojos. Muchas veces se utiliza de forma indirecta para saber el nUmero y
volumen de gldbulos rojos.

Los indices eritrocitarios expresan diferentes caracteristicas de los hematies. Se denominan
indices eritrocitarios primarios al recuento de hematies (GR), el hematocrito (Hto) y ala concentracién
de hemoglobina (Hb). A partir de ellos podemos obtener indices eritrocitarios secundarios, que son:
Volumen Corpuscular Medio (VCM), Hemoglobina Corpuscular Media (HCM), Concentracion de
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Hemoglobina Corpuscular Media (CHCM), indice de distribucién eritrocitaria (IDH) y Anchura de la
distribucion de la Hemoglobina (ADH) (Garcia B, et al. 2015).

El conteo de leucocitos, cuya variacion numérica se puede asociar, a la presencia de agentes
infecciosos para los humanos, que obligan al organismo a modificar su producciéon; o bien puede
asociarse a alteraciones en el sitio de su produccion (medula éseaq), significando una enfermedad
hematoldgica (leucemia o aplasia), asi como asociarse a procesos inflamatorios diversos (McKenzie
S, 2005).

Finalmente, las plaquetas son células cuya funcidn principal es participar en la casada de
coagulacién, en donde actiuan para evitar que las personas tengan un sangrado excesivo cuando
sufren un rompimiento de un vaso sanguineo. Ademds, que también ayudan a la regeneraciéon del
tejido danado. En la siguiente imagen se pueden observar las diferentes células que componen en
tejido sanguineo.

Plaquetas

Globulos

blancos

\

Brteria

Globulos
rojos

Imagen 16. Composicion del tejido sanguineo. Extraida de: https://bit.ly/2nm09xs.

Para el conteo de eritrocitos, leucocitos y plaguetas se pueden utilizan equipos automatizados
o la cdmara de Neubauer. La cdmara de Neubauer, estd formada por cuatro cuadros primarios
periféricos, CPP y su vez por un cuadro primario central, CPC. Del mismo modo, cada cuadro primario
periférico se subdivide en cuadros secundarios. Finalmente, el cuadro primario central, se subdivide
en cuadros secundarios, que a su vez se subdividen en cuadros terciarios.

OBJETIVO.

Permitir que el alumno comprenda los fundamentos de cada uno de los métodos bdsicos de
que se usan para la realizaciéon de una citometria hemdtica aplicada al banco de sangre, mediante
la medicion de eritrocitos, leucocitos, hemoglobina hematocrito e indices eritrocitarios para que
desarrolle habilidades en su elaboracion.
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MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.

MATERIAL. EQUIPO.

Tubos de ensaye de 12x75 mm. Centrifuga clinica.
Material necesario para realizar una Microscopio 6ptico.
venopuncion por sistema al vacio. Espectrofotémetro.

Tubos al vacio con EDTA (tapdn lila). Lector de microhematocrito.
Esjruche de hemocitédmetro que'lncluyo. REACTIVOS.

camara de Neubauer, cubreobjetos -

especifico y pipetas de Thoma. Solucién de Turk.

Papel parafiim. Solucién de NaCl al 0.9%
Bolsa roja. Hipoclorito de sodio al 5%
Contenedor de punzocortantes. Solucién de Hayem.

Solucién de oxalato de amonio.
Aguda destilada.

CONTENIDO.
5.1 OBTENCION DE LA MUESTRA BIOLOGICA POR SISTEMA AL VACIO.
Técnica:

I.  Readlizar una venopuncion por la técnica de sistema al vacio, para obtener un tubo de
sangre completa anticoagulada con EDTA (tubo de tapdn lila).

Nota: antes de procesar una muestra sanguinea, principalmente para CH, deberd
homogeneizarse para evitar que en ella no se formen codgulos o microcodgulos pues pueden
interferir en la medicion de los valores e incluso tapar el equipo automatizado.

52  CUANTIFICACION MANUAL DE GLOBULOS ROJOS O ERITROCITOS.
Fundamento:

En la cuantificacidn manual de eritrocitos se ocupa sangre entera, que contiene tanto
eritrocitos como leucocitos y plaquetas, para su destruccion de estas dos Ultimas estirpes se emplea
la solucidn de Hayem. El liguido de Hayem estd compuesto por una solucidon tamponada con una
osmolaridad tal que evita la hemolisis y la deformacion de las membranas del eritrocito, al mismo
tiempo evita la hemaglutacién y lisa a los leucocitos y plaguetas.

Técnica:

|.  Etiguetarun tubo de ensaye de 12x75 mm con plumon indeleble como GR (Glébulos Rojos).
Il.  Se debe limpiarla cdmara de Neubauer con una gasa impregnada de alcohol isopropilico
al 70% con mucho cuidado para no rayar la cdmara.
lll.  Limpiar también el portaobjetos que confiene la cdmara con mucho cuidado por ambos
lados de preferencia con papel para limpiar microscopios o con microfibrilla.
IV.  Poner el portaobjetos con mucho cuidado sobre la cuadricula de la cdmara.
V. Homogeneizar el tubo al vacio con la muestra bioldgica de 5 a 8 veces.
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VI.  Sacar la pipeta de Thoma para eritrocitos (pipeta roja) del hemocitémetro. La pipeta
contiene una manguera adicional para poder aspirar la sangre sin sufrir algun tipo de
peligro para el analista.

Imagen 17. Pipeta de Thoma para la cuantificacidén manual de eritrocitos, compuesta por la
manguera adicional y boquilla para succién. Extraida de: https://bit.ly/2k13HGC.

VIl.  La pipeta de Thoma tiene dos marcas, la primera marca dice 0.5 y la segunda marca 101.
En la siguiente imagen se observa mejor las marcas de aforo de la pipeta de Thoma para
eritrocitos.

= * 1= e | et

NS o

Imagen 18. Pipeta de Thoma para gldbulos rojos. Extraida de: https://bit.ly/2L7Vg8b.
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VIIl.  Se debe aspirar por la boquilla la muestra bioldgica hasta la marca de 0.5 sin la formacion
de burbuijaos.
IX.  Limpiar el exceso de muestra bioldégica que puede quedar en la parte externa de la pipeta
con una gasa limpia.
X. Una vez listo se debe aspirar nuevamente, pero ahora el diluyente (soluciéon de Hayem)
hasta la marca de 101. Con esto se logra el aforo y la dilucidon de la muestra bioldgica.
Xl.  Limpiar el exceso de muestra bioldgica que puede quedar en la parte externa de la pipeta
con una gasa limpia.
Xll.  Ladear un poco la pipeta para evitar que se salga la dilucion.
Xll.  Sellar cuidadosamente la parte inferior de la pipeta con papel parafiim.
XIV. Unaveztapada la parte inferior de la pipeta, se debe quitar la manguera accesoria y tapar
ahora la parte superior de la misma con papel parafiim.
XV. Homogeneizar la pipeta suavemente durante 2 minutos. Hasta este momento la dilucion es
de 1:200.
XVI.  Antes de llenar la cdmara de deben desechar las primeras 4 gotas con la finalidad de que
sed lo mds preciso posible.
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XVIl.  La cdmara se debe de llenar por capilaridad, poniendo la pipeta de Thoma sobre el borde
de la cdmara y el portaobjetos. Se debe dejar caer una gota cuidadosamente. Cuidar que
no se derrame el liquido de la dilucién.

Imagen 19. Lienado del Hemocitdmetro o Cdmara de Neubauer. Tomado de goo.gl/mG2TWK.

XVIIl.  Se debe dejar reposar una vez llena esto con la finalidad de que los eritrocitos sedimenten,
aproximadamente 3 minutos.
XIX.  Una vez franscurrido el tiempo, se pone la cdmara sobre la platina del microscopio optico.
XX.  Con el objetivo de 10X, enfocar con el macrométrico y micrométrico de ser necesario, el
Cuadro Primario Central. En la siguiente imagen se observa donde se hace el conteo de los
glébulos rojos.

- Areas conteo Glébulos Rojos

I

O

—
E o
9889 )

13
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Imagen 20. Conteo de gldbulos rojos. La cuadricula central se divide en cuadros secundarios
centrales (los 4 de las esquinas y el central). Extraida de: https://bit.ly/2L512bZ.

XXl.  Mover el revolver para pasar al objetivo de 40X y enfocar con el macrométrico y
micrométrico de ser necesario.

XXIl.  Una vez enfocado, se deben contar el nUmero de eritrocitos en 5 Cuadros Secundarios
Centrales. Se recomienda contar los 4 de cada esquina y el del centro, como se muestra
en la imagen anterior.

XXIll.  Contar los eritrocitos que estén dentro de los 16 cuadros terciarios centrales.
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Calculo:

- Realizar la siguiente formula que aplica para el conteo total de eritrocitos por microlitro o
por mma3,

1
# CSC contados x 0.004

# celulas contadas x ( x factor de dilucic’m)

Asi, por ejemplo, en una muestra de sangre entera, se contaron 5 cuadros secundarios centrales (CSC)
y se contd un total de eritrocitos de 350. Calcular el nUmero de eritrocitos por microlitro si la dilucion
fue de 1:200.

350 x ( X 200)= 3,500,000 eritrocitos/ul

5x0.004

- La formula cambia en funcion de la dilucion que se ocupe y el nUmero de CSC que se
cuenten.

Una vez realizados los cdlculos, debes de escribirlos en la seccion de resultados, indicando el
procedimiento para obtener el resultado, asi como las unidades correctas en cada caso.

Valores de referencia:

Mujeres: 3.8-5.6x104/uL
Hombres: 4.5-6.3x10¢/uL

Significado Clinico:

Aumento: Cuando el conteo celular se encuentra elevado se denomina eritrocitosis o
poliglobulia, y puede deberse a:

- Cardiopatia congénita: en este tipo de enfermedades se aumentan los gldbulos rojos
porque se producen cifras bajas de PO2

-  Enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC) grave: Este es un estado de hipoxia
grave, lo cual estimula una produccidon de glébulos rojos como una reaccién fisioldgica
para incrementar la capacidad de transporte de oxigeno.

- Policitemia Vera: esta enfermedad es cuando hay una inapropiada produccién de gldbulos
rojos en la medula dsea (que es la responsable de la produccidon de las células sanguineas).

- Deshidratacién grave: cuando se pierde liquido extracelular como quemaduras o diarrea
grave, el volumen de sangre total disminuye, y los gldbulos rojos se comienzan a concentrar,
lo que hace un aumento de éstos por microlitro.

- Talasemia: en estas enfermedades la hemoglobina se encuentra de manera anormal, por
lo que se pueden producir mds gldbulos rojos para conseguir una adecuada oxigenacion

Disminucién: Cuando el conteo celular se encuentra disminuido se denomina eritrocitopenia,
y puede deberse a:

- Anemia: En un estado en el cual el nUmero de eritrocitos y hemoglobina estd reducido.

- Hemoglobinopatias: en este tipo de enfermedades la hemoglobina se encuentra alterada
lo que hace que el nUmero y tiempo de vida de los gldbulos rojos se vea disminuido.

- Cirrosis: cuando hay un problema hepdtico, los gldbulos rojos se diluyen y el numero por
microlitro disminuye.
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Anemia hemolitica: en este tipo de enfermedades, los eritrocitos se destruyen dentro de los
vasos sanguineos lo que hace una disminucién de eritrocitos.

Hemorragia: cuando existe un sangrado crénico, el nUmero de glébulos rojos disminuye.
Enfermedad renal: la eritfropoyetina, que es la principal hormona estimulante para la
produccion de eritrocitos, se produce en los rinones, cuando hay dano renal la cantidad
de eritropoyetina disminuye vy, por ende, la cantidad de glébulos rojos se reduce.

Cdncer: los canceres hematoldgicos estdn acompanados por una deficiencia en la
medula 6sea para producir glébulos rojos.

CUANTIFICACION MANUAL DE GLOBULOS BLANCOS O LEUCOCITOS.

Fundamento:

La solucidon de Turk estd compuesta por dcido acético glacial y un colorante bdsico que es el azul
de metileno. El dcido acético actia como un agente hipotdnico que lisa a los hematies mientras que
el azul de metileno tine parcialmente a los leucocitos.

Técnica:

Etiquetar un fubo de ensaye de 12x75mm con plumén indeleble como nimero GB (Globulos
Blancos).

Se debe limpiar la cdmara de Neubauer con una gasa impregnada de alcohol isopropilico
al 70% con mucho cuidado para no rayar la camara.

Limpiar también el portaobjetos que contiene la cdmara con mucho cuidado por ambos
lados.

Poner el portaobjetos con mucho cuidado sobre la cuadricula de la cdmara.
Homogeneizar el tubo al vacio con la muestra biolégica de 5 a 8 veces.

Sacar la pipeta de Thoma para leucocitos (pipeta blanca) del hemocitémetro. La pipeta
contiene una manguera agjiconal para poder aspirar la sangre sin sufrir algun tipo de peligro
para el analista. En la siguiente imagen se puede observar cémo estd compuesta la pipeta
de Thoma para los glébulos blancos.

Imagen. 21. Pipeta de Thoma para la cuantificacién manual de leucocitos, compuesta por la

VII.

manguera adicional y boquilla para succién. Extraida de: https://bit.ly/2wMumih.

La pipeta de Thoma tiene dos marcas, la primera marca dice 0.5 y la segunda marca 11.
En la siguiente imagen se observa mejor las marcas de aforo de la pipeta de Thoma para
leucocitos.
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Imagen 22. Pipeta de Thoma para glébulos blancos. Extraida de: https://bit.ly/2L7Vg8b.

0.5]

Se debe aspirar por la boquilla la muestra bioldgica hasta la marca de 0.5 sin la formacion
de burbujas.

Limpiar el exceso de muestra bioldgica que puede quedar en la parte externa de la pipeta
con una gasa limpia.

Una vez listo se debe aspirar nuevamente, pero ahora el diluyente (solucién de Turk) hasta
la marca de 11. Con esto se logra el aforo y la dilucidén de la muestra biolégica.

Limpiar el exceso de muestra bioldgica que puede quedar en la parte externa de la pipeta
con una gasa limpia.

Ladear un poco la pipeta para evitar que se salga la dilucién.

Sellar cuidadosamente la parte inferior de la pipeta con papel parafiim.

Una vez tapada la parte inferior de la pipeta, se debe quitar la manguera accesoria y tapar
ahora la parte superior de la misma con papel parafilm.

Homogeneizar la pipeta suavemente durante 2 minutos. Hasta este momento la dilucion es
de 1:20.

Antes de llenar la cdmara de deben desechar las primeras 4 gotas con la finalidad de que
sed lo mas preciso posible.

La cdmara se debe llenar por capilaridad, poniendo la pipeta de Thoma sobre el borde de
la cdmara y el portaobjetos. Dejar caer una gota cuidadosamente. Cuidar que no se
derrame el liquido de la dilucidn. En la siguiente imagen numero de 20 de esta prdctica se
observa coémo se debe de realizar este paso.

Se debe dejar reposar una vez llena esto con la finalidad de que los leucocitos sedimenten,
aproximadamente 3 minutos.

Una vez transcurrido el tiempo, se pone la cdmara sobre la platina del microscopio dptico.
Con el objetivo de 10X, enfocar con el macrométrico y micrométrico de ser necesario, el
Cuadro Primario Periférico.

- Areas conteo Glébulos Blancos

Imagen 23. Conteo de gldbulos blancos. Las cuadriculas periféricas se divide en cuadros
secundarios periféricos. Extraida de: https://bit.ly/2L512b.

Para el conteo de los leucocitos se utilizan los 4 Cuadros Primarios Periféricos (CPP).
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Calculo:

- Realizar la siguiente férmula que aplica para el conteo total de leucocitos por microlitro o
por mma3,

1
# CSC contados x 0.1

# celulas contadas x ( x factor de dilucién)

Asi, por ejemplo: para una muestra de sangre entera, donde se contaron los 4 cuadros primarios
periféricos (CPP) y se contd un total de erifrocitos de 190. Calcular el nUmero de leucocitos por
microlitro si la dilucion fue de 1:20.

1
4x01

190 x ( b 20)= 9,500 leucocitos/uL

- La férmula cambia en funcién de la dilucidn que se ocupe y el nUmero de CPP que se
cuenten.

Una vez realizados los cdlculos, debes de escribirlos en la seccion de resultados, indicando el
procedimiento para obtener el resultado, asi como las unidades correctas en cada caso.

Valores de referencia:
Adultos: 4-10x103/uL
Significado clinico:

Aumento: el aumento de leucocitos por arriba del valor de referencia de denomina leucocitosis
y puede deberse a:

- Infeccidn: los leucocitos son los principales que actian como mecanismo de defensa,
cuando hay algun tipo de infeccidon su nUmero aumenta para combatirla.

- Inflamacidén: cuando hay un proceso inflamatorio se activa una respuesta leucocitaria que
hace que aumenten para que lleguen al sitio de la inflamacion.

- Consumo de esteroides: los glucocorticoesteroides estimulan la produccién de leucocitos.

Disminucién: la disminucion de leucocitos por debajo del valor de referencia se denomina
leucopenia y puede deberse a:

- Toxicidad por fdrmacos: algun tipo de guimioterapia hace que el recuento leucocitario
disminuya.

- Insuficiencia de la medula ésea: la medula ésea es incapaz de producir a las células
sanguineas, con lo que disminuyen los leucocitos.

- Infecciones graves y cronicas.

5.4 CUANTIFICACION MANUAL DE PLAQUETAS
Fundamento:

La sangre anticoagulada se debe de diluir con una solucion de oxalato de amonio al 1% en frio
para que lise a los eritrocitos y leucocitos, dejando solo las plaquetas.

& Bioquimico Diagndstico: Oliver Almardz Cruz Alejandro. 38/




Técnica:

V.

VI.

VII.
VIII.

XI.
XIl.
XIII.
XIV.
XV.
XVI.

XVII.

XVIII.

XIX.
XX.

XXI.

XXII.

Opcidn Técnica de Banco de Sangre. I

Etiuetar un tubo de ensaye de 12x75mm con plumdn indeleble como nUmero PLQ
(Plaquetas).

Se debe limpiar la cdmara de Neubauer con una gasa impregnada de alcohol isopropilico
al 70% con mucho cuidado para no rayar la cdmara.

Limpiar también el portaobjetos que contiene la cdmara con mucho cuidado por ambos
lados.

Poner el portaobjetos con mucho cuidado sobre la cuadricula de la cdmara.
Homogeneizar el tubo al vacio con la muestra bioldgica de 5 a 8 veces.

Sacar la pipeta de Thoma para eritrocitos del hemocitdmetro. La pipeta contiene una
manguera adicional para poder aspirar la sangre sin sufrir algun tipo de peligro para el
analista.

La pipeta de Thoma tiene dos marcas, la primera marca dice 0.5 y la segunda marca 101.
Se debe aspirar por la boquilla la muestra bioldgica hasta la marca de 0.5 sin la formacioén
de burbuijas.

Limpiar el exceso de muestra biolégica que puede quedar en la parte externa de la pipeta
con una gasa limpia.

Una vez listo se debe aspirar nuevamente, pero ahora el diluyente (solucidn oxalato de
amonio) hasta la marca de 101. Con esto se logra el aforo y la diluciéon de la muestra
biolégica.

Limpiar el exceso de muestra bioldgica que puede quedar en la parte externa de la pipeta
con una gasa limpia.

Ladear un poco la pipeta para evitar que se salga la dilucion.

Sellar cuidadosamente la parte inferior de la pipeta con papel parafiim.

Una vez tapada la parte inferior de la pipeta, se debe quitar la manguera accesoria y tapar
ahora la parte superior de la misma con papel parafilm.

Homogeneizar la pipeta suavemente durante 2 minutos. Hasta este momento la dilucién es
de 1:200.

Antes de llenar la cédmara de deben desechar las primeras 4 gotas con la finalidad de que
sed lo mds preciso posible.

La cdmara se debe llenar por capilaridad, poniendo la pipeta de Thoma sobre el borde de
la cdmara y el portaobjetos. Dejar caer una gota cuidadosamente. Cuidar que no se
derrame el liquido de la dilucion.

Se debe dejar reposar una vez llena esto con la finalidad de que los eritrocitos sedimenten,
aproximadamente 3 minutos.

Una vez transcurrido el tiempo, se pone la cdmara sobre la platina del microscopio dptico.
Con el objetivo de 10X, enfocar con el macrométrico y micrométrico de ser necesario, el
Cuadro Primario Central (CPC).

Mover el revolver para pasar al objetivo de 40X y enfocar con el macrométrico vy
micrométrico de ser necesario.

Una vez enfocado, se deben contar el nUmero de plaguetas en 5 Cuadros Secundarios
Centrales (al igual que en el conteo de los eritrocitos). Se recomienda contar los 4 de cada
esquina y el del centro.
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Calculo:
- Realizar la siguiente férmula que aplica para el conteo total de plaquetas por microlitro o
por mma3,

# celulas contadas x ( x factor de dilucién)

5x0.004
Asi, por ejemplo: para una muestra de sangre entera, donde se contaron los 5 Cuadros Secundarios
Centrales (CSC) y se contd un total de plaquetas de 72. Calcular el nUmero de plaguetas por microlitro
si la dilucion fue de 1:200

72 x ( x 200)= 360,000 plaquetas/pL

5x0.004

- La formula cambia en funcidn de la dilucidn que se ocupe y el nUmero de CPC que se
cuenten.

Valores de referencia:
Adultos: 150,000-450,000/4L
Significado clinico: las plaguetas son los elementos formes mds importantes en la coagulacién.

- Cuando estdn aumentadas puede existir el riesgo de tfrombosis o formacidén de pequenos
codgulos en la sangre y se denomina frombocitosis. Cuando una persona estd coagulada
se deben de dar anticoagulantes orales.

- -cuando se encuentran disminuidas las plagquetas, puede existir riesgo de sangrados o
hemorragias internas, y se denomina trombocitopenia, cuando una persona estd en riesgo
de sangrados se deben de hacer transfusiones de plaquetas o también o administrar
farmacos.

Actividad: una vez realizados los cdlculos, debes de escribirlos en la seccidn de resultados,
indicando el procedimiento para obtener el resultado, asi como las unidades correctas en cada
Caso.

5.5 DETERMINACION DE HEMATOCRITO.
Fundamento:

El hematocrito se define como el volumen que ocupan los eritrocitos en todo el tejido
sanguineo y se expresa como porcentaje.

Técnica:

|.  Se debe homogeneizar la muestra sanguinea de 5 a 8 veces.

lIl.  Llenar el fubo capilar con sangre por capilaridad. Para esto se debe inclinar un poco el tubo
de sangre e infroducir el tubo capilar para que se llene hasta dos terceras partes de su
capacidad. En la siguiente imagen se observa coémo se debe de llenar el tubo capilar.
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Imagen 24. Llenado correcto del tubo capilar para microhematocrito. Extraida de:
https://bit.ly/2IKXxYG.

. Se debe sellar con calor por la parte contraria de donde se llend el tubo. Y limpiar con una
gasa por fuera del tubo.

IV.  Colocarlos tubos capilares en la microcentrifuga y centrifugar a 11,000 rom durante 5 minutos.
En la siguiente imagen se observa cémo deben de colocarse los tubos capilares.

Imagen 25. Microcentrifuga. Los tubos capilares se colocan frente a frente con la finalidad de poder
balancear el rotor. Extraida de: https://bit.ly/2rQtvex.
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V. Una vez transcurrido el tiempo de centrifugacion, leer el paquete eritrocitario de cada tubo
capilar en el lector de microhematocrito. En la siguiente imagen se observa coémo se debe de
acomodar cada capilar para hacer su lectura de forma correcta.

Imagen 26. Medicion del paquete globular en el lector de micronematocrito. Extraida de:
https://bit.ly/2L9ucp?2.

Calculo:

- Se debe realizar una division del volumen ocupado por los eritrocitos y el volumen total de
sangre, y multiplicarlo por 100 para sacar el porcentaje.

Actividad: Una vez realizados los cdlculos, debes de escribirlos en la seccion de resultados,
indicando el procedimiento para obtener el resultado, asi como las unidades correctas en cada caso.

Valores de referencia:

Hombres: 46-56%
Mujeres: 39-50%

Significado clinico:
Aumentado:

- Elsignificado de un hematocrito aumentado engloba todas las enfermedades que hacen
un aumento de eritrocitos, como EPOC, policitemia vera, deshidrataciéon; pues el
hematocrito va de la mano con la cantidad de glébulos rojos.

Disminucion:

- El significado de un hematocrito disminuido engloba todas las enfermedades que hacen
una disminucion de eritrocitos, como anemia, cirrosis, hemorragias, enfermedades renales,
etfc., pues el hematocrito va de la mano con la cantidad de gldbulos rojos.

5.6 DETERMINACION DE HEMOGLOBINA.
Fundamento:

El Fe(ll) de todas las formas de hemoglobina, con excepcion de la sulfohemoglobina, es oxidado
por el ferrocianuro a Fe(lll) convirtiéndolas en metahemoglobina que, a la vez, reacciona con cianuro
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ionizado (CN) formdandose cianometahemoglobina, un derivado muy estable que absorbe a 540 nm.
La intensidad del color formando es proporcional a la concentracion de hemoglobina total en la
muestra (Linear Chemicals, Hemoglobin).

La reaccién quimica se puede visudlizar en la siguiente imagen:

pH 7,2
HbFe(Il) + Fe(Il)(CN)s> —> HbFe (III) + Fe(II)(CN)s"

HbFe(Ill) + CN' ——> HbFe(II)CN

Imagen 27. Método de Drabkin. Extraida de: https://go0o.gl/vQTKF2.
Técnica:
l. Rotular tres tubos con forme a la siguiente tabla:

Tabla 7. Preparacion de reactivos para la determinacion de hemoglobina.

Tubos Blanco Muestra Patron

Reactivo de trabajo 25mL 2.5mL 25mL
Muestra - 10 plL -

Patréon - - 10 L

ll.  Mezclary dejar reposar los tres tubos a temperatura ambiente.
lll.  Leerla absorbancia de la muestra y del patron a 540 nm.

Cdlculos:

La determinacién de hemoglobina en la muestra se puede hacer por dos formulas,
dependerd del material que se tenga.

1) La primera es midiendo las absorbancias tanto del patrén como de la muestra y aplicando la
siguiente formula:

Abs de la muestra

Abs del patron x Concentracion del patréon = Conc.de Hemoglobina en g/dL

2) Lasegunda es midiendo Unicamente la absorbancia de la muestra y aplicando la siguiente
formula:

Absorbancia de la muestra x 36.8 = Conc.de Hemoglobina en g/dL

Se utiliza el factor de 36.8 que resulta de considerar el coeficiente de extincion de la molécula
de hemoglobina.

Valores de referencia:

Hombre: 14-18 g/dL
Mujeres: 12-16 g/dL
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Significado clinico:
Aumentado:

- Cuando la hemoglobina aumenta, es por enfermedades que hacen un aumento de
eritrocitos, como EPOC, policitemia vera, deshidratacion; pues la hemoglobina forma parte
del eritrocito y va de la mano con la cantidad de gldbulos rojos.

Disminucion:

- Cuando la hemoglobina disminuye, es por enfermedades que hacen una disminucion de
erifrocitos, como anemia, cirrosis, hemorragias, enfermedades renales, etc., pues la
hemoglobina forma parte del eritrocito y va de la mano con la cantidad de glébulos rojos.

Actividad: una vez realizados los cdlculos, debes de escribirlos en la seccion de resultados,
indicando el procedimiento para obtener el resultado, asi como las unidades correctas en cada caso.

57 CALCULO DE LOS INDICES ERITROCITICOS O HEMETIMETRICOS.
Fundamento:

También llamados indices hematimétricos o indices corpusculares. Son una seria de pardmetros
gue expresan diferentes caracteristicas de los hematies (Rubio F, et al. 2004). Involucran a valores
de hemoglobina, numero de eritrocitos y hematocrito.

Cdiculos:
Para obtener los indices hematimétricos, se debe de proceder con las siguientes formulas.

e Volumen corpuscular medio (VCM): se denomina al volumen medio de los eritrocitos y se
calcula por la siguiente formula:

Hematocrito (%)

VCM =
Eritrocitos (10°/ul) X

10

Valores de referencia:

Adultos: 80-100 fL/e

Significado clinico: el VCM sirve para la clasificacion de las anemias con base al tamaio de los
erifrocitos.

- un valor por debajo de los 80 fL indica una anemia microcitica tal como es la anemia
ferropénica y talasemia.

- Un valor por arriba de 100 fL indica una anemia macrocitica tal como es en la carencia de
folatos y vitamina B12, hepatopatias y en la reticulocitosis. Cuando el valor excede los 120
fL indica que es una anemia megaloblastica.

e Hemoglobina corpuscular media (HCM): se denomina al contenido medio de hemoglobina
que tienen los eritrocitos y se calcula por la siguiente formula:
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Hemoglobi dL
ey = Hemoglobina (g/dL )
Eritrocitos (10°/ul)

x10

Valores de referencia:

27-31 pg/e

Significado clinico: el HCM sirve para la clasificacién de las anemias con base a la falta o exceso de
color de los eritrocitos.

- un valor mayor a 31 pg se denomina hipercromia
- un valor menor a 27 pg se denomina hipocromia.

e Concentracidon de Hemoglobina corpuscular media (CHCM): se denomina a la concentracion
media de hemoglobina que tienen los eritrocitos y se calcula por la siguiente formula:

Hemoglobina (g/dL)
HCM = 1
CHC Hematocrito (%) *100

Valores de referencia:

Adultos: 32-36 g/dL

Significado clinico: esta es la concentracion media de hemoglobina que estd contenida en 1 decilitro
de eritrocitos.

- Unvalor elevado se produce en la enfermedad de esferocitosis hereditaria porque hay una
diminucion en la relaciéon de la superficie de los eritrocitos y su volumen.
- Un valor disminuido se da en la anemia hipocrémica.

Actividad: una vez realizados los cdiculos, debes de escribirlos en la seccion de resultados,
indicando el procedimiento para obtener el resultado, asi como las unidades correctas en cada caso.

RESULTADOS

1. Realizar los cdlculos empleados para la obtencién manual de:

1. Eritrocitos 2. Leucocitos

Resultado: Resultado:
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3. Plaquetas

Resultado:

4. Determinacion de hematocrito

Resultado:

5. Determinacién de hemoglobina

Resultado:

6. Volumen corpuscular medio

Resultado:

7. Hemoglobina corpuscular medio

Resultado:

8. Concentracion de hemoglobina
corpuscular medio

Resultado:

2. Una vez obtenidos los resultados de los cdlculos, llenar la siguiente tabla:

Nombre del paciente:

Edad: Sexo:

Fecha:
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Tabla 8. Mediciones cuantitativas de la Citometria hemdtica

Determinacion Resultado Valor de
obtenido Unidades referencia

Eritrocitos

Leucocitos

Plaquetas

VCM

HCM

CHCM

Hemoglobina

Hematocrito
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MANEJO DE RESIDUOS.

Papel, servitoallas, torundas con poca sangre o con alcohol (ambos no empapados), guantes,
cubrebocas, plastico.
Desechar en la basura municipal.

Punzocortantes.
Contenedor rigido rojo.

Tubos vacutainer con sangre.
Bolsas rojas de polipropileno.

Torundas con mucha sangre o escurriendo de sangre.
Bolsas rojas de polipropileno

Remanentes de reaccioén.
Palanganas con soluciéon de hipoclorito de sodio al 5%
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Practica No. 6
Prueba de la antiglobulina humana (prueba de Coombs).

INTRODUCCION.

Las inmunoglobulinas, también llamados anticuerpos, se encuentran en el plasma humano
circulando y tienen la capacidad de reconocer moléculas extranas en el organismo. Los anticuerpos
son glicoproteinas que reaccionan de forma especifica contra un antigeno (Rubio F, et al., 2016).

Si analizamos el suero de una persona normal, enconframos antficuerpos de grupo sanguineo
ABO, en tanto que el suero de corddn umbilical o del recién nacido revela concentraciones minimas
o nulas de anticuerpos de este tipo. No obstante, siexaminamos el suero del lactante 12 a 20 semanas
mas tarde, observamos fitulos moderados de anficuerpos. Estos anticuerpos aparecen sin
inmunizacién obvia del bebe con antigenos del grupo sanguineo A o B. Por lo tanto, se consideran
anticuerpos naturales; es decir, que surgen en ausencia de un estimulo anfigénico conocido. Ahora
se sabe que los virus, bacterias y muchos alimentos poseen antigenos AB muy similares a los de los
grupos sanguineos humanos. Entonces, estos anticuerpos “naturales” se deben a antigenos que
enfran en el organismo y promueven la respuesta adecuada, casi siempre de tipo IgM. Los
anticuerpos inmunes de grupo sanguineo suelen ser IgG como consecuencia de una transfusion de
sangre o en caso de embarazo, por el paso de sangre fetal a la circulacion materna.

La reaccién antigeno-anticuerpo es la piedra angular de la respuesta inmune y se pone de
manifiesto in vifro por la formacién de un precipitado o aglutinacién de particulas (eritrocitos). El
reconocimiento antigeno-anticuerpo es una reaccién de complementariedad, por lo que se efectua
a través de mdultiples enlaces no covalentes, la reaccién se caracteriza por ser especifica (es la
capacidad de los anticuerpos para distinguir enfre dos antigenos con estructura similar); rapida
(ocurre en segundos); reversible y espontanea (no requiere energia adicional para efectuarse)
(Bautista J, 2004).

Dado que la reaccion se debe a fuerzas no covalentes, es reversible y, en consecuencia, se ve
afectada por factores como la temperatura de reaccion, proporcidén antigeno-anticuerpo, el pHy la
fuerza idnica. En pruebas de laboratorio que usan la aglutinacién como punto final, la alteracion de
las condiciones fisicas del sistema puede incrementar o reducir la sensibilidad de la prueba (Bautista
J, 2004). La reacciéon de aglutinacion, es muy socorrida por los bancos de sangre para diferentes
metodologias, desde la tipificacion de grupos sanguineos hasta verificar que los productos sanguineos
sean compatibles para la transfusidon. Normalmente la reaccion esta mediada por anticuerpos de
clase IgM, aunque existen reacciones en donde también participan anticuerpos clase IgG.

Algunas moléculas pequenas como la IgG pueden sensibilizar los eritrocitos y no producir
aglutinaciéon directa. En 1945, Coombs y sus colaboradores describieron una prueba para detectar
estos anticuerpos no aglutinantes. Posteriormente, esta misma prueba se utilizd para demostrar la
unién del complemento a los eritrocitos. Todas las moléculas de anticuerpos son globulinas. Estas
globulinas, son inyectadas, como ya se menciond, en animales para que produzcan anticuerpos
dirigidos confra esas moléculas extranas. El suero del animal, después de un largo proceso de
purificacién, tendrd la capacidad de reaccionar especificamente contra globulinas humanas, por lo
tanto, se denomina suero de antiglobulina humana (AGH). Las moléculas de AGH forman un puente
entre los eritrocitos adyacentes cubiertos con antficuerpos, para producir aglutinacion visible. Los
eritrocitos que no tienen ninguna globulina unida no serdn aglutinados. La fuerza de la aglutinacion
observada es generalmente proporcional a la cantidad de globulina unida. El suero AGH reaccionara
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con los anficuerpos y fracciones del complemento de origen humano, que estdn unidos a los
eritrocitos, por lo tanto, los eritrocitos deben ser lavados para eliminar las proteinas no unidas, antes
de la adicion de AGH (Arbeldez C, 2009). Existen dos pruebas en las que se utiliza el suero de
antiglobulina humana: la prueba de antiglobulina directa e indirecta.

OBIJETIVO.

El alumno comprenderd los dos tipos de pruebas de antiglobulina humana que existen,
mediante la explicacion del fundamento de cada una, para que se puedan aplicar en su frabajo
profesional en el banco de sangre.

ACTIVIDAD PREVIA.

Para la comprensiéon de esta prdctica deberds investigar en cualquier libro de inmunologia o de
hematologia los siguientes conceptos, en relacion a los grupos sanguineos:

- 3Qué es un anticuerpo y un antigeno?
- 3Qué es unareaccion de aglutinacion?
- 3Cbmo puede visualizarse una reaccion de aglutinaciéon?

MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.

MATERIAL. EQUIPO.

Gradilla para tubos de ensaye. Centrifuga clinica.

Tubos de ensgye de ]2x7,5 mm. . REACTIVOS.

Tubos vacutainer de tapdn rojo o lila. -

Material necesario para realizar la Suero de Coombs.

venopuncion por sistema al vacio. Sol. Hipoclorito de sodio al 5%
Palanganas para desechos. Reactivo 1: eritrocitos sensibilizados.
Pipetas Pasteur. Reactivo 2: eritrocitos no sensibilizados.
Marcador indeleble. Solucion Salina Fisioldgica.

CONTENIDO.
6.1 PRUEBA DE LA ANTIGLOBULINA HUMANA INDIRECTA.
Fundamento:

En la prueba de la antiglobulina indirecta o también llamado, Coombs indirecto, el suero o el plasma
se incuban con eritrocitos, luego se hace un lavado para remover las globulinas no unidas. La
aglutinacion que ocurre se agrega el suero de Coombs, indica que el anticuerpo se ha unido a un
antigeno especifico presente sobre el eritrocito. También esta prueba se utiliza para realizar la prueba
cruzada de compatibilidad, en donde el suero y los antigenos erifrocitarios son desconocidos
(Arbeldez C, 2009).
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Imagen 28. Prueba de la antiglobulina indirecta. El Coombs indirecto se usa para detectar si hay
anticuerpos IgG en el suero del paciente contra los eritrocitos. El suero del paciente se incuba con el
reactivo de eritrocitos. Posteriormente se agrega el suero de Coombs (que contiene anticuerpos
anti-IgG). Si hay autoanticuerpos o aloanticuerpos contra los eritrocitos, se presenta aglutinaciéon y la

Técnica:

VI.

VII.

VIII.

prueba es positiva (Arbeldez C, 2009).

Realizar una venopuncién por la técnica de sistema al vacio, para obtener un tubo de
sangre completa anticoagulada con EDTA (tubo de tapdn lila), de una persona con grupo
sanguineo y factor Rh, conocidos como O positivo

Centrifugar la muestra sanguinea a 3400 rom durante 5 minutos.

Con marcador indeleble, identificar 1 tubo de 12x75mm como “O+”

A partir del botdn de eritrocitos del grupo sanguineo O+, usando la pipeta Pasteur, tomar
un poco de ellos y colocarlos en el tubo de ensaye previamente identificado.

Hacer un lavado de esos eritrocitos, para esto. llenar el tubo hasta 3% partes de su
capacidad utilizando la piseta con solucion salina fisioldgica.

Centrifugar 3400 rom durante 90 segundos.

Decantar la solucién salina fisioldgica en una palangana que tiene una solucidon de
hipoclorito de sodio, teniendo cuidado de no dejar caer el botdn de eritrocitos.

Repetir los pasos V, VI y VI. la finalidad de lavar los eritrocitos es para dejar expuesta su
memlbrana lo mejor que se pueda, eliminando asi proteinas, plasma o ciertos carbohidratos
que puedan interferir a la hora de hacer la prueba.

Anadir 1 gota del botdn eritrocitario lavado y anadir 2 gotas del antisuero anti-D y dejar
incubar por 30 minutos a 37°C. Esto se realiza con la finalidad de obtener eritrocitos

sensibilizados. Es decir, que esos eritrocitos ya tendrdn unidos a su membrana anticuerpos

[e[CH
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X. Una vez sensibilizados, se procede a realizar un lavado de las células. repetir los pasos V, VI
y VII.

XI. A partir de los erifrocitos sensibilizados lavados se realizard una suspension del 2-5% con
solucion salina fisiolégica. Para esto identificar un tubo de ensaye de 12x75 mm como “SES”
(suspension de eritrocitos sensibilizados).

XII. Etiquetar un tubo de ensaye de 12x75 mm como “Coombs” y agregar una gota de la
suspension de eritrocitos sensibilizados, con ayuda de la pipeta Pasteur.

Xll.  Agregar dos gotas de suero de Coombs.

XIV.  Mezclar suavemente y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.

XV. Se debe resuspender el botdn eritrocitario que queda en el fondo de cada tubo, para esto
se debe hacer una agitaciéon suave y cuidadosa a cada tubo, con la finalidad de leer la
presencia o ausencia de aglutinacién en un fondo bien iluminado.

XVI.  Laintensidad de la aglutinacion debe interpretarse de acuerdo a la siguiente tabla, para
poder interpretar los resultados.

Tabla 9. Interpretaciéon del grado de aglutinacion.
Intensidad de la aglutinacion Puntaje
Agregado grande 4+
Agregados grandes y se observan
agregados mds pequehos 3+
Agregados pequenos 2+
Los agregados casi no se observan
pero existen muy pocos 1+
No hay agregados (sin aglutinacion) Negativo
6.2  PRUEBA DE LA ANTIGLOBULINA HUMANA DIRECTA.
Fundamento:

La prueba de antiglobulina directa o también llamado, Coombs directo, se utiliza para

demostrar el recubrimiento in vivo de eritrocitos con anticuerpos o con el complemento,
principalmente IgG y C3d, respectivamente. Los eritrocitos lavados de un paciente o de un donante
se prueban directamente con los reactivos de antiglobulina humana. La prueba se utiliza en
investigacion de enfermedad hemolitica del recién nacido y del feto, anemia hemolitica autoinmune,
hemolisis inducida por drogas y en el estudio de las reacciones contra eritrocitos transfundidos
recientemente (Arbeldez C, 2009). En la siguiente imagen se esquematiza este procedimiento:
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Imagen 29. Prueba de la antiglobulina directa. El Coombs directo se usa para determinar su hay
anticuerpos (IgG) o complemento (C3) unidos a la membrana de los eritrocitos. Los eritrocitos del
paciente son incubados con anticuerpos anti-IgG y anti-C3. Si hay presencia de anticuerpos IgG o

complemento C3 en la membrana de los eritrocitos, se presenta aglutinacion y la prueba es

Técnica:

[

Il.
M.
V.
V.
VI.
VII.

VIII.

positiva.

Con marcador indeleble, identificar 1 tubo de 12x75mm "“ES” (Eritrocitos Sensibilizados).
Con marcador indeleble, identificar 1 tubo de 12x75mm “ENS” (Eritrocitos No Sensibilizados).
Con ayuda de la pipeta Pasteur, agregar al tubo “ES” una gota del reactivo nUmero 1.
Con ayuda de la pipeta Pasteur, agregar al tubo “ENS” una gota del reactivo nimero 2.

A cada tubo anterior, agregar dos gotas del suero de Coombos.

Mezclar suavemente y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.

Se debe resuspender el botdn eritrocitario que queda en el fondo de cada tubo, para esto
se debe hacer una agitacién suave y cuidadosa a cada tubo, con la finalidad de leer la
presencia o ausencia de aglutinacién en un fondo bien iluminado.

La intensidad de la aglutinacién debe interpretarse de acuerdo a la tabla nUmero 9.

RESULTADOS.

Tabla 10. Resultado de la aglutinacion en el Coombs indirecto e indirecto.

Aglutinacién y puntaje

Coombs indirecto

Coombs directo
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MANEJO DE RESIDUOS.

Tubos vacutainer con sangre.
Bolsas rojas de polipropileno.

Tubos de vidrio con codgulos sanguineos o con restos de sangre.
Palanganas con solucién de hipoclorito de sodio al 1%
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Practica No. 7
Tipificacion de grupos sanguineos ABO y Factor Rh.

INTRODUCCION.

Las células humanas tienen 46 cromosomas que existen como 23 pares (la mitad de cada par
se hereda de cada padre). Veintidds de los pares son semejantes en hombres y mujeres, denominados
autosomas. Los genes de los grupos sanguineos estdn localizados en los 22 pares de autosomas.
rasgos son la expresion observada de los genes. Un rasgo que se observa cuando el alelo
determinante estd presente se llama dominante. Cuando diferentes alelos en cromosomas
homodlogos producen un rasgo observable, se utiliza el termino codominante, los antigenos de los
grupos sanguineos se expresan como rasgos codominantes. Por ejemplo, si una persona hereda el
gen E de un padre y el gen e (anfigenos E y e son del sistema Rh) del otro padre, entonces ambos
antigenos E y e se expresan sobre la superficie de los eritrocitos (Arbeldez C, 2009).

El sistema ABO, inicialmente descrito por Karl Landsteiner en 1900, sigue siendo el sistema de
grupo sanguineo mds importante en la medicina transfusional y en el trasplante de érganos. En la
sangre, los antigenos ABO se encuentran en los globulos rojos, las plaquetas y varias proteinas
circulantes. Como todos los antigenos de los histo-grupos sanguineos, los anfigenos ABO tfambién
estdn presentes en varios tejidos, incluyendo el endotelio, rindn, corazdn, intestino, pdncreas y pulmon.
La fransfusion de sangre ABO incompatible puede asociarse con una hemoalisis infravascular aguda,
fallo renal y muerte. Del mismo modo, el trasplante de érganos ABO incompatibles es asociado con
un rechazo humoral. Debido a las consecuencias clinicas fatales asociadas con las
incompatibilidades ABO, la tipificacion sigue siendo la base de la evaluacion pre-transfusional y un
componente importante de la tipificacion antes del trasplante. El sistema ABO consta de cuatro
fenotipos mayores: A, B, O, y AB. Estos cuatro fenotipos se determinan mediante |la presencia o
ausencia de dos antigenos (A y B) en los glébulos rojos (Aronson C, et al., 2012).

El sistema ABO también se caracteriza por la presencia o ausencia de anticuerpos naturales,
que reciben el nombre de isoaglutininas, dirigidas hacia los antigenos A y/o B ausentes. Existe una
relacién reciproca e inversa entre la presencia de antigenos A y/o B en los gldbulos rojos y la presencia
de anti-A, anti-B o ambos en el suero. Por ejemplo, los individuos con grupo O, que no tienen antigenos
Ay B en los glébulos rojos, poseen naturalmente tanto anti-A como anti-B. Se cree que las fuentes
inmunizantes para que ocurran dichos anficuerpos naturales, son las bacterias intestinales como las
Enterobacterias, que han demostrado poseer estructuras parecidas al sistema ABO en sus cubiertas
lipopolisacdridicas (Aronson C, et al., 2012).

El factor Rh es un mucopolisacdrido, dotado de fuerte propiedades antigénicas y estd presente
en la superficie del hematie. Se llama Rh por las dos primeras letras del nombre especifico de la
especie Macacus Rhesus. En los eritrocitos de estos monos, fue descubierto este sistema sanguineo
(Botella J, Clavero J. 1993).

Aungue se han descrito mds de 50 antigenos vinculados con el sistema Rh, los antigenos que
destacan por su apreciable significacion son cinco: D, C, E, c y e. El antigeno D fue el primero en
descubrirse y es el mds inmundgeno de los antigenos de este sistema. Su importancia es tal, que en la
practica la denominacioén “Rh positivo” es equivalente a “D-positivo”, como si fuera el Unico antigeno
significativo en todo el sistema (Jaime J, Gémez D. 2012).
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Imagen 30. Diferentes grupos sanguineos del sistema ABO y Rh. Extraidas de: https://bit.ly/2xn5HzC y
https://bit.ly/2MtSdHé, respectivamente.

La NOM-253-SSA1-2012, establece que la clasificacion del grupo ABO se deberd realizar en
todos los donantes y receptores, mediante las siguientes pruebas:

a) Pruebas de aglutinacién.
- Prueba directa.
- Pruebainversa.
b) Método de genotipificacion sanguinea.
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También la norma establece que la identificacion del antigeno D se deberd realizar en los
donantes y en los receptores, mediante las siguientes pruebas:

a) Prueba de aglutinacion directa.
b) Prueba de antiglobulina humana (solo cuando en la prueba anterior resultase negativa)

| (aBlood Types

..

L Aantigen @ B antigen . Rhesus D factor

Imagen 31. Diferentes grupos sanguineos del sistema ABO. Los grupos sanguineos ABO negativos, no
poseen el antigeno D o Rhesus, en contraste con los grupos sanguineos ABO positivos que si lo
poseen. Cada antigeno estd marcado por una forma diferente: el antigeno A (A antigen) es un
tridingulo en forma de espina unida al hematie, el antigeno B (B antigen) es un circulo unido al
hematie, finalmente el antigeno D (Rhesus D factor), estd representado por un cilindro pequeno.
Extraida de: https://bit.ly/2JfSksM.

OBIJETIVO.

El alumno redlizard la reaccién antigeno-anticuerpo, mediante la prueba de aglutinacion en
tubo, esto con la finalidad de realizar la deteccidén de grupos sanguineos ABO y del factor Rh.

MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.

MATERIAL. Material necesario para realizar una
venopuncion por sistema en vacio.
Pipetas Pasteur.

Marcador indeleble.

Gradilla para tubos de ensaye.
Tubos de ensaye de 12x75 mm.
Tubos vacutainer de tapdn lila o rojo.

A Bioquimico Diagndstico: Oliver Almardz Cruz Alejandro. 56/




EQUIPO.

Centrifuga clinica.
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REACTIVOS.

Suero hemotipificador anti-A.

Suero hemotipificador anti-AB.

Suero hemotipificador anti-B.

Células tipificadas del grupo sanguineo Ay B.
Hipoclorito de sodio al 5%

Solucién Salina Fisiologica.

CONTENIDO.

7.1 OBTENCION DE LA MUESTRA BIOLOGICA POR METODO AL VACIO.

Técnica:

II.
.
V.

VI.
VII.

Realizar una venopuncién por la técnica de sistema al vacio, para obtener un tubo de
sangre completa anticoagulada con EDTA (tubo de tapdn lila) o un tubo de sangre
completa coagulada (tapdn rojo). En el caso de usar tubo al vacio de color rojo, se debe
dejar coagular la muestra durante al menos 20 minutos antes de centrifugar.

Centrifugar la muestra a 3400 rom durante 5 minutos.

Con marcador indeleble, identificar 2 tubos de 12x75mm como plasmay/suero vy erifrocitos.
Con ayuda de la pipeta Pasteur, separar el plasma/suero del tubo ya centrifugado en el
tubo previamente identificado como plasma/suero.

A partir del pellet, usando la pipeta Pasteur, tomar un poco de eritrocitos y colocarlos en el
tubo previamente identificado como eritrocitos.

Identificar un nuevo tubo como “SE” (suspensidn de eritrocitos del 2-5%).

Preparar una suspension de eritrocitos del 2-5% con 2 mL de SSF como diluyente.

7.2 TIPIFICACION DIRECTA DE GRUPO SANGUINEO SISTEMA ABO EN TUBO.

Fundamento:

Por esta técnica se detectan antigenos que posee el eritrocito en su membrana, por lo
consiguiente, de estar presente el antigeno A al anadir suero hemotipificador anti-A se hard visible Ia
reaccion de aglutinacion, dando como resultado grupo sanguineo “A”. Si se anade el suero
hemotipificador anti-B y estd presente el antigeno B, se hard una reaccion de aglutinacién, dando
como resultado grupo sanguineo “B". Si el eritrocito contiene tanto antigeno A como antigeno B y al
anadir el suero hemotipificador anti-AB aglutina, serd grupo sanguineo “AB; en tanto, si no aglutina
en ninguno de los tubos, serd grupo sanguineo “O", debido a que en este tipo de sangre el eritrocito
no contiene ningun antigeno.

Técnica:

l.  Identificar, con marcador indeleble, cuatro tubos de ensaye de 12x75 mm como A, B,y AB y
autotestigo.
. Anadir una gota del suero hemotipificador anti-A al tubo identificado como “A”.
. Anadir una gota del suero hemotipificador anti-B al tubo identificado como “B".
IV.  Anadir una gota del suero hemotipificador anti-AB al tubo identificado como “AB”.
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V. Unavezanadidas las gotas del antisuero hemotipificador, agregar a cada uno de los tres tubos,
una gota de la suspension de eritrocitos del 2-5% del paciente.

VI.  Para preparar el autotestigo se deberd anadir dos gotas de la suspension de eritrocitos del 2-
5% del paciente mds dos gotas de suero o plasma del mismo paciente, con la finalidad de
descartar autoaglutinacion.

VII.  Mezclar suavemente y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.

VIll.  Se debe resuspender el botdn eritrocitario que queda en el fondo de cada tubo, para esto se
debe hacer una agitacién suave y cuidadosa a cada fubo, con la finalidad de leer la
presencia o ausencia de aglutinacién en un fondo bien iluminado.

IX.  Eltubo autotestigo puede presentar aglutinacion en caso de que el paciente tenga en su suero
autoanticuerpos.

X. Laintensidad de la aglutinacion debe interpretarse de acuerdo a la siguiente tabla.

Tabla 11. Interpretacion del grado de aglutinacion.

Intensidad de la aglutinaciéon Puntaje
Agregado grande 4+
Agregados grandes y se observan
agregados mds pequenos 3+
Agregados pequenos 2+
Los agregados casi no se observan pero
existen muy pocos 1+
No hay agregados (sin aglutinacion) Negativo

En la siguiente imagen puede darse una idea de cuantas cruces debe colocar para el puntaje en la
aglutinacion en un tubo de ensaye.

Hemolysis

Imagen 32. Intensidad de aglutinacion con cruces. Extraida de: https://bit.ly/2sB0%io.

Actividad: una vez terminada la experiencia, contestar la tabla niUmero 12 en el apartado de
resultados de esta prdctica.

A Bioquimico Diagndstico: Oliver Almardz Cruz Alejandro. 58|/




Opcidn Técnica de Banco de Sangre. I

7.3 TIPIFICACION INVERSA DE GRUPO SANGUINEO SISTEMA ABO EN TUBO.
Fundamento:

En la tipificacion inversa o de fase sérica, se determinan anticuerpos presentes en el suero del
paciente y pueden ser antficuerpos anti-A o anticuerpos anti-B. Estos anticuerpos también son
llamados isoanticuerpos que son tipicamente IgG e IgM. Estos isoanticuerpos aglutinan en presencia
de células conocidas especificas para cada uno.

La presencia de la aglutinacion evidencia la presencia de isoanticuerpos anti-A si es que
aglutina con los eritrocitos conocidos tipo A, o isoanticuerpos anti-B sin aglutina con los eritrocitos
conocidos tipo B. El paciente serd grupo sanguineo “A” solo si aglutina con células conocidas tipo B;
recordando que el grupo sanguineo “A” crea isoanticuerpos anti-B. El paciente serd grupo sanguineo
“B” solo si aglutina con células conocidas tipo A; recordando que el grupo sanguineo “B” crea
isoanticuerpos anti-A. El paciente serd grupo sanguineo “O" solo si aglutina con células conocidas
tipo Ay B; recordando que el grupo sanguineo “o” crea isoanticuerpos anti-A y anti-B. Finalmente, el
paciente serd grupo sanguineo “AB” si NO aglutina con células conocidas fipo A ni B; recordando

que el grupo sanguineo “AB” NO crea isoantficuerpos ni anti-A ni anti-B.
Técnica:

|.  Preparacion de células conocidas, para esto:
Il.  Extraer sangre por el método al vacio en un tubo de tapdn lila de personas con grupo
sanguineo sistema ABO conocido como “A”, “B”, “AB” y "O".
. Centrifugar la muestra a 3500 rom durante 5 minutos para separar el plasma vy el pellet.
IV.  Efiquetar 4 tubos de ensaye de 12x75 mm como “A”, “B"”, “AB" y “O".
V.  Redlizar una suspension de eritrocitos de 2-5% de cada uno de los grupos sanguineos del
sistema ABO anteriores.
VI.  Con marcador indeleble etiquetar 3 tubos de ensaye de 12x75 mm, como 1,2, 3y 4.
VIl.  Agregar a cada uno de los 4 tubos 1 gota del suero del paciente.
VIIl.  Al'tubo 1, anadir 1 gota de la suspension de eritrocitos del 2-5 % conocidos como “A”.
IX. Altubo 2, anadir 1 gota de la suspensidon de eritrocitos del 2-5 % conocidos como “B”.
X. Altubo 2, anadir 1 gota de la suspensidn de eritrocitos del 2-5 % conocidos como “AB".
XI.  Altubo 3, anadir 1 gota de la suspensién de eritrocitos del 2-5 % conocidos como *O".
Xll.  Tapar con papel parafim

Xlll.  Mezclar suavemente y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.

XIV.  Se debe resuspender el botdn eritrocitario que queda en el fondo de cada tubo, para esto se
debe hacer una agitacién suave y cuidadosa a cada tubo, con la finalidad de leer la
presencia o ausencia de aglutinacion. Cuando la aglutinacién estd presente, se evidencia la
presencia delisoanticuerpo correspondiente en un fondo bien iluminado y marcar la intensidad
de acuerdo a la tabla numero 11.

Actividad: Una vez terminada la experiencia, contestar la tabla nUmero 13 en el apartado de
resultados de esta prdactica.
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7.4 DETERMINACION DEL FACTOR RH (ANTiGENO D) EN TUBO.
Fundamento:

Los eritrocitos contfienen diferentes tipos de antigenos del grupo sanguineo sistema ABO. Al
anadir el suero hemotipificador anti-D, que contiene anticuerpos especificos contra el antigeno D,
aglutinard si se encuentran antigenos D en el erifrocito. Evidenciando la reaccion antigeno-
anticuerpo, y se informa como Rh positivo. En caso contrario se reporta como Rh negativo y se debe
hacer la confirmacién del Rh negativo (prdctica No. 8).

Técnica:

l.  Marcar con plumoén indeleble un tubo de ensaye de 12x75 mm, como Rh.
ll. Si se tiene el confrol negativo para el anti-D, se debe etiquetar un tubo como “control
negativo”.
. Anadir al cada tubo, una gota de suspension de eritrocitos del 2-5% del paciente.
IV.  Enseguida anadir una gota del antisuero hemotipificador anti-D.
V. Anadir dos gotas de control negativo anti-D al tubo correspondiente.
VI.  Tapar con papel parafilm y mezclar.

VII.  Centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.

VIIl.  Se debe resuspender el botdn eritrocitario que queda en el fondo de cada tubo, para esto se
debe hacer una agitacion suave y cuidadosa a cada tubo, con la finalidad de leer la
presencia o ausencia de aglutinacion. Cuando la aglutinacién estd presente, se evidencia la
presencia del antigeno correspondiente en un fondo bien iluminado.

IX. Laintensidad de la aglutinacion debe interpretarse de acuerdo a la tabla nimero 8 de este
manual.

Actividad: Una vez terminada la experiencia, contestar la tabla nimero 14 en el apartado de
resultados de esta préctica. Ademds de anotar en la tabla numero 15 el resultado de la tipificaciéon
sanguinea del sistema ABO.

RESULTADOS.

Nombre del paciente:
Edad: Sexo: Fecha:

Tabla 12. Tipificaciéon directa del grupo sanguineo sistema ABO en tubo.

Suero Anti-AB Autocontrol
hemotipificador

Aglutinacion,
puntaje e
interpretacion
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Tabla 13. Tipificacién inversa del grupo sanguineo sistema ABO en tubo.

Suspension de Eritrocitos Eritrocitos Eritrocitos

eritrocitos al 3% conocidos A conocidos B conocidos O

Aglutinacion y
puntaje

Tabla 14. Tipificaciéon del grupo sanguineo factor Rh en tubo.

Suero

hemotipificador

Aglutinacion y
puntaje

Tabla 15. Resultado de la fipificacion sanguinea del sistema ABO y factor Rh

Grupo sanguineo
(ABO)

Factor Rh.

BIBLIOGRAFIA

e Arbeldez C. (2009). Fundamentos de genética e inmunologia para bancos de sangre y
medicina transfusional. Medicina & Laboratorio. 15(1).

e Aronson C, et al., (2012). Manual técnico de la Asociacion Americana de Bancos de
Sangre. Buenos aires, Argentina: Asociacion argentina de hemoterapia e
Inmunohematologia.

e Botella J, Clavero J. (1993). Tratado de ginecologia. Madrid, Espana: Diaz de Santos, S.A.

e Jaime J, Gomez D. (2012). Hematologia. La sangre y sus enfermedades. México, Ciudad
de México: McGraw-Hill.

MANEJO DE RESIDUOS.

Tubos de vidrio con muestras bioloégicas (codgulos, plasma o suero)
Se desechan en palanganas con hipoclorito de sodio al 1%

Tubos al vacio
Desechar en bolsa roja
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ESQUEMA PARA LA DETERMINACION DEL GRUPO SANGUINEO ABO EN TUBO

Grupo (nverso

Grupa diracta

Erifrocitos
2-4% S8
f 7 3 4 S 6 7 8 9 G
Anti-A  Ant-B  Anti-A8 AT Anti-D  Controf ColAl Col A2 Cel Cel O
¢ d & 3
Suero
- o ks o k™) o L o - o

Agragar | gota dal antisuero correspondiente (Tubes 12! 5)

Agragar una gota de contred {Tubo 6)

Aaqragar 1 gota de eritrocitos del 2-4% (Tubo 1 al 6)
JAgragar 1 gota de eritrocitos cenocidos (Tubo 7 al 10)
Agragar 2 gotas e suera (Tuba 7 al 10)

Mezclar y centrifugar tedes los tubos 15 <o & 3400 rpm
Lear fos tubos uno a une
Ragistrar @ resultade por grades de aglutinacion

Imagen 33. Determinacion del grupo sanguineo ABO vy factor Rh en tubo. Castillo R, et al., 2015.
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Practica No. 8
Prueba de confirmacion de Rh negativo.

INTRODUCCION.

En ocasiones, la presencia del antigeno D en los hematies solo puede ser demostrada mediante
el empleo de procedimientos que incrementan la sensibiidad de la técnica aplicada a su
determinacion (incubaciéon prolongada, empleo de medios enzimdaticos, prueba de antiglobulina
indirecta). Estas expresiones débiles poseen todas las caracteristicas del antigeno D normal, pero
cuantitativamente reducidas. Para evitar equivocos, el termino DY con que se las denominaba
tradicionalmente (que pondria la idea de un antigeno cualitativamente diferente del D) ha sido
practicamente abandonado en los Ultimos anos. Los hematies con expresiones débiles de D se
clasifican como actualmente como D-positivos, y se consideran mas apropiado denominar “D débil”
a estas formas atenuadas del antigeno. Por otra parte, la avidez de los reactivos anti-D
(especialmente los de tipo IgM) ha ido aumentando en estos Ultimos anos como consecuencia de
una cuidadosa seleccidon de anticuerpos monoclonales, lo que ha reducido extraordinariamente el
nUmero de casos que actualmente se clasifican como D-débiles (Sans-Sabrafen J, et al., 2006).

Las madres con Rh negativo reciben especial atencion. El primer hijo con Rh positivo de una
madre con Rh negativo suele ser normal porque rara vez se forman anticuerpos contra Rh (anti-D)
durante el primer embarazo. Aungue unas cuantas células Rh positivas pueden penetrar en forma
periddica a la circulacion de la madre durante el embarazo, su nUmero no es suficiente para inducir
sensibilizaciéon. Los grandes nUmeros de células positivas para Rh necesarias para sensibilizar a la
madre por lo general no penetran en la circulaciéon materna hasta después del nacimiento. Cuando
inicia la separacién de la placenta del Utero y finalmente es expulsada, la barrera que separa la
circulaciéon materna y fetal se altera y algunas células fetales positivas para Rh en las vellosidades
pueden infroducirse a los vasos sanguineos y alcanzar la circulacion materna. En términos generales,
mientras mds grande sea el volumen de sangre fetal que penetra en la circulaciéon de la madre,
mayor es la probabilidad de sensibilizacion del antigeno Rhy una vez que ocurrid la sensibilizacion, se
desarrolla enfermedad hemolitica contra Rh y en cualguier embarazo subsiguiente en el cual el feto
sea Rh positivo (Crowley L, 2013).

El factor Rh negativo es mucho menos comun que el positivo, ya que aproximadamente solo
el 20% de la poblacién tiene Rh negativo. Si su pareja es Rh positivo, lo mas probable es que su bebe
sea también Rh positivo. Cualquier persona que tiene Rh negativo, percibird la sangre Rh positiva
como extrana vy si alguna vez se ve expuesta a ella, por ejemplo, a través de una trasfusion,
desarrollara anticuerpos contra la sangre Rh positiva que destruirdn a las células de esa sangre
(Stoppard M, 2000).

Una diferencia sustancial con el sistema ABO es que cuando este antigeno no se encuentra en
la membrana del hematie, en el suero o plasma de la persona no aparecen anticuerpos anti-D en
forma natural. Debemos tener en cuenta que el antigeno D puede presentar variantes débiles, por
ello las células que no muestran aglutinaciéon directa con los antisueros comerciales anti-D no deben
ser clasificados como Rh negativo hasta que se realicen pruebas adicionales para determinar la
presencia del antigeno D débilmente expresado (Duenas V. 2003).
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OBIJETIVO.

Que el alumno confirme la ausencia del antigeno D en pacientes con Rh negativos mediante
la prueba de la antiglobulina indirecta.

MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.

MATERIAL. EQUIPO.

Gradilla para tubos de ensaye. Centrifuga clinica.

Tubos .ol vacio dg tapdn ||Io.' REACTIVOS.

Material necesario para realizar la I

venopuncion por sistema al vacio. Suero hemotipificador anti-D
Pipetas Pasteur. Células control de Coombs.
Marcador indeleble. Suero de Coombs.

Palonganas para desechos. Vial con albumina bovina al 22%

Solucién Salina Fisioldgica.
Hipoclorito de sodio al 5%

CONTENIDO.
8.1 PRUEBA DE ANTIGLOBULINA INDIRECTA.

Fundamento:

Aglutinacién en la fase de antiglobulina en el tubo problema o del paciente, indica que los
hematies poseen el antigeno D débilmente expresado (Dv positivo), mientras que la no aglutinacién
indica la ausencia del antigeno D y de su variante DV. Los hematies Du positivo deben ser considerados
como Rh positivos, sin embargo, es conveniente en el informe resaltar la condicion del antigeno D
débilmente expresado. Por ejemplo, si un individuo es de grupo sanguineo Ay la prueba en tubo para
el antigeno D arrojo resultados negativos con prueba variante Du positiva, lo mds conveniente serd
informarlo como: A DV positivo o A Rh positivo débil (Duenas V, 2003).

Técnica:

|.  Esta prueba debe de realizarse Unicamente cuando en la tipificacién de Rh, resulta como
Rh negativo.
Il.  Preparar una suspension de eritrocitos del 2-5% de la muestra problema.
lll.  Identificar dos tubos de 12x75 mm, uno como Rh y otro como control negativo.
IV.  Altubo Rh se le debe anadir una gota del suero hemotipificador anti-D
V. Enseguida, anadir una gota de suspension de eritrocitos del 2-5% del paciente.
VI. Al tubo control negativo, se le anade una gota de la suspensidn de eritrocitos del 2-5% del
paciente mdas una gota del vial del control negativo (si es que se tiene).

VIl.  Mezclar y centrifugar durante 15 segundos a 3400 rom.

VIll.  Se debe resuspender el botdn eritrocitario que queda en el fondo de cada tubo, para esto
se debe hacer una agitacién suave y cuidadosa a cada tubo, con la finalidad de leer la
presencia o ausencia de aglutinacion. Se busca la aglutinacion en el tubo problema. Que
debe de ser negativa, por lo que debemos de hacer la confirmacién de Rh negativo.
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Ambos tubos se deben incubar de 15-20 minutos a una temperatura de 37°C.

Una vez terminado el tiempo, centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.

Se debe resuspender el botdn eritrocitario que queda en el fondo de cada tubo, para esto
se debe hacer una agitaciéon suave y cuidadosa a cada tubo, con la finalidad de leer la
presencia o ausencia de aglutinacion en un fondo bien iluminado.

Sila aglutinacién resulta negativa, se debe proceder con el suero de Coombs.

Primero lavar los eritrocitos. Agregar a cada tubo, SSF hasta 2/3 de la capacidad total del
tubo.

Mezclar y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos y decantar.

Repetir el lavado dos veces mds.

Agregar a cada tubo dos gotas de suero de Coombs.

Mezclar y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.

Se debe resuspender el botdn eritrocitario que queda en el fondo de cada tubo, para esto
se debe hacer una agitacién suave y cuidadosa a cada tubo, con la finalidad de leer la
presencia o ausencia de aglutinacién en un fondo bien iluminado.

El tubo de control negativo no debe de presentar aglutinacion.

Si el tubo problema presenta aglutinacion, es variante D débil.

En caso de resultar Rh negativo, es decir, que no hay aglutinaciéon. Se debe asegurar
mediante la adicion de Células Control de Coombs (células sensibilizadas con IgG).
Anadir una gota de células control de Coombs a ambos tubos.

Centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.

En este paso, en ambos tubos deben de resultar positiva la aglutinacion.

Actividad: Una vez terminada la experiencia, contestar la tabla nUmero 16 en el apartado de

resultados de esta practica.

A continuacién, se expone una imagen, donde se observan variables que afectan la

sensibilidad de la prueba de la antiglobulina indirecta.

VARIABLE VALOR O DESCRIPCION

Temperatura de incubacién La temperatura 6ptima de reaccién de los anticuerpos de im-
portancia clinica es de 37°C. Dependiendo del método y el
potenciador utilizado la temperatura de incubacién puede va-
riar.

Medio de reaccién La reaccién antigeno-anticuerpo debe potenciarse con solucio-
nes de bajo poder i6nico (LISS) o con albumina. Estos
potenciadores aumentan Ia captacién de anticuerpos por los
hematfes, incrementando la sensibilidad de 1a prueba''-"3.

Relacién células/sucro Comiinmente se usan dos gotas de suero por una de hematies
suspendidos al 2-5% en solucién salina fisiol6gica.

Tiempo de incubacién El tiempo de incubacién depende del potenciador utilizado.
Cuando se usa albiimina, un tiempo de incubacién de 30 minu-
tos es suficiente para determinar la mayorfa de anticuerpos de
importancia clinica.

Cuando se usa LISS el tiempo de incubacién varfade 10a 15
minutos. Cuando se usan soluciones de bajo poder i6énico y
policationes (polybrene) el tiempo de incubacién variade 1 a
30 minutos.

Imagen 34. Variables que afectan la sensibilidad de la prueba de la antiglobulina indirecta. Aronson

C,etal, 2012.
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RESULTADOS.
Tabla 16. Presencia o ausencia de aglutinacion en la determinacién de Rh negativo.

Prueba a 37°C Suero de Coombs Células control
Tubo problema

BIBLIOGRAFIA.

e Aronson C, et al., (2012). Manual técnico de la Asociacion Americana de Bancos de
Sangre. Buenos aires, Argentina: Asociacion argentina de hemoterapia e
Inmunohematologia.

e Crowley L. (2013). Una introduccion a la enfermedad humana. México: McGraw-Hill.

e Duenas V. (2003). El bando de sangre. Cali, Colombia: Universidad del Valle.

e Sans-Sabrafen J, et al. (2006). Hematologia clinica. Espana: Elsevier.

e Stoppard M. (2000). Nuevo libro del embarazo y nacimiento. Colombia: Norma S.A.

MANEJO DE RESIDUOS.

Tubos de vidrio con muestras bioloégicas (codgulos, plasma o suero)
Se desechan en palanganas con hipoclorito de sodio al 1%

Tubos al vacio
Desechar en bolsa roja
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ESQUEMA PARA LA CONFIRMACION DE RH NEGATIVO EN TUBO.
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Imagen 35. Confirmacion de Rh negativo en tubo. Castillo R, et al., 2015.
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Practica No. 9
Determinacion de subgrupos A o prueba de la Lectina.

INTRODUCCION.

Los subtipos de los grupos sanguineo sistema ABO se denominan subgrupos y/o variantes. Los
subgrupos de ABO se diferencian por las cantidades de antigenos A, B, y O (H) sobre los eritrocitos.
Los mdas comunes son los subgrupos de Ay B, y de estos dos, son mds comunes los subgrupos de A. los
dos principales subgrupos de Ason A1y Az. Los subgrupos son clasificados por la cantidad del antigeno
A,y esta cantidad disminuye en el orden A1, Az, Az, Ax, Aend, Am, Ael. LOS subgrupos varian también en
las diferentes poblaciones; por ejemplo, en los europeos aproximadamente el 80% de las personas
son del grupo Ay AB poseen el subgrupo Ai, y el restante 20% el A20 A2B. Entre los subgrupos de A1y
A2, hay diferencias cualitativas y cuantitativas. La transferasa A1 es mads eficiente que la tfransferasa Az
en convertir la sustancia H al antigeno A. Aproximadamente el 80% de las personas del grupo
sanguineo A o AB tienen eritrocitos que son aglutinados por anti-Ai, por lo tanto, son clasificadas como
A1 0 AiB, el restante 20% cuyas células que no son aglutinadas por anti-Ar son A2 o A2B. Las pruebas
con anti- A1 son necesarias de rutina para donantes o receptores (Arbeldez C, 2009).

Puesto que las células A1 y A2 reaccionan fuertemente con los antisueros anti-A comerciales su
diferenciaciéon se hace poniendo a reaccionar a las células A con el suero humano absorbido anti-A;
o conla Lectina anti-Ar obtenida de Ias semillas de la planta Dolichos biflorus, estos reactivos aglutinan
las células A1 pero no las A2 (Duenas V, 2003).

OBIJETIVO.

El alumno realizard la diferenciacion de subgrupos de A, mediante la prueba de la Lectina,
para clasificar a los subgrupos del grupo sanguineo A como A1 o Ax.

MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.
MATERIAL. EQUIPO.

Gradilla para tubos vacutainer. Centrifuga clinica.
Tubos de ensaye de 12x75 mm.

Tubos al vacio de tapdn lila. REACTIVOS.

Material necesario para realizar la Suero hemotipificador anti-Al.
venopuncidon por sistema al vacio. Solucion Salina Fisioldgica.
Palanganas para desechos. Suero hemotipificador anti-H.
Pipetas Pasteur. Sol. Hipoclorito de sodio al 5%

Marcador indeleble.
CONTENIDO.
9.1 PRUEBA DE LA LECTINA.
Fundamento:

El suero hemotipificador anti-Al reacciona con los hematies A1 y AiB y se produce un proceso
de aglufinacion de los mismos. Salvo en los hematies pertenecientes al grupo sanguineo O, la
sustancia H se detecta claramente en los hematies A2y A2B, El suero hemotipificador anti-H reacciona
con los hematies A2 y A2B y produce un proceso de aglutinacion de los mismos.
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Técnica.

I.  Preparar una suspension de eritrocitos del 2-5% de las muestras obtenidas anteriormente.
ll.  Identificar dos tubos de ensaye de 12x75 mm, como Al y A2.
lll.  Altubo Al, se le debe anadir una gota del suero hemotipificador anti-As.
IV. Altubo A2, se le debe anadir una gota del suero hemotipificador anti-H.
V. Enseguida anadir una gota de suspension de eritrocitos del 2-5% del paciente o problema
a cada uno de los tubos.
VI.  Mezclar con cuidado y dejar reposar aproximadamente 5 minutos.

VIl.  Cenftrifugar durante a 3400 rom durante 15 segundos.

VIll.  Se debe resuspender el botdn eritrocitario que queda en el fondo de cada tubo, para esto
se debe hacer una agitaciéon suave y cuidadosa a cada tubo, con la finalidad de leer la
presencia o ausencia de aglutinacion en un fondo bien iluminado.

IX. Laintensidad de la aglutinacion debe interpretarse de acuerdo a la siguiente tabla, para
poder interpretar los resultados.

Tabla 17. Caracteristicas visibles de la aglutinacion

Intensidad de la aglutinacién Puntaje
Agregado grande 4+

Agregados grandes y se observan
agregados mds chiquitos 3+

Agregados pequenos 2+

Los agregados casi no se observan pero
los hay 1+

No hay agregados (sin aglutinacion) Negativo

Actividad: Una vez terminada la experiencia, contestar la tabla nUmero 18 en el apartado de
resultados de esta prdctica. De igual manera, con este dato, clasifique el grupo sanguineo sistema
ABO en la tabla nUmero 19.

Significado clinico.

La presencia de aglutinacion en el tubo Al indica la presencia de los antigenos A1, y serd
clasificada como tipo de sangre A, subgrupo A o AB, subgrupo AiB. En caso contrario, cuando
aglutine en el tubo Az indica la presencia de los antigenos Az, y serd clasificada como fipo de sangre
A, subgrupo A2 o AB, subgrupo A2B (IMMUCOR Inc.).
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RESULTADOS.

Nombre del paciente:
Edad: Sexo: Fecha:

Tabla 18. Resultados de |la prueba de la Lectina.

Aglutinacion y
puntaje

Tabla 19. Resultado de la tipificacion sanguinea sistema ABO y factor Rh.

Grupo sanguineo
(ABO)

Factor Rh.

BIBLIOGRAFIA

e Arbeldez C. (2009). Sistema de grupo sanguineo ABO. Medicina & Laboratorio. 15(7-8).

e Duenas V. (2003). El banco de sangre. Cali, Colombia: Universidad del Valle.

e IMMUCOR GAMMA. Anti-H and Anti-H Lectin. Extraida el dia 10 de abril de 2018 de:
https://bit.ly/2ILMNpt.

MANEJO DE RESIDUOS.

Tubos de vidrio con muestras biolégicas (codgulos, plasma o suero)
Se desechan en palanganas con hipoclorito de sodio al 1%

Tubos al vacio
Desechar en bolsa roja
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ESQUEMA PARA LA DETERMINACION DE SUBGRUPOS DE A.
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Imagen 36. Determinacion de subgrupos de A en tubo. Castillo R, ef al., 2015.
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Practica No. 10
Discrepancias en el sistema ABO.

INTRODUCCION.

Las muestras de donadores se fipifican rutinariamente para el sistema ABO en el momento de
la donacién. Las muestras de los receptores son tipificadas en el sistema ABO antes de la transfusion.
Para la tipificacion del grupo sanguineo sistema ABO se requiere de los anfigenos A y B en la
membrana del eritrocito del paciente o donador (prueba directa) y para la buUsqueda de
isoaglutininas Anti-A o Anti-B en suspension en el suero o plasma (prueba inversa o sérica) (BIO RAD).

La realizaciéon de la prueba directa como la inversa son requeridas en pacientes y donadores
debido a que cada prueba sirve como una verificacién de la ofra. La discrepancia en el grupo
sanguineo sistema ABO, la podemos definir cuando los resultados del tipaje de la prueba directa no
concuerdan con la prueba sérica o inversa. La discrepancia puede surgir debido a errores técnicos o
condiciones clinicas del paciente. Todos los factores técnicos que puedan haber dado lugar a una
discrepancia del sistema ABO deberdn ser revisados y corregidos. También es esencial obtener
informacion sobre la edad del paciente, diagndstico, antecedentes transfusionales, medicamentos y
antecedente de embarazo, entre ofros. Si existe una discrepancia puede ser debida a un error en la
recoleccion o identificacion de la muestra, por lo que deberd obtenerse una nueva muestra del
paciente y repetir el grupo directo e inverso (BIO RAD).

OBIJETIVO.

El alumno interpretard y resolverd las discrepancias relacionadas con el sistema ABO,
mediante la realizacion de la técnica de tipificacion de grupo sanguineos directa e inversa para
corroborar que ambas pruebas coincidas y lo aplique en su ejercicio profesional en el banco de
sangre.

CONTENIDO.

10.1  CLASIFICACION DE LAS DISCREPANCIAS EN EL SISTEMA ABO

El manual técnico de la Asociacidn Americana de Bancos de sangre, establece tres
clasificaciones principales que pueden causar las posibles discrepancias que son: 1) Problemas
relacionados con las pruebas eritrocitarios; 2) problemas en las pruebas con suero o plasmay 3) errores
técnicos.

e PROBLEMAS RELACIONADOS CON LAS PRUEBAS ERITROCITARIAS: la tipificacion del sistema
ABO eritrocitaria podria dar resultados inesperados por varios motivos, incluyendo los
siguientes:

La expresion débil ABO
puede resultar de la
herencia de subgrupos
ABO débiles, debido a
enfermedades como
leucemia y otras
neoplasias.

La aglutinacion en
campo mixto, en
pacientes recientemente
transfundidos que tienen
mas de un grupo ABO en
los glébulos rojos
circulantes.
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Neutralizacién de reactivos
de tipo anti-A y anti-B,
debido a las altas
concentraciones de
sustancias grupo especifica
A o B en suero, dando
reacciones negativas
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Aglutinacion o
autoaglutinacion
espontanea de los
glébulos rojos
suspendidos en suero o
plasma, ocasionado por
un exceso de glébulos
rojos producido por
autoaglutininas.

Poliaglutinacién inusual de glébulos rojos, como resultado de alteraciones
heredadas o adquiridas de la membrana eritrocitaria con exposicion de
“autoantigenos cripticos”. Debido a que el suero humano naturalmente tiene
anticuerpos contra estos antigenos cripticos, aquellos glébulos rojos anormales
se aglutinan inesperadamente en presencia de reactivos anti-A y anti-B
humanos. En general, los anticuerpos monoclonales anti-A y anti-B no detectan

Pequenos codgulos de fibrina
en el plasma, o plasma
coagulado en forma
incompleta, que pueden
confundirse con glébulos rojos
aglutinados.

La ausencia inesperada de
aglutininas ABO en nihos que
reciben nutricion parenteral y
enteral prolongada, que son
estériles y libres de bacterias.

Opcidn Técnica de Banco de Sangre. I

Agregacion espontanea de
los glébulos rojos,
producida por encontrarse
éstos, suspendidos en un
medio hiperproteico o que
la muestra obtenida sea de
un paciente con soluciones
macromoleculares
inmediatamente antes de la
toma.

la Poliaglutinacion.

PROBLEMAS EN LAS PRUEBAS CON SUERO O PLASMA: los problemas que pueden surgir de
las pruebas ABO que emplean suero o plasma, son los siguientes:

Falta de isoaglutininas en
lactantes menores de 4-6
meses de edad. Las
isoaglutininas presentes en el
recién nacido son adquiridas
pasivamente desde la madre.
Los trasplantes de células
progenitoras hematopoyéticas
ABO incompatibles con
induccion de inmunoterapia.
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contra los eritrocitos
suspendidos en el suero o

Reacciones falso-
positivas, causadas por
un autoanticuerpo pH-

dependiente, un
anticuerpo reactivo
dependiente o rouleaux.

plasma

La ausencia inesperada de
aglutininas ABO en presencia
de subgrupos A o B débiles.

Hipogammaglobulinemia
severa secundaria a una
terapia inmunosupresora o
inmunodeficiencia heredada.
O en pacientes que han
recibido varios cursos de
recambio plasmatico
vtilizando solucion de
albumina.
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Anticuerpos frios (anti-M) o

autoanticuerpos (anti-1) que

dan reaccioén cruzada en la
prueba inversa, dando
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Anticuerpos dirigidos contra los
componentes de los diluyentes
empleados para conservar los
reactivos de glébulos rojos A o

Agregacion o aglutinacion no
especifica ocasionada por el
alto peso molecular de un
expansor plasmatico,

rouleaux, alta concentracién
de proteina sérica o
paraproteinas.

reacciones positivas B comerciales.

inesperadas.

La infusion reciente de
inmunoglobulina endovenosa
(IgV) que podria contener
isohemagilutininas ABO.

La transfusion reciente de
componentes plasmaticos con
aglutininas ABO podria ser
causa de reacciones
imprevistas.

e ERRORES TECNICOS: los problemas técnicos relacionados con la muestra o durante la
prueba también puede llevar a discrepancias en el agrupamiento ABO, como:

1) Confusion de la muestra.

2) Suspension de globulos rojos demasiado concentrados o diluidas.

3) Omisién del agregado de reactivos.

4) No se registra observacion de hemolisis.

5) No se respetaron las instrucciones del fabricante.

6) Escasa o excesiva centrifugacion.

7) Mala interpretacion o registro inadecuado de los resultados de la prueba.

10.2 RESOLUCION DE DISCREPANCIAS EN EL SISTEMA ABO.

El primer paso debe ser la repeticion de las
pruebas con la misma muestra, para excluir la
posibilidad de errores técnicos durante las
mismas. Los estudios adicionales incluyen
pruebas con gldbulos rojos lavados, prueba de
una nueva muestra del mismo origen, prueba
para detectar aloanticuerpos inesperados; y
revision de la historia clinica del paciente de la
muestra problema, tanto por enfermedades,
medicacién, como por fransfusiones recientes
que pueden contribuir a encontrase resultados
conflictivos en las pruebas.

Estas muestras pueden requerir de pruebas que
utiicen métodos para incrementar la
sensibilidad de la reaccion  antigeno-
anticuerpo. Las técnicas incluyen incubacion de
glébulos rojos a 4°C, utilizando glébulos rojos
tratados con enzimas y estudios de adsorcién y
elucion.

Frente a un aparente problema serolégico

Mvuestras con anticuerpos, antigenos ABO, o
ambos aparentemente débiles o ausentes
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ComuUnmente las causas que originan estas
discrepancias en la fipificaciéon con pruebas
séricas incluyen a la presencia de anficuerpos
frios, el fendmeno de rouleaux, aloanticuerpos,
reactivos a temperatura ambiente como por
Las discrepancias ABO causadas por ejemplo el anti-M, y subgrupos A débiles no
reacciones séricas detectados con un anficuerpos anfi-Al
especifico. Para resolver una discrepancia ABO
ocasionada por un anticuerpo anti-Al en un
individuo de grupo A, los glébulos rojos deben
enfrentare con Lectina Dolichos biflorus, la cual
aglutinara los eritrocitos de grupo Al pero no los
A2 ni a los subgrupos de A mds débiles.

Pueden surgir discrepancias relacionadas con la
presencia de un aloanticuerpo frio o un
autoanticuerpo evidenciable con una prueba
de deteccion de anficuerpos a temperatura

Errores en la prueba inversa ambiente y con la prueba de antiglobulina
directa. Las técnicas para identificar
anticuerpos ABO en presencia de
autoanticuerpos frios incluyen pruebas a 37°C
sin cenfrifugacion y técnicas de autoadsorcion
en frio.

Pueden causar aglutinacién de los gldbulos rojos
y reacciones inesperadas durante la tipificacion.
Los gldébulos rojos recubiertos con una gran
cantfidad de autoanticuerpos pueden
aglutinarse  espontdneamente y  causar
reacciones falso-positivas en las pruebas de
tipificacion con anti-A y anti-B. Normalmente
Los autoanticuerpos frios cuando ocurren estas reacciones por los
autoanticuerpos se pueden eliminar mediante
el lavado de los glébulos rojos con solucion
salina tibia. La autoaglutinacién causada por
IgM puede también inhibirse o dispensarse por
incubacion de los gldbulos rojos en presencia de
ditiotreitol o aminoetilsotouranio brémico. Estos
reactivos reducen el enlace de disulfuro en las
moléculas IgM, disminuyendo su polivalencia y
habilidad para aglutinar en forma directa.

Actividad: hacer la tipificacion de una muestra que serd proporcionada por el profesor,
utilizando la metodologia de la prueba directa y la prueba inversa. Anotar los resultados en la tabla
numero 20 en el apartado de resultados de esta prdctica, ademds de corroborar en la tabla numero
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21 la tipificacion del grupo sanguineo del sistema ABO. Es muy importante verificar si existe o no
discrepancia en la tipificaciéon de grupo sanguineo sistema ABO. En caso de discrepancia,
implementar medidas correctivas conforme al punto 9.2 (resolucion de discrepancias en el sistema
ABO). Puede ayudarse para dar una posible causa con la siguiente imagen.

10.3

Reactividad débil o ausente
de glébulos rojos

Subgrupo ABO

Leucemia/neoplasia

Transfusion

Transfusion fetal intrauterina
Trasplante

Exceso de sustancia grupo especifica

Excesiva reactividad
de glébulos rojos

Autoaglutininas/exceso de proteinas revistiendo

globulos rojos

Gl6bulos rojos no lavados: proteinas plasmaticas
Gl6bulos rojos no lavados: anticuerpo sérico del paciente
como componente reactivo

Trasplante

Antigeno B adquirido

Fenémeno B(A)

Transfusion de otro grupo

Reactividad de glébulos rojos
en campo mixto

Transfusion reciente

Trasplante

Hemorragia feto-materna.

Quimerismo de gemelos o dispérmico (tetragamético)

Reactividad débil o ausente

Edad (de 4 a 6 meses, personas anosas)

del suero subgrupo ABO
Hipogammaglobulinemia
Trasplante
Excesiva reactividad del suero  Autoanticuerpo frio
Aloanticuerpo frio

Anticuerpo sérico con componente reactivo
Exceso de proteinas séricas

Transfusion hemocomponentes plasmaticos
Trasplante

Infusion de Inmunoglobulina endovenosa

Imagen 37. Posibles causas en las discrepancias ABO. Aronson C, et al., 2012.

TIPIFICACION DE GRUPO SANGUINEO ABO, Y FACTOR Rh.

Nota: realizar la tipificacion de una muestra sanguinea problema que serd proporcionada por el
profesor. Realizar la prueba directa e inversa y verificar si existe discrepancia o no, anotar en la tabla
nUumero 22 los resultados.

A Bioquimico Diagndstico: Oliver Almardz Cruz Alejandro. 76 |




Opcidn Técnica de Banco de Sangre. I

RESULTADOS

Tabla 20. Resultados de la prueba directa e inversa para la fipificacion del grupo sanguineo sistema
ABO.

Prueba directa Prueba inversa

Anti-A Anti-B Anti-AB Células Células Células B  Células O
Al A2

Aglutinaciéon y
puntaje

Tabla 21. Resultado de la fipificacion sanguinea del sistema ABO.

Grupo sanguineo sistema ABO

Tabla 22. Discrepancia en el sistema ABO

Existio discrepancia en el

sistema ABO Posible causa Resolucion aplicada

BIBLIOGRAFIA

e BIO RAD. Discrepancia del grupo sanguineo ABO: causas y resolucion.
e Aronson C, etal., (2012). Manual técnico de la Asociacion Americana de Bancos de Sangre.
Buenos aires, Argentfina: Asociacion argentina de hemoterapia e Inmunohematologia.

MANEJO DE RESIDUOS.

Tubos de vidrio con muestras biologicas (codgulos, plasma o suero)
Se desechan en palanganas con hipoclorito de sodio al 1%

Tubos al vacio
Desechar en bolsa roja
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Practica No. 11
Signos Vitales.

INTRODUCCION.

Se denominan signos vitales o constantes vitales a las senales o reacciones que presenta un ser
humano con vida que revelan las funciones bdsicas del organismo; de forma mds sencilla los signos
vitales se pueden definir como senales de vida. El organismo en condiciones normales realiza
funciones que son vitales, las cuales pueden ser medidas mediante la observacién o con la utilizacion
de aparatos sencillos. Los signos vitales son muy Utiles para detectar o monitorizar problemas de salud;
la modificacidn de los signos vitales puede establecer en un gran niUmero de casos el grado de
perturbacion general o especifica de un érgano o sistema, el cual nos permite tomar las medidas
necesarias para corregir las deficiencias y evitar complicaciones (Bobes J, 2006).

Actualmente, ya no se usa el término de signos vitales, es mdas utilizado constantes vitales. En
resumen, podemos decir que se miden para vigilar y controlar las funciones del cuerpo, realizando
una valoracién exacta y cienfifica. Las constantes vitales que se deben valorar son:

1) Temperatura corporal: es el equilibrio entre el calor producido por el organismo y el que se pierde.
Se mide en unidades de calor denominadas grados. Estos siguen habitualmente la escala Celsius.
Pueden considerarse dos tipos de temperatura, la temperatura interna (es la que presentan los tejidos
internos como térax, cavidad abdominal, y pélvica. Suelen mantenerse constante alrededor de 37
grados centigrados) y la temperatura superficial o externa (que es la que presenta el tejido
subcutdneo y la grasa. No se mantienen constante, y se eleva o disminuye en funcioén de entorno y

del medio ambiente, pudiendo oscilar entre los 20 y 40°C).
2) Frecuencia respiratoria: es el nUmero de respiraciones por minuto. En el acto de respirar se produce
la enfrada de oxigeno y la salida de didxido de carbono.
3) Presion arterial: es la medida de presidn que ejerce la sangre a su paso por las arterias. Existen dos
tipos de medidas de presion: la sistélica y a diastdlica.

4) Frecuencia cardiaca: es el nUmero de latidos por minuto. El pulso es la onda pulsdtil de sangre
producida por la contraccién del ventriculo izquierdo del corazén. Sirve para valorar el flujo
sanguineo, la frecuencia cardiaca, el ritmo, el volumen y la tension.

Los valores anormales en estas constantes pueden indicar alteraciones de la salud que requieran Io
realizacion de pruebas médicas para determinar su causa (Garcia R, et al., 2014).

Del donador o disponente, por normatividad, se establece que debe de registrarse el peso, la
frecuencia cardiaca, las cifras de tension arterial y la temperatura. El peso minimo es de 50 Kg. Y
aungue no es requisito normativo, en la mayoria de las instituciones se registra también la estatura,
con el objetivo de calcular el volumen sanguineo del disponente (D'Artote A, 2011).

OBJETIVO.

Permitir que el alumno sea capaz comprender el fundamento y la técnica de las constantes
vitales, mediante la medicidén de las mismas, para que entienda su importancia en la seleccién del
donador, conforme a la normatividad establecida en Ia NOM-253-SSA1-2012 para el banco de
sangre.
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MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.

EQUIPO.

Termdémetro.
Baubanometro.
Estetoscopio.
Cronometro.

CONTENIDO.

11.1  MEDICION DE LA TEMPERATURA.

37 °C

36 °C

32°C __V \

28°C =

Fundamento:

La temperatura corporal depende mucho del sitio del cuerpo.
Las zonas mads irrigadas como el corazdn, el encéfalo, viseras, tiene
una temperatura de 37°C. Mientras que las extremidades tienden a
ser mas frias. Como se muestra en la siguiente imagen:

-Disminucién: la disminucion de la temperatura corporal
, comUnmente se llama hipotermia. Existen diferentes tipos de
| | hipotermias, la hipotermia leve (de 36°C a 33°C); la hipotermia
- moderada (32°C a 28°C) y la hipotermia grave (menor a 28°C). Las

-

34 0 v ' causas de hipotermia comunmente se deben cuando la persona

estd en contacto con un entorno frio durante un tiempo prolongado.

‘ . Aunque en el dmbito hospitalario ciertos procedimientos médicos o
31°C 4

farmacos pueden disminuir la temperatura corporal. La hipotermia
puede llegar a causar sinftomas como son: pérdida del conocimiento,
falta de reacciéon en las pupilas, taquicardia y bradicardia, incluso
hasta un paro respiratorio.

Imagen 38. Temperatura corporal. Extraida de: https://bit.ly/2w42aDO.

Técnica:

Aumento: el aumento de la temperatura corporal comiunmente se llama fiebre o

hipertermia. La fiebre es considerada una reacciodn fisioldgica del cuerpo, por otro lado, la
hipertermia se alcanza cuando el organismo ya no puede controlar el aumento de esa
fiebre o temperatura alta. Normalmente la fiebre se puede deber a casusas infecciosas y
no infecciosas. Dentro de las causas infecciosas estd la neumonia, sinusitis, sepsis o
infecciones bacterianas y virales. Las causas no infecciosas pueden ser por abstinencia de
alcohol o drogas, pancreatitis, infarto al miocardio o hemorragia, inclusive después de una
transfusién sanguinea.

Lavarse las manos correctamente, aplicando la técnica propuesta por la OMS (o
desinfectarse las manos).

Los termdmetros siempre deben de estar limpios, para esto se debe ocupar una solucion
antiséptica antes de medir la temperatura de cualquier paciente. Por esta razdn, es mads
frecuente utilizar termdémetros infrarrojos en banco de sangre porque no tienen contacto
con el paciente.
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Con el termdmetro limpio, se debe de sacudir el termdmetro con movimientos hacia abajo
hasta que llegue a la marca de 35°C en liquido contenido en el bulbo.

Se coloca la parte del bulbo del termdmetro en la axila del paciente. Presionando el brazo
contra el pecho para evitar que se caiga.

Retirar el termdmetro por la parte superior del mismo después de 5 minutos de haberlo
colocado.

Realizar la lectura correspondiente de la temperatura visualizando en la escala del
termdmetro donde quedd el mercurio con respecto a las lineas indicadas. En la siguiente
imagen se observa este proceso.

Imagen 39. Lectura del termdmetro. Se debe de visualizar en que linea estd el mercurio para

poder dar la interpretacion. Extraido de: https://bit.ly/2LpBCEQ.

Se debe lavar el termdmetro con solucion antiséptica para poder utilizarlo con otro
paciente.

Imagen 40. Medicion de la temperatura axilar. Extraido de: https://bit.ly/2J4g3rB

Valor de referencia:

Actividad: una vez terminado el procedimiento, anotar el resulfado obtenido en la tabla

nUmero 23 en el apartado de resultados de esta prdctica.
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11.2 MEDICION DE LA FRECUENCIA RESPIRATORIA.

Fundamento:

Se entiende como tal el nUmero de inspiracidn que una persona hace en un minuto. Se suele
medir cuando la persona estd en reposo y consiste simplemente en cortar el nUmero de veces que se
eleva su pecho en un minuto.

La respiracion es el intercambio gaseoso entre el organismo y la atmosfera. Consta de dos fases:
1) la inspiraciéon (durante la cual se infroduce aire en los pulmones) y 2) la espiraciéon (se expulsa aire
de los pulmones). En la respiraciéon intervienen, ademds de los érganos del aparato respiratorio
(diafragma), los musculos del térax y los movimientos de las costillas, por lo que en caso de lesiones a
este nivel es importante el control de este signo vital (Bobes J, 2006).

Técnica:

Disminucidn: se le conoce a la disminucién de la frecuencia respiratoria por debajo del valor
promedio como bradipnea, esta se puede dar por ciertos factores como alguna
obstruccion de las vias respiratorias.

Aumento: se le conoce al aumento de la frecuencia respiratoria por arriba del valor
promedio como taquipneaq, y se puede deber al sexo, pues las mujeres tienden a respirar
mdas que los hombres, también cuando se presentan infecciones pues estos procesos
tienden a aumentar la temperatura y por ende se trata de eliminar ese calor por la
respiracion.

Sentar al paciente en un lugar cémodo y sin que este agitado.

Por medio de la observacion, se deben contar durante un minuto los movimientos del térax
en los adultos, de inspiracién (es decir cuando se inhala aire) y de espiraciéon (cuando se
exhala el aire).

Actividad: una vez terminado el procedimiento, anotar el resultado obtenido en la tabla
numero 21 en el apartado de resultados de esta prdctica experimental.

Valor de referencia.

4

En el banco de sangre y medicina transfusional, la NOM-253-SSA1-2012, NO indica que es
motivo de exclusién indefinida las personas que presenten una frecuencia respiratoria por
arriba o por abajo del valor de referencia, pero aun asi es tommado en cuenta por el personal
médico que es el responsable de hacer la valoracion.

Existen diferentes tipos de frecuencias respiratorias normales con base a la edad. Bobes Julio

en su libro, Técnico auxiliar de geriatria, indica los valores para las diferentes edades:

Neonato: 40-60 por minuto. Adolescentes: 20-22 por minuto.
Adultos: 16-20 por minuto. Ancianos: 14-18 por minuto.

Bioquimico Diagndstico: Oliver Almardz Cruz Alejandro.
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11.3 FRECUENCIA CARDIACA.
Fundamento:

Es el nUmero de latidos por minuto. El pulso es la onda pulsatil de sangre producida por la
contraccién del ventriculo izquierdo del corazon. Sirve para valorar el flujo sanguineo, el ritmo, el
volumen y la tension (Garcia R, et al., 2014).

- Disminucién: se le conoce a la disminucién de la frecuencia cardiaca por debajo del valor
promedio como bradicardia, esta se puede dar por ciertas casusas benignas (estrés,
dolores, fdrmacos) o casusas patoldgicas (fiebre, anemia, sepsis, hipertiroidismo).

- Aumento: se le conoce al aumento de la frecuencia respiratoria por arriba del valor
promedio como taquicardia, y puede deberse a causas como vémitos, farmacos,
hipertension arterial, infecciones generales, insuficiencia renal.

Técnica:

|.  El personal de salud que va a tomar la frecuencia cardiaca, debe de lavarse las manos
correctamente (o puede desinfectar las manos).
ll.  Se presiona con muneca del paciente con el dedo pulgar, del lado interno.
. Conlos dedos indices y medio, se localiza el pulso 2 cm por debajo de la muneca. Como
se muestra en la siguiente imagen:

El pulso radial se siente en la
muneca, por debajo del pulgar \ _‘

Imagen 41. Medicion de la frecuencia cardiaca. Extraida de: https://bit.ly/2HERk?

IV.  Alsentir el latido, ese es el lugar correcto. Se deben de contar el nUmero de latidos que se
producen durante 30 segundos. Una vez franscurrido ese lapso, se multiplica por 2 para
conocer la frecuencia cardiaca.

Actividad: una vez terminado el procedimiento, anotar el resultado obtenido en la tabla
nUmero 23 en el apartado de resultados de esta practica experimental.
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Valor de referencia:

En el banco de sangre y medicina transfusional, la NOM-253-SSA1-2012, indica que
es motivo de exclusion indefinida los personas que presenten una frecuencia
cardiaca igual o menor a 50 latidos por minuto, a menos de que sean atletas, o
igual o mayor a 100 latidos por minuto.

Existen diferentes tipos de frecuencias cardiacas normales con base a la edad.
Bobes Julio en su libro, Técnico auxiliar de geriatria, indica los valores para las
diferentes edades:

Neonato: 120-140 latidos por minuto. Mayores a 10 anos: 55-90 latidos por minuto.
Adultos: 60-100 latidos por minuto.

11.4 PRESION ARTERIAL
Fundamento:

La presion arterial es la fuerza que ejerce la sangre contra las paredes de las arterias. Cada vez
que late el corazdn, bombea sangre hacia las arterias, por lo que la presidon de la sangre es mds alta
cuando se confrae. La presidn arterial estd determinada por la fuerza y el volumen de sangre
bombeada, asi como por el tamano vy la flexibilidad de las arterias. Al medir la presion de la sangre se
registran dos cifras. La cifra mdas alta o presidn sistdlica, se refiere ala presion en el interior de la arteria
cuando el corazén se contrae y bombea la sangre al cuerpo. La cifra mdas baja o presidon diastdlica
se refiere a la presion en el interior de la arteria cuando el corazén estd en reposo y se estd llenando
de sangre, tanto la presion sistdlica como la diastdlica se miden en milimetros de mercurio (Bobes J.
2006). Cuando una persona excede el valor normal que es de 120 para la sistdlica y 80 para la
diastdlica, se dice que tiene hipertension arterial, cuando este valor de referencia es bajo, se dice
que sufre de hipotension arterial.

Existen diferentes tipos de frecuencias cardiacas normales con base a la edad. Bobes, Julio en
su libro, Técnico auxiliar de geriatria, indica los valores para las diferentes edades:

Neonato: 120-140 latidos por minuto. Mayores a 10 anos: 55-90 latidos por minuto.
Adultos: 60-100 latidos por minuto.

Técnica:

I.  Lavarse las manos de acuerdo a lo establecido por la OMS.
ll.  El personal de salud que debe tomar la presidn arterial, debe indicarle al paciente que
tome asiento para que esté tfranquilo y cémodo.
. Se recomienda que el paciente permanezca en reposo por lo menos 10 minutos antes de
la toma de la presidn.
IV.  El paciente debe descubrir su brazo de preferencia.
V. Se coloca el brazalete del esfigmomandmetro alrededor del brazo.
VI.  Se debe localizar la arteria humeral, que estd por la parte interna del codo y se coloca ahi
el estetoscopio.
VIl.  Conla otra mano se debe cerrar la valvula de la perilla.
VIIl.  Presionar la perilla hasta que la manecilla del esfigmomandmetro marque arriba de 30
mm/Hg mas de la presion sistolica normal del paciente.
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IX.  Sino se conoce la presion basal del paciente, inflar hasta aproximadamente 200 mm/Hg.
X.  Se abre la valvula de la perilla para que el aire salga poco a poco.
Xl.  Cuando se escuche el primer sonido, nos indicara la presion sistélica, tomar nota de donde
la marca la aguja.
Xll.  Se confinUa dejando salir el aire de la perilla, se seguirdn oyendo los sonidos. Cuando se
dejen de oir todos los sonidos, nos indicara la presion diastdlica.

Actividad: una vez terminado el procedimiento, anotar el resultfado obtenido en la tabla
numero 23 en el apartado de resultados de esta practica experimental.

Valor de referencia.

En el banco de sangre y medicina transfusional, la NOM-253-SSA1-2012, indica que es
motivo de exclusidn indefinida las personas que presenten una presién arterial de 180
mm/Hg para la sistélica y de 100 mm/Hg o mayor para la diastdlica. Y podrdn aceptarse

personas con hipertension bajo control farmacoldgico.

RESULTADOS.

Nombre del paciente:
Edad: Sexo: Fecha:

Tabla 23. Datos clinicos de la medicion de los signos vitales.
Temperatura Frecuencia Frecuencia Presion arterial

cardiaca respiratoria

Resultado

Interpretacion

*interpretacion: indicar si el resultado obtenido fue alto, bajo o normal. Y en dado caso, si el paciente
fue rechazado con base a los pardmetros que indica la NOM-253-SSA1-2012.
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Practica No. 12
Seleccion del disponente.

INTRODUCCION.

El proceso de seleccién del donador es vital en la cadena de seguridad transfusional que se
realiza en un banco de sangre, tiene como objetivo transformar al disponente en un donador que no
genere danos a la salud del receptor ni a la del propio donador, por esta razén, es necesario que se
revisen los criterios de aceptacion con periodicidad y evitar que los lineamiento de seleccién sean
tan estrictos que el porcentaje de rechazo se eleve a tal grado que ponga en peligro la seguridad y
las reservas de la sangre y sus fracciones. Asi mismo, estos criterios deben de ser evaluados a la luz del
comportamiento de los marcadores infecciosos, de las reacciones adversas y de los diferimientos
injustificados (D'Artote A, 2011).

Se denomina seleccion del donante al proceso que comprende el interrogatorio clinico,
examen fisico y prueba de laboratorio para determinar la citometria hemdatica, que decide si la
donacidon puede ser perjudicial para el donante o si la transfusion puede suponer un riesgo para el
receptor (Romero T, et al., 2010).

La seleccion del disponente o del donador se debe de hacer minuciosamente, ademds de
gue como ya se menciond, deben pasa por una serie de “filtros” no solo saber si su sangre es la ideal
sino también corroborar que la persona que pase a donar es la misma que se identifica, pues muchas
veces prestan credenciales para poder donar que son apdcrifas incluso existen ocasiones donde el
donante inicial se presenta identificado y después pasa a donar ofra persona, por eso es importante
siempre hacerle preguntas al posible donador que afimen que realmente es la misma persona,
muchos hospitales de tercer nivel, como el Hospital Infantil de México Federico Gdmez, cuando
descubren este tipo de irregularidades emiten una alerta en el hospital para que se den de baja esas
personas y no puedan presentarse a donar sangre en el hospital de nuevo.

La Norma Oficial Mexicana 253-SSAT1-2012, expone todos los requerimientos que una persona
debe tener para poder donar sangre. En la actualidad, algunas personas estdn orientadas a detectar
conductas sexuales de riesgo. La norma define otros datos que no pueden omitirse en el
interrogatorio, los cuales son numerosos; cuando es posible, el candidato a donador puede participar,
cumplimentando en el formato de historia clinica a todo lo correspondiente a antecedentes. El
médico debe inquirir en aquellos que por su trascendencia requieran confirmacion; otros, como la
pérdida de peso mayor al 10% en un lapso breve, o la presencia de sudoracion nocturna inexplicable,
son ejemplos del rigor del interrogatorio. El examen fisico ha de hacerse con especial cuidado para
detectar lesiones cutdneas y crecimientos ganglionares en mds de una region (Rodriguez H. 2014). En
la siguiente imagen, se observan los requisitos minimos que deben cumplir cualquier persona que
desee ir a donar sangre.
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\;\

¢Quieres donar #sangre ? -

v’ cumple los siguientes requisitos:

¢ o+18

6 4 hrs.

Presentar una
identificacion
oficial con
fotografia.

q;

Ayuno minimo
de 4 horas.

En general tener
buena salud.

Pesar minimo
50kg.

Ser mayor de
18 afos.

Xy deberds:

W No haber ingerido
No te';e;; tos, % Nohpad?:sr 0 ;;.Jber ;;agecido epilepsia, bebidas ajm?-,é,'jms
gripe, dolores | epatitis, sifilis, paludismo, cancer, en las ditimas 2ot y
de cabeza 0 ' * enfermedades severas del corazon o 48 horas. Para mﬁs lnforlmacmn
de estomago. N vivir con VIH o sida. y'
01(55) 5119-4620 al 28,
ext.1330y 1332
e No haber tenido No haber sido vacunado No haberse realizado tatuaje,
} mpgun t!pq de contra hEPﬂtitiS orabia perfomcmn 0 qcupunturﬂ en http:;’/cnts.sm‘ud.gob.mx
cirugia enlos ultimos endl (iltimo afio. el ltimo afo.
seis meses.
* (huima Fecha de actualizacibn: 14 de junio de 2015. SALU D
Disefit: Direcckin General de nfomnackinien Saud Fuente: CENTRO NACIONAL DE LA TRANSFUSION SANGUINEA —_—

SECRETARIA DF SALUD

Imagen 42. Requisitos para la donacién de sangre en México. Centro Nacional de la fransfusion
sanguinea de la secretaria de Salud, 2015.

OBJETIVO.

El alumno conocerd las variables involucradas que se emplean en la seleccion del donador de
forma segura, mediante la aplicacion de la NOM-253-SSA1-2012 y conforme a los lineamientos
establecidos en el banco de sangre, con la finalidad de garantizar que el producto de la donacidén
sea de calidad y no represente ningun riesgo para el paciente que necesite ese hemocomponente
para su fransfusion.
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CONTENIDO.
ACTO PREVIO A LA DONACION.

Se le debe de proporciona al donador toda la informacion en espanol, de forma clara y
completa para que no existan dudas. Cuando existan personas que no hablen espanal, se le
debe de dar la explicacién en su idioma y de ser posible debe haber un interpretador.

Antes de cada donacidn, el trabajador o trabajadora social, se encarga de dar una
explicacion en grupo de forma oral y escrita, material informativo y educativo sobre: 1) los
estilos de vida saludables que deben tener los donadores; 2) las prdcticas sexuales de riesgo
que excluyen de manera temporal o definitiva a los donadores; 3) la importancia de la
donaciéon altruista en pro de la sociedad, el pais, los receptores y para el mismo donante; 4)
todo el proceso por el cual pasa el donante, haciendo énfasis al volumen de sangre a extraer,
los métodos cldsicos y por aféresis, el nUmero de veces que puede donar en un ano, las posibles
reacciones adversas que pudiera llegar a experimentar el donante, y los cuidados que debe
tener después de la exiraccion sanguinea; 5) explicar que sus datos personales estan fratados
de manera confidencial; 6) las pruebas de serologia que se le realizan a su sangre (VHI, Hepatitis
By C, sifilis y Chagas); 7) en caso que exista algin tipo de patdgeno detectado en la sangre,
se le deberd de notificar al donante de forma personal en méximo 8 dias; 8) cuando los andilisis
sean normales, se le deben de entregar solo por escrito; 9) explicar sobre el consentimiento
informado.

Actividad: por equipos asignados por el profesor, explicar el procedimiento previo a la donacién,
mediante el uso de esquemas que logren enfatizar este proceso.

12.2  SELECCION DEL DONANTE.

Fundamento

En la NOM-253-SSA1-2012 explica a la letra: el objetivo del proceso de seleccion de los candidatos a
donar es determinar si la persona se encuentra en condiciones adecuadas para poder realizar la
donaciodn sin que existan riesgos para su salud ni para la del futuro receptor. El donante deberd cumplir
una serie de requisitos minimos establecidos para poder realizar una donacién, en caso de duda
prevalecerd el criterio medico el que en todo momento observard las disposiciones legales aplicables.

La seleccion del donante se deberd efectuar mediante los siguientes procesos:

IDENTIFICACION DEL DONANTE:

El personal del banco de sangre, deberd asegurarse de la identidad de cada donante, para
esto deberd comprobar su identidad con una credencial oficial con fotografia. Se deberdn
excluir a las personas que no se identifiquen o que no se parezcan en su fotografia de la
credencial oficial.

Actividad: una vez explicada la parte de identificacién del donante, se debe contestar la tabla
numero 25, presentada en el apartado de resultados de este manual.

B. EVALUACION CLINICA DEL DONANTE.

Los criterios de la seleccidon del donante llevan principalmente una historia clinica, en donde el
médico responsable debe hacer una entrevista al paciente para asegurar que la sangre sea
segura. Dependiendo de la entrevista clinica, el medico puede excluir al donante en fres
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Exclusion indefinida. Algunas casusas de exclusion son:

Personas que no estén en pleno
uso de sus facultades mentales

Personas que mantengan
prdcticas sexuvales de riesgo
como prostituciéon, o relaciones
sexuales con desconocidos o
tener varias parejas sexuales en
un lapso de un ano

Personas que no puedan esperar
12 horas minimo de reposo
después de la donacion.

Menores de 18 anos y mayores

de 65 anos Personas menores de 50 Kg

Personas que presenten malestar
general o un aspecto enfermo o

que muesiren intoxicacién por Lo que tengan cualquier
alcohol, estupefacientes, crecimiento anormal de un
narcéticos, mariguana, érgano

inhalantes

Los que tengan sus constantes
vitales alteradas (véase practica
9. Signos vitales)

Exclusidon permanente. Algunas casusas de exclusion son:

Personas que tengan infeccion
comprobada para VIH

Personas que tengan infeccion
comprobada para Tripanosoma
cruzi

Exclusién temporal. Algunas

Por doce meses para personas
que usen acupvuntura,
perforaciones de piel recientes,
tatuajes recientes, cateterismo,
trasplantes, reproduccion
asistida, personas que hayan
sido violadas, personas que
compartan juguetes sexuales,
personas que usen inhalantes,
haber estado mds de 72 horas en
instituciones mentales o penales.
Se deben de diferir por 7 dias a
personas que tomen
medicamentos
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Personas que tengan infeccion
comprobada para Hepatitis By C

Personas que hubieran padecido
hepatitis después de los 10 afos
de edad

Personas que tengan antecedentes o parezcan: neoplasias (a
menos que estén curados), infarto al miocardio, esclerosis, angina,
arritmias, neumopatias, bronquitis cronica, enfermedades graves del
sistema nervioso central, enfermedad cerebrovascular, epilepsia,
meningitis, enfermedades hepdticas, enfermedades renales,
diabetes mellitus insulinodependiente, coagulopatias, alcoholismo
cronico, consumo de drogas parenterales, personas que usen
esteroides y hormonas para aumentar masa muscular, trastornos
autoinmunes.

casusas de exclusion son:

Mujeres que estén en periodo
gestacional, y durante los seis

meses que siguen el parto, Personas que tengan alergiq,
cesdrea o embarazo terminado | erupcién cutdnea, asma o
por muerte gestacional. No se | reacciones alérgicas

excluyen a mujeres que estén en
periodo menstrual, a menos que
cursen sinfomas asociados.

generalizadas, se difieren hasta
que se resuelva su problema.

No ameritan diferimiento las
personas que hubieran recibido
vacunas contra la rabia,
encefalitis, virus A o B de la
hepatitis. Vacunas hechas con
bacterias muertas o con
polisacdridos capsulares, como
tifoidea y célera. Vacunas
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hechas con virus atenuados y
toxoides.

Actividad: una vez explicada la parte de la entrevista clinica, realizar una historia clinica o de
antecedentes, mediante un formato previamente establecido en la tabla 26, dentro del apartado de
resultados de este manual, para enfatizar como es que se realiza este proceso.

C. PRUEBAS DE LABORATORIO.

Las pruebas de laboratorio se dividen en dos partes: las previas a la donacién, en donde se realiza
una Citometria hemdtica y las que se realizan después de la donacion en donde se ratifica el grupo
sanguineo y también se realiza la deteccion de enfermedades infecto-contagiosas.

Las determinaciones analiticas de exclusion cuando se dona sangre total se observan en la
siguiente tabla:

Tabla 24. Determinaciones andaliticas previas a la donacién de sangre total.

Altitud de Criterios de exclusion o diferimiento
residencia Hombres Mujeres

sobre el nivel = Hemoglobina | Hematocrito | Hemoglobina | Hematocrito
del mar (m)

Entre 0 y 1500 Menor a 135 Menor a 40% Menor a 125 Menor a 38%

g/dL g/dL
1501 o mayor Menor a 145 Menor a 44% Menor a 135 Menor a 40%
g/dL g/dL

Las determinaciones analiticas se podrdn basar principalmente en el hematocrito vy
hemoglobina, aunque también dependiendo de la unida a recolectarse hay diferentes criterios de
exclusibn como se observa en las siguientes tablas, extraia de la NOM-253-SSA1-2012:

N o R Momento de
: Criterio de exclusion o diferimiento conforme y "
Unidad a recolectarse q ejecucion de la
al resultado de la prueba de laboratorio SR

Hemoglobina o hematocrito, mismos valores
que para donacion de sangre total (véase la
tabla 7 de esta Norma).

Antes de cada
extraccion

Concentrado de  eritracitos, | -
bolsa unica

Hemoglobina <140 g/L o hematocrito <42% en

Concentrado de  eritrocitos, . ) Antes de cada
donantes procedentes o residentes a altitudes .

bolsa doble . . ) axtraccion

a nivel del mar (véase nota al pie de tabla).

- Hemoglobina o hematocrito, mismos valores

Concentrado de  plaquetas que para donacion de sangre total (véase la| antes de cada
recoleccion sencilla o doble tabla 7 de esta Norma). extraccion

- Cuenta de plaguetas: <150 x 109/L

Imagen 43. Pruebas previas a la donacion de componentes sanguineos por aféresis. NOM-253-SSA1-
2012.
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Unidad a recolectarse

Criterio de exclusion o diferimiento conforme
al resultado de la prueba de laboratorio

Momento de
ejecucion de la
prueba

Plasma

- Hemoglobina o hematocrito, mismos valores
que para donacion de sangre total (véase la
tabla 7 de esta Norma).

Antes de cada
extraccion

- Proteinas séricas <60 g/l

- Tiempos de protrombina y de trombaplastina
parcial activada, prologados.

Antes de la primera
plasmaféresis

En plasmaféresis de repeticion, cualquiera de las
pruebas siguientes:

- Albumina sérica <35 g/L, o bien

- lgG<7.0g/llelgM<050glL

Cada wvez que el
volumen de plasma
extraido sume seis
litros en el lapso de
un afio o después de
cada décima
plasmaféresis, lo que
ocurra primero.

Granulocitos

- Hemoglobina o hematocrito, mismos valores
que para donacion de sangre total (véase
tabla 7 de esta Norma).

- Cuenta de granulocitos: ‘ <40x 1091

Antes de cada
extraccion

Imagen 44. Pruebas previas a la donacion de componentes sanguineos por aféresis,
continuacién, extraida de la NOM-253-SSA1-2012.

Actividad: Una vez revisado este tema, enfatice las pruebas de la citometria hemdtica,
respondiendo las preguntas que se ponen en el punto tres en el apartado de resultados de este

manual.

D. AUTOEXCLUSION POR EL DONANTE.
La autoexclusion del donante se hace siempre en cada donacion al posible donador, y se
debe de hacer conciencia en él para decir si su sangre es segura o no.

E. AUTOEXCLUSION POR TERCEROS.

Cuando haya personas que informen al banco de sangre que la persona a donar fiene estilos
de vida que ponen en riesgo adquirir alguna infeccion transmisible, se deben de dar de baja
esa unidad de sangre.

Tabla 25. Diseno de registro de los datos de identificacion. Tomada de: Rodriguez H. 2014.

Banco de sangre:
Donador:

Apellido
Fecha de nacimiento:
Domicilio:

Teléfono:

paterno

RESULTADOS

Apellido materno

A Bioquimico Diagndstico: Oliver Almardz Cruz Alejandro.

Nombre
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Familiar Alfruista Dirigido
Grupo sanguineo: ABO: Rh D: Fenotipos:

Indicadores geogrdficos

Originario de: Residencia actual (en 5 Residencia en el exiranjero:
anos):

Tabla 26. Eiemplo de historia clinica. Tomada de: Rodriguez H. 2014.
Se debe marcar una X en el caso de que la afirmacion sea correcta

|. Antecedentes de rechazo temporal

Infecciones de la Tratamiento
Infecciones de vias via dental/absceso Medicacion
respiratorias gastrointestinal dental reciente
( ) ¢ ) () ()
Cuales: Enfermedades Hospitalizacion Pérdida de peso
graves ( ) <10%
() ( )
Cirugia mayor () Donacion previa  Vacunas previas = Otras infecciones
cirugia menor () ( ) ( )

Il. Antecedentes de rechazo situacion/riesgo

Relaciones
Mdas de una pareja Ejercicio de la Violacion sexuales con
sexual prostitucion ( ) personas que
( ) ( ) ejercen la
prostitucion
()
Relaciones sexuales Contacto con Enfermedades de
con desconocidos enfermos con VIH | transmision sexual | Uso de drogas (
() () () )
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Infernamiento en Contacto con Serologia positiva
penales/hospitales enfermos con Acupuntura ( )
mentales Hepatitis ( )
() ( )
Enfermedad reciente Perforaciones Otras:
() diversas
()

lll. Antecedentes de enfermedades crénicas/agudas

Cardiopatias Crisis convulsivas o Neoplasias Hipertension/
( ) epilepsia ( ) hipotension
() ()
Tuberculosis: Ictericia Paludismo Leishmaniosis
() () ()
Toxoplasmosis Uso de hormonas Lepra Otras infecciones
( ) ¢ ) ¢ )

IV. Antecedentes gineco-obstetricos

Gestas Partos o abortos Cesdreas Lactancia

() ( ) () ()

Anotar los valores para cada uno de los rublos.

V. Exploracion fisica

Peso Kg Talla m Frecuencia Temperatura
( ) ( ) cardiaca ( )
( )
Observacion de la Observacion de | Observacion de = Observacion del
piel: las mucosas: la orofaringe : torax:
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Observacion del
abdomen:
Hepatomegalia Esplenomegalia Adenomegalia

( ) ( ) ( )

Esta parte es llenada por el médico fratante.

VI. Diagnostico
Apto ( ) Rechazado( ) Diferido ( ) Causa:
Nombre y firma del médico:

Hago constar que es mi voluntad donar sangre para empleo en transfusion y
cualquier otro fin medico; que he recibido el folleto de autoexclusion; que lo he
comprendido y que mis respuestas son veridicas

Acepto mi responsabilidad por las omisiones o informaciéon incorrecta que
hubiera proporcionado, asi como también que se me realicen los estudios para
deteccion de virus de la hepatitis By C y de la inmunodeficiencia humana y otros
estudios que fueran necesarios.

Nombre y firma del donador:

1) Conteste las siguientes preguntas, con base a la informacién proporcionada

l. Un presunto donante, hombre, llega a la ciudad de México, perteneciente a la costa del
estado de Guerrero, alrealizarse la citometria hemdatica, se obtiene un hematocrito de 40%
y una hemoglobina de 13.5 g/dL. Cudl seria su primera impresion, es candidato para
donacion de sangre completa o no. Explique.
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Il. Una presunta donante, muijer, llega a la ciudad de México, perteneciente del estado de
Querétaro, al realizarse la citometria hemdatica, se obtiene un hematocrito de 48%, una
hemoglobina de 15.5 g/dL y una cuenta plaguetaria de 130,000 plaguetas por dL. Cudl
seria su primera impresion, es candidato para aféresis plaquetaria o no. Explique.

Il Una presunta donante, mujer, originaria de la costa de Oaxaca, residente de la ciudad de
México desde ya 5 anos, al realizarse la citometria hematica, se obtiene un hematocrito de
40%, una hemoglobina de 13.5 g/dL y una cuenta plaquetaria de 158,000 plaguetas por dL.
Cudl seria su primera impresion, es candidato para aféresis plaquetaria, para sangre
completa o para ningun de los dos. Explique.
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Practica No. 13
Determinacion de enfermedades infecto-contagiosas en sangre del donante.

INTRODUCCION.

La infeccidon transmitida por transfusion (ITT) es producida por la transmision directa de un
agente infeccioso especifico o sus productos toxicos desde la unidad de sangre al hospedero
suscepftible. Puede ser enddgena, por portarla el donante; o exdgena, por contaminacion en el
procesamiento del producto sanguineo a transfundir. Estas enfermedades son causadas por
diferentes agentes bioldgicos y pueden cursar a lo largo de diversas etapas, desde la infeccion
inaparente a la enfermedad grave o muerte. Hay que tener en cuenta que los términos de infeccion
y enfermedad no son equivalentes. El primero se refiere a la entrada y el desarrollo o multiplicacion
de un agente infeccioso en el hospedero. El desarrollo de la enfermedad depende de diversos
factores que afectan a diferentes factores, como edad, sexo, inmunosupresion, entre otros (SGnchez
P, et al., 2012).

Estd bien establecido que la donacién de sangre para obtencién de componentes sanguineos
con menor riesgo proviene de donantes voluntarios no remunerados, pero esto sucede bdsicamente
en paises con alto indice de desarrollo humano. En nuestro pais mdas del 90% de la captacion de
sangre es familiar por reposicion, tipo de donacidén que implica mayor riesgo en la fransmision de
agentes infecciosos por transfusion (Benitez G, et al., 2017).

Tipicamente, el proceso de control seroldgico (pruebas para la deteccidén de anticuerpos o
antigenos) implica la determinaciéon de cada una de las pruebas requeridas en cada muestra del
donante. La mayoria de las técnicas de tamizaje son ensayos inmunoenzimdticos o de
quimioluminiscencia. Si las pruebas de tamizaje son no reactivas, el resultado de la prueba de
considera “no reactivo” (no hay evidencia de infeccién). Si una prueba es reactiva en la primera
determinacion (“inicialmente reactiva”), el inserto del equipo utilizado habitualmente indica que la
prueba se repita por duplicado (Aronson C, et al., 2012).

La NOM-253-SSA1-2012, detalla las principales infecciones que se pueden transmitir durante una
transfusion que son:

- HEPATITIS. Causada por el Virus de la Hepatitis B (HBV) y por el virus de la hepatitis C (HCV)
- INMUNODEFICIENCIAS. Causada por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV), tipo 1y 2.
- SIFILIS. Causada por la bacteria Treponema pallidum.

- ENFERMEDAD DE CHAGAS. Causada por el parasito Trypanosoma cruzi.

La NOM-253-SSA1-2012, también establece que para el banco de sangre autorice el uso
terapéutico de las unidades de sangre y componentes sanguineos, deberd contar con resultados
inequivocamente negativos en las pruebas de deteccidn de agentes transmisibles. En procedimiento
de laboratorio correctamente efectuados y que su control de calidad demuestra que los resultados
son confiables, el personal que realiza las pruebas, deberd estar intimamente relacionado con la
evaluacion y actualizaciéon de las enfermedades infecto-contagiosas que deban identificarse en los
donadores.
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Primer resultado de las pruebas de tamizaje, efeciuado con la muestra de suero del donante.

L o o
Dudoso
NEGATIVO REACTIVO 10% por de_]:ajo del valor de_ corte, de
conformidad a lo que estipule el
fabricante.

L L L
Utiizar Ia unidad y sus Dar destino final a la umdad;::;al;::gi ‘E;t gll}:dsﬂcompnnemes que de ella se
fracciocnes con fines Previo al destino final debers t i i .t de | idad i |

transfusionales. revio al destino final, se debera tomar una alicuota de la unidad para repetir la

prueba de tamizaje.
e
Con la misma técnica, repetir la prueba de tamizaje por duplicado, empleando la

alicuota de la muestra original que resultd reactiva v una alicuota tomada de la
unidad implicada.

e <+ e
Dudoso o reactivo en
al menos una de las
NEGATIVO en ambas REACTIVO en ambas muestras proceder
muestras muestras conforme a lo sefialado
en el apartado 9.4.6 de
esta Norma)
s b s
- Solicitar una segunda muestra al donante vy repetir
Conilg;r:;e! ;etisvll.;:tado la prueba de tamizaje con la misma técnica
€g empleada originalmente.
b s
REACTIVO | | NEGATIVO
b b
Hacer prueha confirmatoria, o en su caso, Considerarlo como
suplementaria. negativo
et £
INDETERMINADO | | POSITIVO
J <+

Motificar al donante de conformidad a lo sefialado en
el capitulo 5 de esta Norma v Reportar el caso a la
Secretaria

Imagen 45. Diagrama de flujo de acuerdo con los resultados de las pruebas de deteccion de
agentes infecciosos transmisibles por transfusion. NOM-253-SSA1-2012.

OBIJETIVO.

El alumno conocerd las técnicas analiticas para la determinacion de enfermedades que

pueden ser transmitidas por transfusion, mediante la explicacion del fundamento tedrico de cada
una de las técnicas.

ACTIVIDAD PREVIA.
Investigue en cualquier libro de Biologia de la biblioteca de tu escuela las siguientes preguntas:

2Qué es un viruse, sQué es una bacteria? y sQué es un parasito?
2Qué es el periodo venta de un virus?

2Qué es el periodo de incubaciéon?
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MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.

MATERIAL. EQUIPO.
Placas de vidrio para VDRL. Centrifuga clinica.
Pipetas Pasteur.
petas Fasteur. . REACTIVOS.
Material necesario para realizar la
venopuncion por sistema al vacio. Reactivo para prueba de VDRL.
Tubos al vacio de tapdn rojo. Agua destilada.

13.1 DETECCION DE TREPONEMA PALLIDUM.

La sifilis es una infeccion sistémica transmisible causada por la bacteria, Treponema pallidum,
una espiroqueta muy movil. T. pallidum, al igual que la mayoria de las treponemas, no puede
cultivarse in vitro.

En la siguiente tabla se poden de manifiesto las pruebas que se realizan tanto para la prueba
de tamizaje como para la confirmatoria.

Tabla 27. Pruebas seroldgicas para la deteccion de sifilis

Prueba de tamizaje Confirmatoria
Deteccién de Aglutinacion de
anticuerpos especificos particulas Pruebas treponémicas con especificidad del
con especificidad de 99%
98.5%
- Inmunocromatografia - VDRL -Hemaglutinacién
- Ensayo enzimdtico - RPR -Inmunofluorescencia

-Anticuerpos fluorescentes anti-treponema

13.1.1 PRUEBA CUALITATIVA EN SUERO PARA DETECCION DE SIFILIS O VDRL
Fundamento:

Las reagininas, aparecen desde el comienzo de la infeccidn en el suero del individuo infectado
por T. pallidum. Estas reagininas se detectan en el suero por la reaccién con un antigeno cardiolipinico
purificado y estabilizado. Si la muestra contiene reaginina, ésta se unird al antigeno produciendo una
floculacion (aglutinacién) visible en microscopio (Wiener Lab).

Técnica:

|.  Obtener una muestra de sangre coagulada por el método de sistema al vacio.
ll.  Dejar que la muestra coagule completamente a temperatura ambiente durante 15 minutos.
No usar bano maria.
lll.  Pasar el suero a un tubo de ensaye de 12x75 mm.
IV.  Conla ayuda de una pipeta Pasteur, colocar una gota de suero en una placa de vidrio.
V. Enseguida anadiruna gota del reactivo sobre la gota del suero, cuidando de no tocar la punta
del goterén con el suero del paciente.
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VI.  Mezclar con un aplicador para homogeneizar.
VII.  Agitar la placa con movimientos ondulatorios, durante 4 minutos la placa.
VIll.  Leerla placa al microscopio, para saber si hay presencia o no de aglutinacion.
IX. Siempre que se efectle esta prueba debe de ir con sus respectivos controles positivos y
negativos.
X. Agregar 1 gota del control positivo y control negativo, en otro lugar dentro de la misma placa
de vidrio.

Xl.  Adicionar una gota del reactivo sobre la gota de cada control anterior.
Xll.  Mover la tarjeta por 4 minutos.
Xlll.  Leerla placa al microscopio.
XIV.  Eluso de los controles es para asegurarse que los reactivos estén en correcto funcionamiento.
XV.  Sihay presencia de aglutinaciéon, la muestra se declara como reactiva. Si no hay aglutinacion,
la muestra es no reactiva.

Actividad: una vez terminada esta parte experimental. Anote los resultados en la tabla 33, del
apartado de resultados de esta prdctica.

13.2 DETECCION DE HEPATISIS VIRALES.

La hepatitis viral es una enfermedad infecciosa del higado causada por distintos virus y
caracterizada por necrosis hepatocelular e inflamacion. El cuadro clinico vy las lesiones histoldgicas
producidas por los distintos agentes virales son practicamente idénticos, pero existen diferencias en
el mecanismo de tfransmision, el periodo de incubacién y la evoluciony, sobre todo, en los marcadores
seroldgicos que permiten reconocer el agente responsable. Tradicionalmente la hepatitis viral se
divididé en dos tipos: la hepatitis A o “infecciosa” causada por el virus de la hepatitis A (HAV) y la
hepatitis sérica causada por el virus de la hepatitis B (HBV). En el transcurso de estos Ultimos 30 anos se
han identificado nuevos virus causantes de hepatitis en forma primaria: el virus de la hepatitis delta
(HDV), el virus de la hepatitis C responsable de la hepatitis no A no B cldsica transmitida por via
parental (HCV), hepatitis no A no B epidémica que se fransmite por via entérica denominado virus de
la hepatitis E (HEV) (Cordeiro N, et al., https://bit.ly/2Jn9Hné). En las siguientes tablas se poden de
manifiesto las pruebas que se realizan tanto para la prueba de tamizaje como para la confirmatoria
para el Virus de la Hepatitis By C.

Tabla 28. Pruebas seroldgicas para la deteccion del virus de la hepatitis B

Prueba de tamizaje Confirmatoria
Deteccion del antigeno de superficie del virus
con especificidad de 299% y sensibilidad Mediante deteccion de anticuerpos con
299.5% especificidad 299.5%

- Inmunoensayo por quimioluminiscencia
- Ensayo inmunoenzimdatico
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Tabla 29. Pruebas seroldgicas para la deteccion del virus de la hepatitis C

Prueba de tamizaje Confirmatoria
Deteccion de anticuerpos contra el virus o
deteccién simultanea de antigenos virales y
anticuerpos contra el virus, con especificidad Mediante inmunoblot
de 299% y sensibilidad 299.5%
- Inmunoensayo por quimioluminiscencia
- Ensayo inmunoenzimdatico

13.3  DETECCION DEL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA (HIV) TIPO 1Y 2.

La infeccidn causada por el virus de la inmunodeficiencia humana (HIV) es una enfermedad
provocada por el virus que progresivamente destruye los linfocitos. Existen varios tipos de virus del sida,
los mds frecuentes son el HIV-l y HIV-II. El fipo 1 es el responsable de la epidemia en occidente, mientras
que el tipo 2 es tipico del continente africano. (Borobia C, 2007). EI HIV-I es el mds virulento e infeccioso
que el tipo HIV-Il y es el causante de la mayoria de las infecciones en el mundo. El tipo 2 es menos
contagioso.

El HIV puede transmitirse por las relaciones sexuales vaginales, anales u orales con una persona
infectada (acto sexual sin proteccion); a través de la sangre y los hemoderivados en individuos que
comparten agujas y jeringas contaminadas para inyectarse drogas y en quienes reciben fransfusiones
de sangre o derivados igualmente contaminados; existe un riesgo laboral pequeno entre los
profesiones sanitarios, el personal de laboratorio y posiblemente otras personas que manipulan
muestras sanguineas o fluidos de personas con HIV, estudios realizados indican que el riesgo de
transmisidon después de una puncién cutdnea con una aguja o instrumento cortante contaminados
con la sangre de la una persona con HIV es de aproximadamente 0.3% Asi mismo, puede transmitirse
de la madre al hijo durante el embarazo, el parto y la lactancia. Actualmente en paises desarrollados
la transmisién vertical del virus de la inmunodeficiencia adquirida es totalmente controlada, siempre
que la madre sepa que es portadora del virus (Direccion General de Epidemiologia, 2012). En la
siguiente imagen se observa la estructura de este virus.

—— Acido ribonucleico

glicoproteina. gp120

_4l

Imagen 46. Estructura del Virus de la Inmunodeficiencia. Extraida de: https://bit.ly/2HUQShx.
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Tabla 30. Pruebas seroldgicas para la deteccion del VIH.

Prueba de tamizaje Confirmatoria

Mediante pruebas de marcadores de infeccion Mediante deteccion de anticuerpos contra el

del virus que tengan una especificidad de HIV tipos 1y 2
299% y sensibilidad 299.5%
- Inmunoensayo por quimioluminiscencia - Inmunotransferencia (Western Blot)
- Ensayo inmunoenzimdatico - Inmunofluorescencia
- Ensayo inmunoenzimatico combinado para la - Inmunoensayo recombinante

deteccidon de antigenos y anticuerpos virales

13.4 DETECCION DE TRYPANOSOMA CRUZI

La tripanosomiasis americana (enfermedad de Chagas) es una zoonosis parasitaria causada
por Trypanosoma cruzi. El reservorio natural lo constituyen los armadillos, marsupiales, roedores,
murciélagos y primates silvestres, ademds de ciertos animales domésticos como perros, gatos, incluso
ratas y los cobayos. La enfermedad tiene mayor prevalencia en las regiones rurales mads pobres de
América Latina. La infeccién es transmitida al homibre al hombre por los triatdmicos hematdfagos, por
la transfusion de sangre contaminada o verticalmente de la madre infectada al feto. La importancia
de la parasitosis radica en su elevada prevalencia, incurabilidad, grandes pérdidas econdmicas por
incapacidad laboral, y muerte repentina de personas aparentemente sanas (Carrada T, 2004).

Imagen 47. Trypanosoma cruzi. Extraida de: https://bit.ly/2r17xC3

En la siguiente imagen se poden de manifiesto las pruebas que se realizan tanto para la prueba
de tamizaje como para la confirmatoria.
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Tabla 31. Pruebas seroldgicas para la deteccidon de Trypanosoma cruzi.

Prueba de tamizaje Suplementaria
Mediante deteccion de anticuerpos contra T.
cruzi que tengan una especificidad y Se deberd emplear una prueba de deteccion
sensibilidad 295% de anticuerpos contra el T. cruzi, que tengan un
- Aglutinacion directa formato distinto a la prueba empleada para el
- Ensayo inmunoenzimdatico tamizaje y que haga una especificad superior.
- Tira reactiva También se puede realizar por PCR.

13.5 DETECCION DE BRUCELLA.

Brucella spp. es un bacilo gramnegativo, que carece de factores de virulencia cldsicos que se
han reportado en ofros gramnegativos, tales como: toxinas, flagelos, etc. A pesar de esto, es una
bacteria asombrosamente virulenta. Debido a su capacidad de formar faciimente aerosoles, se
encuentra en la lista de bacterias, que pueden ser utilizadas como bioterrorismo, y debido a ello, en
algunos paises estd restringido trabajar con Brucella (Guzmdn R, et al., 2016).

Imagen 48. Brucella. Extraida de: https://bit.ly/2HTPmIZ

En la siguiente tabla se poden de manifiesto las pruebas que se realizan tanto para la prueba
de tamizaje como para la confirmatoria.

Tabla 32. Pruebas serolégicas para la deteccion del VIH.

Prueba de tamizaje Suplementaria
Se debera realizar mediante pruebas de Se redlizard a fravés de metodologias como
aglutinacion en placa con antigeno teiido con titulacion de anticuerpos mediante aglutinacion
rosa de bengala o ensayo inmunoenzimatico en presencia de 2-mercaptoetanol.
para la deteccion de anticuerpos totales o de
tipo IgM.
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13.5.1 PRUEBA CUALITATIVA PARA LA DETECCION DE BRUCELLA O ROSA DE BENGALA
Fundamento:

También llamada prueba del antigeno tamponado es una técnica rdpida de aglutinacién en
porta para la deteccidn de anticuerpos anti-bricela en sueros de animales y humanos. La suspension
bacteriana es reactiva tanto con anticuerpos IgG como IgM, siendo los primeros detectados mas
precozmente (infecciones subclinicas) y por un periodo mds largo de tiempo (fase crénica) que con
el procedimiento convencional de tubo (LINEAR CHEMICALS).

Técnica:

|.  Obtener una muestra de sangre coagulada por el método de sistema al vacio.
ll.  Dejar que la muestra coagule completamente a temperatura ambiente durante 15 minutos.
No usar bano maria.
. Pasar el suero a un tfubo de ensaye de 12x75 mm.
IV.  Conla ayuda de una pipeta Pasteur, colocar una gota de suero en una placa de vidrio.
V. Enseguida anadir una gota del reactivo sobre la gota del suero, cuidando de no tocar la punta
del goterdn con el suero del paciente.
VI.  Mezclar con un aplicador para homogeneizar.

VII.  Agitar durante 4 minutos la placa.
VIll.  Leerla placa al microscopio, para saber si hay presencia o no de aglutinacion.
IX. Siempre que se efectle esta prueba debe de ir con sus respectivos controles positivos y
negativos.
X. Agregar 1 gota del control positivo y control negativo, en otro lugar dentro de la misma placa
de vidrio.

Xl.  Adicionar una gota del reactivo sobre la gota de cada control anterior.
Xll.  Mover la tarjeta por 4 minutos.
Xlll.  Leerla placa al microscopio.
XIV.  Eluso de los controles es para asegurarse que los reactivos estén en correcto funcionamiento.

Actividad: Una vez terminada esta parte experimental. Anote los resultados en la tabla 34, del
apartado de resultados de esta prdctica.

13.6 FUNDAMENTO DE LAS METODOLOGIA EMPLEADAS EN SEROLOGIA.
A) INMUNOCROMATOGRAFIA.

La inmunocromatografia se basa en la migracién de una muestra a través de una membrana
de nitrocelulosa. La muestra es anadida en la zona del conjugado, el cual estd formado por un
anticuerpo especifico contra uno de los epitopes del antigeno a detectary unreactivo de deteccion.
Si la muestra contiene el antigeno problema, éste se unird al conjugado formando un complejo
inmune y migrard a través de la membrana de nitrocelulosa. De lo contrario, migraran el conjugado
y la muestra sin unirse. La zona de captura estd formada por un segundo anticuerpo especifico contra
otro epitope del antigeno. Al llegar la muestra a esta zona, los complejos formados por la unién del
antigeno y conjugado quedaran retenido y la linea se coloreard (muestras positivas). En el caso
contrario las muestras son negativas. La zona control estd formada por un tercer anticuerpo que
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reconoce al reactivo de deteccién. Cuando el resto de la muestra alcanza esta zona, el anticuerpo
se unird al conjugado libre que no ha quedado retenido en la zona de captura. Esta linea es un control
de que el ensayo ha funcionado bien, porque se colorea siempre, con muestras positivas y negativas
(Morales A, Gaitan I. 2011).

En la siguiente imagen se puede observar el fundamento de una inmunocromatografia,
especificamente de una prueba de embarazo, la hormona Gonadotropina coridbnica humana a
cuantificar se emplea como un antigeno, que serd detectada por los anticuerpos especificos en la
membrana de nitrocelulosa:

zonade zonade zonade

reaccién test control
hCG ﬁ@ \ J /
\\

$°¥$ . ¥ Q‘r.f..

\ \ o W°

anticuerpo colorante \ anticuerpo
policlonal  {sustrato de secundario

inmovilizado a ) i ilizado

| del colorante
anticuerpo
monoclonal

movimiento por capilaridad

Imagen 49. Inmunocromatografia. Extraida de: https://bit.ly/2HUvGfA
A) ELISA

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) se basa en el uso de anfigenos o anticuerpos
marcados con una enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto
inmunolégica como enzimdatica. Al estar uno de los componentes (antigeno o anticuerpo) marcado
con una enzima e insolubilizado sobre un soporte (inmunoadsorbente), la reaccidén Ag-Ac quedara
inmovilizada. La enzma es capaz de modificar a un sustrato especifico en presencia de un
cromdgeno, produciendo un color observable a simple vista o cuantificable mediante el uso de un
espectrofotbmetro (Rubio F, et al., 2016).

Dependiendo de como se utilicen los reactivos, si se utilizan como anficuerpos o antigenos,
podemos tener diferentes tipos de ELISA. Cuando se utilizan anticuerpos marcados podemos tener:

-ELISA directa
-ELISA indirecta
-ELISA sdndwich

Cuando se utilizan antigenos marcados podemos tener:

-ELISA competitivo
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Imagen 50. Tipos de ELISA. (Rubio F, et al., 2016).

Existen diversos sistemas de ELISA para detectar antigenos o anticuerpos, pero todos los
profocolos fienen en comun el recubrimiento de una fase solida (placa de ELISA, poliestireno) con el
antigeno o anticuerpo los cuales son incubados con reactantes secundarios o terciaros acoplados
covalentemente con una enzima, los conjugados No unidos son removidos por lavados y luego se
agrega un sustrato cromdgeno o fluorogénico, y el color o la fluorescencia producida se detecta
visualmente o con la ayuda de un lector de placas de ELISA. La ELISA directa es el ensayo mds usado
para cuando un anticuerpo especifico y pequenas cantidades de antigeno (miligramos) purificado
estdan disponibles. ELISA indirecta es la prueba mas usada para vigilar anfisueros o sobrenadantes que
contiene anticuerpos especificos cuando las cantidades del antigeno purificado estdn en gran
proporcion. Tanto ELISA directa como la indirecta la porcion que recubre la placa de ELISA es el
antigeno. Por otro lado, la ELISA sandwich son de 3 a 5 veces mds sensibles que la ELISA directa e
indirecta en la deteccién del antigeno. En este tipo de ELISA, los anticuerpos especificos para el
antigeno son los que recubren la placa de poliestireno. La ELISA fipo sdndwich puede desarrollarse de
forma simple en donde un anticuerpo conjugado reconoce al antigeno también reconocido por el
anticuerpo que recubre la placa; o puede desarrollarse como doble sédndwich en donde el
anticuerpo que recubre la placa se une al antigeno, el cual es reconocido por ofro anticuerpo que
a su vez es reconocido por ofro anticuerpo conjugado con la enzima (Arce A, et al., 2007).

A) INMUNODIFUSION RADIAL

Esta técnica permite cuantificar de manera sencilla y economia inmunoglobulinas de isotipo
G, My A o antigenos solubles (C3, C4, transferrina, etc.) presentes en muestras bioldgicas. La técnica
se basa en la difusidon de la muestra conteniendo el antigeno a medir (inmunoglobulinas o antigenos
solubles) en una matriz semisdlida de agar en la que se encuentra disuelto en Ac especifico. La
muestra bioldgica se intfroduce en los orificios cilindricos excavados en el agar y a medida que el
antigeno difunde en forma radial, se alcanza la relacidon Ag-Ac que permite la formacion de
precipitados visibles. Una vez finalizada la difusién se mide el radio (R) de los precipitados que es
proporcional a la concentracion de antigeno (C). La concentracion de proteina en la muestra
bioldégica (Cx) se calcula realizando una curva de calibraciéon utilizando muestras patrones de
concentracion conocida (Universidad de Buenos Aires, 2010).
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Imagen 51. Inmunodifusion radial. (Universidad de Buenos Aires, 2010).
A) INMUNOELECTROFORESIS.

La inmunoelectroforesis, es la combinacion de una electroforesis con una Inmunodifusion en el
gel. Consta de dos etapas, la primera se denomina electroforética en donde se separan los antigenos
de una mezcla y la segunda, llamada Inmunodifusién en donde precipitan dichos antigenos con sus
respectivos anticuerpos, formando bandas en forma de arco. En la siguiente imagen se explica este
procedimiento. En el apartado “a” la muestra (m) se separa electroforéticamente en un gel de
agarosa. Los componentes separados se representan por las dreas punteadas. Una vez finalizada la
corrida, en “b", se abre un canal a lo largo de la placa para colocar el antfisuero deseado. En “c”,
después de 24 horas de difusion, se evidencian los distintos sistemas antigeno-anticuerpo que
precipitaron, formando arcos (Lomonte B, 2007).

Imagen 52. Inmunoelectroforesis. (Lomonte B, 2007).
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B) TECNICAS DE AGLUTINACION.

Las técnicas de aglutinacion, al igual que otras técnicas inmunoldgicas son Utiles para la deteccion
de antigenos o de anticuerpos. Se fundamentan en inducir una agrupacion macroscopicamente
visible de particulas, causada por interacciones antigeno-anticuerpo, que forman puentes entre ellas.
Usualmente, el antigeno se encuentra sobre las particulas y los anticuerpos forman puentes. Pero
también pueden utilizarse disenos diferentes, en donde los anficuerpos se encuentran unidos a la
superficie de particulas, y el antigeno forma los puentes. En una aglutinacion, los anticuerpos pueden
estar dirigidos contra componentes propios de las particulas, por ejemplo, de eritrocitos, bacterias,
ofras células, etc. Y en este caso clasificamos a la técnica como aglutinacion directa o activa. Un
ejemplo de aglutinacién activa es la fipificacion de los grupos sanguineos. Alternativamente, los
anticuerpos pueden estar dirigidos contra un antigeno que se ha unido artificialmente a una particula,
la cual actua como un medio de soporte pasivo, en cuyo caso clasificamos a la técnica como
aglutinacion indirecta o pasiva. Como medios de soporte se puede utilizar eritrocitos fijados con
formaldehido o glutaraldehido, o materiales sintéticos como Iatex (una suspensidon de microesferas de
poliestireno). Para la deteccion de antficuerpos en una muestra, utilizamos particulas que poseen en
su superficie el antigeno correspondiente. Su aglutinaciéon pondrd en evidencia a los anticuerpos. En
forma inversa, podemos recubrir particulas con antficuerpos, para utilizarlas en la deteccion de un
antigeno dado. Este tipo de técnica se clasifica como una aglutinacién pasiva reversa (Lomonte B,
2007). La siguiente imagen es la representacion esquemdtica de las técnicas de aglutinacion. El
apartado A es la aglutinacion activa, para la deteccidon de anticuerpos; el apartado B es la
aglutinacion pasiva, para la deteccion de anticuerpos; y el aparfado C es la aglutinacion pasiva
reversa, para la deteccion de antigeno.

Imagen 53. Técnicas de aglutinacion. (Lomonte B, 2007).
A) REACCIONES DE PRECIPITACION.

Al mezclar cantidades suficiencias de antigeno soluble con anticuerpos especificos, la
inferaccion antigeno-anticuerpo puede dar lugar a una red capaz de ser visualizada como un
precipitado. Esa red de la que hablamos, no es ofra cosa que grandes complejos inmunes (Cl)
formados por la interacciéon Ag-Ac. Tal como se observa en la figura, cuando se agregan
concentraciones crecientes de Ag soluble a una cantidad fija de suero conteniendo anticuerpos
especificos, a medida que la cantidad de antigeno agregado aumenta, la cantidad de precipitado
se incrementa hasta alcanzar un mdaximo, luego del cual declina (Universidad de Buenos Aires, 2010).
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Imagen 54. Inmunoprecipitacion. (Universidad de Buenos Aires, 2010).

A) TECNICAS DE INMUNOMARCACION.

Este tipo de técnicas utilizan anticuerpos conjugados que detectan la presencia de antigenos
ya sea en tejidos o en células. Cuando la inmunomarcacion se hace en tejidos se denomina
inmunohistoquimica y cuando se realiza sobre células se denomina inmunocitoquimica.

La inmunomarcacion DIRECTA es la forma mds simple de localizar un antigeno y consiste en

INMUNOMARCACION DIRECTA

AL marcadpr—

Y ——

poracbeios

INMUNOMARCACION INDIRECTA
Ag seeundario marca
%A’/ Ap primarbik%
n‘(L ~ A L

portaobjetos

utilizar un anticuerpo “marcado” especifico para
dio antigeno (anticuerpo primario). Para realizar
esta técnica, se incuba la muestra con el
anticuerpo primario  “marcado” durante un
determinado tiempo, a la temperatura indicada,
luego del cual se retira el exceso de anticuerpo
mediante un lavado y se procede a la deteccidn
de la marca. La inmunomarcacion INDIRECTA
utiliza un anticuerpo primario sin marcar que se
reconoce al antigeno de interés y luego, para
evidenciar la presencia del antigeno, emplea un
segundo anficuerpo marcado (anticuerpo
secundario) capaz de reconocer el anticuerpo
primario. Por ejemplo, si el anticuerpo primario es
la IgG de un ratdn, al anticuerpo secundario
podrd ser un anti-IgG de ratén hecho en conejo
(Universidad de Buenos Aires, 2010). En la
siguiente imagen, se observa la
inmunomarcacion directa e indirecta.

Imagen 55. Tipos de inmunomarcacion. (Universidad de Buenos Aires, 2010).
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Dentro de las técnicas de inmunomarcacion, la mds importante es la INMUNOFLUORESCENCIA.
Las técnicas de Inmunofluorescencia se clasifican como directas e indirectas. En las primeras, Ia sonda
marcada con el fluorocromo (usualmente anticuerpos policlonales o un anticuerpo monoclonal)
interactUa directamente con el antigeno presente en la muestra, poniéndolo en evidencia. Por ofro
lado, las técnicas indirectas son aquellas en las que la sonda marcada sirve para detectar a los
antficuerpos que, a su vez, se han unido al antigeno. Este tipo de técnicas es muy Util para la busqueda
de anticuerpos séricos, por ejemplo, contra antigenos tisulares en enfermedades autoinmunes, contra
un determinado agente infeccioso. En la siguiente imagen, la técnica directa (izquierda) recibe su
nombre porque el conjugado fluorescente (F) se une directamente al antigeno de interés en la
muestra (M), evidencidndolo. En la técnica indirecta (derecha), el conjugado fluorescente detecta
a los anticuerpos que se han unido al antigeno. En esta variante por lo general se logra una mayor
sensibilidad fisica que en las técnicas directas, porque comUnmente varias moléculas del conjugado
fluorescente se unen a los antficuerpos primarios, multiplicanda si la intensidad de la senal (Lomonte B,
2007).

Imagen 56. Tipos de Inmunofluorescencia. (Lomonte B, 2007).

RESULTADOS.

Nombre del paciente:
Edad: Sexo: Fecha:

Tabla 33. Resultados de la prueba cualitativa para la deteccion de Treponema pallidum o VDRL.
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Tabla 34. Resultados de la prueba cudlitativa para la deteccidon de Brucella o Rosa de Bengala.
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MANEJO DE RESIDUOS.

Punzocortantes.

Desechar en contenedor rigido rojo.

Tubos de vidrio con muestras biologicas (codgulos, plasma o suero).

Se desechan en palanganas con hipoclorito de sodio al 1%

Tubos al vacio.

Desechar en bolsa roja
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Practica No. 14
Elaboracion de formatos de autoexclusion.

INTRODUCCION.

La idea de brindar a la persona una oportunidad de autoexcluirse como donante tiene como
base el hecho de que el individuo puede llegar a ocultar informacion valiosa o mentir sobre algunos
aspectos relacionados con la encuesta de seleccion. Los motivos que tendria el posible donante para
mentir u ocultar informacién son variados y entre ellos se cuenta la verglenza de aceptar ante la ofra
persona su estilo de vida, o la presidn que ejerce sobre el donante el hecho mismo de donar, ya que
la sangre se necesita para un familiar, un amigo o para cumplir con requisitos de la institucion
hospitalaria (Duenas V, 2003).

Normalmente, este formato se le entrega al donante al momento del registro de sus datos o
cuando pasa a la entrevista médica, La elaboracién de los formatos de autoexclusidon debe de
hacerse con base a lo descrito en la NOM-253-SSA1-2012. La cual indica los puntos minimos que debe
llevar. Es muy importante este tipo de formato, y debe de ser muy entendible para el posible donador,
pues es el Ultimo recurso que tiene el Banco de sangre para crear conciencia en el donante sobre sus
posibles estilos de vida, que pudieran ser perjudiciales en el proceso de donacién.

El personal capacitado debe alentarlos para que se autoexcluyan en forma confidencial y
voluntaria. Esta autoexclusion puede ser: 1) antes de la seleccion médica, condicionado por el
material educativo que contiene la platica informativa o los folletos impresos; 2) durante la entrevista
médica, cuando el sujeto inquiera con el médico las dudas surgidas con la informacién, con motivo
de la identificacion por el médico de las practicas o condiciones de riesgo a las que el candidato
hubiese estado expuesto y que de esta manera lo excluya y 3) que el donador con antecedentes o
prdcticas de riesgo para adquirir los virus de inmunodeficiencia humana o de la hepatitis, ya que
hubiese proporcionado su sangre o componentes, tenga la facilidad, mediante el taldn de
autoexclusion, notificar confidencialmente que no considera apta su sangre o componentes para uso
transfusional y consecuentemente se les de destino final inmediatamente después de su recoleccidén
(Lopez A, 2007).

La NOM-253-SSA1-2012, explica que la elaboraciéon de este formato permite que la confidencialidad
esté garantizada. Si el formato de autoexclusion contiene alguno de los puntos siguientes, se le debe
de dar un destino final:

a) El donante hubiera contestado que no considera adecuadas las unidades proporcionadas
para uso terapéutico;

b) En surespuesta hubiese ambigUedad;

c) No lo hubiese contestado o entregado, o

d) En caso de extravié del impreso.

El formato de autoexclusion deberd de reunir los requisitos y contenido que en la siguiente imagen
se describen:
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Requisitos del material informativo y educativo
que se debe proporcionar al donante

Contenido del formato o impreso de respuesta
de la autoexclusidon del donante

La informacion se otorgara por escrito, expresada
de manera clara y entendible. Es recomendable
gue la informacion se presente de manera
audiovisual o, en su defecto, con el uso de
rotafolio;

Tendera a motivar y sensibilizar al donante para
que la informacion que le es requerida la otorgue
con precision veracidad, y

a) ElI formato o impreso se identificara
exclusivamente con el ndmero exclusivo
asignado a la wunidad de sangre o
componente sanguineo extraido;

Ofrecera dos opciones de respuesta para
que el donante sefiale en una de ellas, con
una “X"; si considera apta © no su sangre o
componentes sanguineos para uso

El material informativo v educativo debera incluir: terapeutico, y

Tendra la informacién necesaria, conforme al
meacanismo adoptado por el establecimiento,
para asegurar que el donante lo responda vy
o haga llegar al personal asignado del banco
de sangre o puesto de sangrado.

El objetivo de la autoexclusidn e informacidn de la
existencia de periodos de ventana de
enfermedades infecciosas transmisibles por
transfusion, durante los cuales debe evitarse la
donacion;

Informacién que o habilite a identificar las
practicas sexuales y cualguier otro evenio de
riesgo que pudiese haberse expuesto para
adquirir  una infeccion  transmisible por
transfusion, e

Informacion sobre la manera de proceder con el
impreso donde manifestara si considera apta o no
s5uU sangre o componentes sanguineos para uso
terapéutico.

Imagen 57. Documentos aplicables para el procedimiento de autoexclusion confidencial. NOM-253-
SSA1-2012.

OBIJETIVO.

El alumno elaborard un formato de autoexclusidon, mediante el empleo de los puntos
contenidos en la NOM-253-SSA1-2012 para entender el proceso completo de donacién que ocurre
en el banco de sangre.

CONTENIDO.

Actividad: realizar por equipos un formato de autoexclusion, en forma de un triptico conimdgenes
referentes al tema; apoydndose en los puntos minimos contenidos en la parte introductoria. Ademds,
puede basarse en los siguientes planteamientos.

1) Crear un objetivo donde se exponga la finalidad de la autoexclusidon
2) Crear una frase en donde se pueda crear conciencia y se logre sensibilizar al posible donador
de contestar sus respuestas de forma veridica.
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3) Explicar cudles son las posibles practicas de riesgo a las que el donante se puede exponery en
las cuales puede adquirir una infeccion, sin saberlo y que puede ser transmitida por transfusion.

4) Debe escribir una frase donde el posible donador afime que su sangre en segura para
transfundir a una persona enferma.

RESULTADOS.

Pegue aqui su formato de autoexclusion.

BIBLIOGRAFIA

e Duenas V. (2003). El bando de sangre. Cali, Colombia: Universidad del Valle.

e Lopez A. (2007). Fundamentos de banco de sangre y medicina transfusional. México:
Agrupacion Mexicana para el Estudio de la Hematologia, A.C.

e  NOM-253-SSA1-2012. Para la disposicidn de sangre y sus componentes con fines terapéuticos.
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Practica No. 15
Pruebas cruzadas.

INTRODUCCION.

Como ya se menciond en prdcticas anteriores, el proceso de donacién es muy complejo, e
implica desde la recepcion hasta que se confirma que los productos sanguineos son seguros para
poder ser fransfundidos a un paciente que los necesite. En el banco de sangre, cuando se recibe una
solicitud de transfusion, se deben de realizar las pruebas pretransfusionales.

Las pruebas pretransfusionales de un receptor consisten en “fipificar” la sangre del paciente y
hacer pruebas cruzadas para los principales grupos sanguineos, entre el donante y el receptor. Con
la finalidad de elegir el componente sanguineo de menor riesgo para el receptor. Ademdads, se debe
hacer un rastreo de anticuerpos irregulares, tanto en el paciente como en el donante. La tipificaciéon
determinar el fenotipo ABO y Rh de los eritrocitos del receptor, por el uso de antisuero dirigido contra
antigenos A, B y D. Las pruebas cruzadas detectan isoaglutininas en el suero del paciente y deben
correlacionarse con el fenotipo ABO (Gonzdlez F, 2009).

En nuestra legislacion, la NOM-253-SSA1-2012, explica que se debe hacer cuando se vayan a
transfundir unidades con eritrocitos, se deberd identificar o en su caso rafificar el grupo ABO y Rh en
una muestra del receptor mediante prueba directa e inversa, asimismo se ratificara el grupo ABO y
Rh con una muestra tomada directamente de la unidad mediante una prueba directa. Tratdndose
de unidades de plasma se deberd ratificar el grupo ABO de la unidad mediante una prueba inversa.

La metodologia de las pruebas pretransfusionales de compatibilidad varia segun los recursos
del servicio de fransfusién y la urgencia del caso, aunque de acuerdo con la norma oficial mexicana
siempre debe incluirse la técnica de la antiglobulina humana como minimo (Bonilla R, 2005). En
ocasiones de emergencia se opta por transfundir sangre con grupo sanguineo O, Rh negativo.

Antes de realizar cualquier prueba es muy importante tener un excelente control de calidad
para obtener resultados confiables y seguros: en cuanto al material de vidrio, éste debe lavarse
perfectamente con un detergente neutro, no debe contener residuos de jabdn ya que pueden
obtenerse falsos negativos o se puede interpretar una reaccién hemolitica donde no la hay; es
importantes procurar no utilizar fubos rayados y deteriorados siempre hacer control del material de
vidrio. De igual forma, es necesario el confrol de reactivos; es recomendable lavar las células
previamente tres veces con solucién salina isoténica a 0.9% (Bonilla R, 2005).

OBIJETIVO.

Que el alumno comprenda el fundamento de las pruebas cruzadas empleadas en banco de
sangre cuando se necesita realizar una transfusion, utilizando la técnica de la antiglobulina humana
indirecta y de esta manera, saber si un hemocomponente es o no compatible con el receptor.

MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.

MATERIAL.

Gradilla para tubos de ensaye.
Pipetas Pasteur.

Papel parafilm.

Tubos de ensaye de 12x75 mm.
Tubos al vacio (tapdn rojo o lila).
Material necesario para realizar una
venopuncion por sistema al vacio.
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EQUIPO. REACTIVOS.
Centrifuga clinica. Solucién salina fisioldgica.
Balanza granataria. Suero de Coombs.

Vial con albumina bovina al 22%
Células control de Coombs.
Hipoclorito de sodio.

Solucién Salina Fisiologica.

CONTENIDO.
15.1 PRUEBAZ CRUZADAS.
Fundamento:

La prueba mayor permite demostrar la presencia o ausencia de anficuerpos regulares o
iregulares en el suero del receptor contra antigenos presentes en los eritrocitos del donante. Por el
confrario, la prueba menor permite demostrar la presencia o ausencia de anticuerpos regulares e
iregulares en el suero del donante contfra antigenos presentes en los eritrocitos del receptor.
Finalmente, el autotestigo, en la realizaciéon de las pruebas mayor y menor, se utiliza para observar, la
presencia de los anticuerpos aglutinantes unidos a los eritrocitos del receptor, en el autotestigo se
colocar suero o plasma vy eritrocitos del receptor (NOM-253-SSA1-2012. Para la disposicion de sangre
humana y sus componentes con fines terapéuticos).

Técnica.

|.  Obtener una muestra sanguinea coagulada, mediante la técnica de sistema al vacio. Dejar
que coagule la muestra aproximadamente 20 minutos.
. Centrifugar la muestra a 3400 rom durante 5 minutos.
lll.  Identificar dos tubos ensaye de 12x75 mm, uno como suero y ofro como eritrocitos.
IV.  Separar el suero con ayuda de la pipeta Pasteur y ponerlo en el tubo de ensaye previaomente
identificado.
V. Separar los erifrocitos, tomando un poco a partir del pellet y ponerlos en el fubo de ensaye
previomente identificado.
VI.  Hacer tres lavados a las células con SSF
VIl.  Preparar una suspension de eritrocitos del 2-5% a partir de los eritrocitos lavados.

Técnica para MEDIO SALINO.

I. Identificar fres tubos de ensaye con marcador indeleble, como Prueba mayor, prueba menor
y autotestigo.
Il.  Agregar a cada tubo las siguientes gotas:

2gotas @ ----- 2 gotas
----- 1 gota 1 gota

------ 2 gotas
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Suspensiéon eritrocitos lgota  -----
del 2-5% del donante

. Mezclary centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.

IV.  Se debe resuspender el botdn con mucho cuidado.

V.  Observar si hay aglutinaciéon o hemolisis e interpretar el grado de aglutinacion conforme a la
siguiente tabla.

En este caso no deberd existir hemolisis en el autotestigo, en caso contrario se debe repetir el
procedimiento

VI.

Tabla 35. Interpretacion del grado de aglutinacion
Intensidad de la aglutinacién Puntaje

Agregado grande 4+
Agregados grandes y se observan

agregados mds pequeios 3+

Agregados pequenos 2+

Los agregados casi no se observan pero
existen muy pocos 1+
No hay agregados (sin aglutinacion) Negativo

Actividad: anotar en la tabla niUmero 37, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutfinacion que presento cada tfubo en cruces de acuerdo a la tabla nimero 35.

VII.  Incubar a 37°C durante 60 minutos.
VIIl.  Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, mezclar cuidadosamente todos los tubos y
centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.
IX.  Se debe resuspender el botén con mucho cuidado
X.  Leer aglutinacién y/o hemolisis en un fondo bien iluminado.

Actividad: anotar en la tabla nUmero 37, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla nimero 35.

Xl.  Silas lecturas son menores a 2+ o negativas, proceder de la siguiente manera.

Xll.  Lavar tres veces los tubos con SSF.

Xlll.  Adicionar a cada tubo 2 gotas del suero de Coombs.
XIV.  Mezclar todos los tubos cuidadosamente y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.
XV.  Leer aglutinacién y/o hemolisis en un fondo bien iluminado.

Actividad: anotar en la tabla niUmero 37, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla nimero 35.

XVI.  Silos resultados fueron negativos, proceder de la siguiente manera.
XVII.  Agregar 1 gota de eritrocitos sensibilizados a cada uno de los tubos.
XVIIl.  Mezclar cuidadosamente y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.
XIX.  Leer aglutinacion en un fondo bien iluminado.
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Actividad: anotar en la tabla niUmero 37, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla nUmero 35.

Significado clinico: cuando no se observa aglutinaciéon o hemolisis en el tubo de la prueba
mayor, se acepta como compatible la unidad donada del concentrado eritrocitario. Cuando esto
ocurre en el tubo de la prueba menor, se acepta como compatible el plasma de la unidad donada.
No siempre cuando hay aglutinacion o hemolisis significa que el procedimiento este incorrecto,
porque puede haber pacientes que contengas autoanticuerpos sensibilizando sus propios eritrocitos.

Técnica para MEDIO PROTEICO.

I. Identificar fres tubos de ensaye con marcador indeleble, como Prueba mayor, prueba menor
y autotestigo.
ll.  Agregar a cada tubo las siguientes gotas:

2gotas 0@ ----- 2 gotas
----- 1 gota 1 gota
------ 2 gotas

lgota  -----

2 gotas 2 gotas 2 gotas

. Mezclary centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.

IV.  Se debe resuspender el botdbn con mucho cuidado.

V.  Observar si hay aglutinacién o hemolisis

VI. En este caso no deberd existir hemolisis en el autotestigo, en caso contrario se debe repetir el
procedimiento

Actividad: anotar en la tabla niUmero 38, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla nUmero 35.

VIl.  Incubar a 37°C durante 60 minutos.
VIII.  Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, mezclar cuidadosamente todos los tubos y
cenfrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.
IX. Se debe resuspender el botdn con mucho cuidado
X.  Leer aglufinaciéon y/o hemolisis en un fondo bien iluminado.

Actividad: anotar en la tabla niUmero 38, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla nUmero 35.

Xl.  Silas lecturas son menores a 2+ o negativas, proceder de la siguiente manera.
Xll.  Lavar tres veces los tubos con SSF.
Xlll.  Adicionar a cada tubo 2 gotas del suero de Coombs.
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XIV.  Mezclar todos los fubos cuidadosamente y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.
XV.  Leer aglufinaciéon y/o hemolisis en un fondo bien iluminado.

Actividad: anotar en la tabla niUmero 38, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla nimero 35.

XVI.  Silos resultados fueron negativos, proceder de la siguiente manera.
XVII.  Agregar 1 gota de eritrocitos sensibilizados a cada uno de los tubos.
XVII.  Mezclar cuidadosamente y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.
XIX.  Leer aglutinacion en un fondo bien iluminado.

Actividad: anotar en la tabla nUmero 38, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla niUmero 35.

RESULTADOS.
Datos del paciente.
Nombre: Edad:
Género: Fecha:

Tabla 36. grupo sanguineo del donante y receptor.

Grupo sanguineo del paciente

Tabla 37. Resultados de las pruebas cruzadas. Teécnica salina en tubo.

Técnica Incubaciona Incubacidn a Prueba de Eritrocitos
rapida 22°C 37°C Coombs sensibilizados
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Tabla 38. Resultados de las pruebas cruzadas. Técnica albumina en fubo.

Técnica Incubaciona Incubacioén a Prueba de Eritrocitos
rapida 22°C 37°C Coombs sensibilizados

BIBLIOGRAFIA

e Bonilla R. (2005). Pruebas pretransfusionales. Revista médica del instituto del seguro social.
43(1).

e CastilloR, et al., (2015). Manual de técnicas de Inmunohematologia. México: LICON.

e Duenas V. (2003). El bando de sangre. Cali, Colombia: Universidad del Valle.

e Gonzdlez F. (2009). Geriatria. México: McGraw-Hill Educacién.

e NOM-253-SSA1-2012. Para la disposicion de sangre y sus componentes para fines terapéuticos.

MANEJO DE RESIDUOS

Papel, servitoallas, torundas con poca sangre o con alcohol (no empapadas).
Desechar en la basura municipal.

Punzocortantes, material de vidrio con sangre.
Contenedor rigido rojo.

Tubos vacutainer con sangre.
Desechar en bolsas rojas de polipropileno.

Tubos con muestras biolégicas (codagulos, suero o plasma).
Desechar en palanganas con hipoclorito de sodio al 1%

Desechos con soluciones de reaccion.
Desecharlos en contenedores con hipoclorito de sodio al 1%

6 Bioquimico Diagndstico: Oliver Almardz Cruz Alejandro. 118/




Opcidn Técnica de Banco de Sangre.

ESQUEMAS PARA LA TECNICA DE PRUEBAS CRUZADAS.
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Imagen 58. Técnica para pruebas cruzadas, fase salina. (Castillo R, et al., 2015).
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Imagen 59. Técnica para pruebas cruzadas, fase albumina. (Castillo R, et al., 2015).
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Practica No. 16
Rastreo de anticuerpos irregulares.

INTRODUCCION.

Aungue los sistemas sanguineos ABO son los mds conocidos e inmunogénicos, no son los Unicos,
existen ofros tipos de sistemas de grupos sanguineos que presentan igualmente anticuerpos
conocidos que pueden originar interacciones y problemas a la hora de realizar las transfusiones. Estos
anticuerpos son conocidos como anticuerpos irregulares por presentarse en cantidades muy
pequenas y tener que buscarlos de forma especifica. Estos anticuerpos aumentan con el nUmero de
transfusiones que se le realizan al paciente, por esta razén en pacientes que presentan enfermedades
que les obliga a transfundirse de forma periddica debe siempre ser buscados (también llamados
pacientes politransfundidos) (Silva M, Garcia M. 2004).

Los anticuerpos, pueden aparecer ademdads de la transfusion o por trasplantes de érganos, por
incompatibilidad materno-fetal o sin un estimulo identificable. En algunos casos, su presencia se
asocia a la exposicidn a antigenos ambientales, bacterianos o virales de caracteristicas bioquimicas
similares a los antigenos eritrocitarios. Estos anticuerpos son capaces de provocar hemdolisis in vivo y
acortamiento en la sobrevida normal de los gldbulos rojos (Aburto A, 2014).

Estos anticuerpos se encuentran con poca frecuencia en el plasma. Normalmente son
anticuerpos calientes, que actian solamente a temperatura corporal y deben ser detectados en el
laboratorio a 37°C. Para detectar estos anticuerpos se realiza la prueba indirecta de la antiglobulina
(Coombs indirecto). En el laboratorio, el procedimiento consiste en poner en contacto el suero del
receptor con hematies reactivos (que expresan los antigenos mds habituales de los grupos
sanguineos). A ser posible estos hematies serdn homocigotos, evitando asi que sean poco reactivos
y nos den falsos negativos (Silva M, et al., 2006).

Estos anticuerpos tienen una relevante importancia clinica ya que se les asocia con reacciones
transfusionales de intensidad moderada a severa, que pueden ocasionar la muerte; ademds, son
causantes de enfermedad hemolitica en el recién nacido, quien en ocasiones requiere
exanguinotransfusion (Luna J, 2005). Los anticuerpos iregulares mds conocidos son: Rh-Hr, Duffy, Kidd,
Kell, y Diego.

OBIJETIVO.

El alumno realizard el rastreo de anticuerpos irregulares de un suero problema empleando la
técnica de tubo en fase salina y albumina, mediante la utilizacion de un semipanel de células
conocidas, para que el técnico desarrolle habilidades y destrezas en su ejercicio profesional en el
banco de sangre.

MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.

MATERIAL. Pipetas Pasteur.

. . . Piseta.
Material necesario para realizar la

venopuncién por sistema al vacio. EQUIPO.
Tubos al vacio de tampdn rojo o lila.
Gradilla para tubos de ensaye.
Tubos de ensaye de 12x75 mm.

Centrifuga clinica.
Bano Maria.
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REACTIVOS.

Suero de Coombs.

Vial con albumina bovina al 22%
Células control de Coombos.
Semipanel de células rojas.

CONTENIDO.

16.1 RASTREO DE ANTICUERPOS IRREGULARES. TECNICA EN SALINA.

Nota: los viales del semipanel para el rastreo de antficuerpos irregulares, pueden venir en presentacion
de suspension eritrocitaria ya establecida por el fabricante, o Unicamente los viales con las células
conocidas, en este Ultimo caso se deberd preparar la suspension previa de cada uno de los viales del

2-5%

VI

VII.

VIII.

Realizar una venopuncién por la técnica de sistema al vacio, para obtener un tubo de
sangre completa coagulada (tubo de tapdn rojo). Dejar que coagule 10 minutos.
Centrifugar la muestra a 3500 rom durante 10 minutos.

Separar el suero del paciente en un tubo limpio etiquetado como “suero”.

Realizar una suspension de eritrocitos del 2-5% con un previo lavado con SSF.

El semipanel para la identificacion de anticuerpos irregulares pude confener 2 o 3 viales
de las células conocidas. Numerar tubos de ensaye de 12x75mm, conforme al nUmero que
tiene el vial de glébulos rojos del semipanel, agregar un tubo extra para el autotestigo.
Agregar a todos los tubos, incluyendo el autotestigo, con pipeta Pasteur dos gotas de
suero en estudio.

Colocar en cada tubo una gota de la suspensidon de glébulos rojos del correspondiente
vial del semipanel, segun corresponda.

En el tubo identificado como autotestigo, colocar 1 gota de suspensién eritrocitaria del 2
al 5% del paciente.

Mezclar cuidadosamente todos los tubos y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.
Leer aglutinacién y/o hemolisis en cada tubo en un fondo bien iluminado, conforme a la
siguiente tabla.

Tabla 39. Interpretacion del grado de aglutinacion.

4+
3+
2+

1+
Negativo

Actividad: anotar en la tabla nUmero 40, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla anterior.
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Continuar, para la identificacion de anticuerpos frios, de la siguiente manera:

Xl.  Incubar todos los tubos a 22°C durante 30 minutos.
Xll.  Una vez terminado el fiempo de incubacion, mezclar cuidadosamente todos los fubos y
cenftrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.
Xlll.  Leer aglutinaciéon y/o hemolisis en un fondo bien iluminado.

Actividad: anotar en la tabla nUmero 40, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla nUmero 39.

Continuar para la identificacién de anticuerpos calientes, de la siguiente manera:

XIV.  Incubar todos los tubos a 37°C de 60 minutos.

XV. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, mezclar cuidadosamente todos los tubos y
centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.

XVI.  Leer aglutinacion y/o hemolisis en un fondo bien iluminado.

Actividad: anotar en la tabla nimero 40, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutfinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla nimero 39.

XVIl.  Silas lecturas son menores a 2+ o negativas, proceder de la siguiente manera.

XVIIl.  Lavar tres veces los tubos con SSF.
XIX.  Adicionar a cada tubo 2 gotas del suero de Coombs.
XX.  Mezclar todos los tubos cuidadosamente y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.
XXI.  Leer aglutinacion y/o hemolisis en un fondo bien iluminado.

Actividad: anotar en la tabla nimero 40, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla nimero 39.

XXII. Silos resultados fueron negativos, proceder de la siguiente manera.

XXIll.  Agregar 1 gota de eritrocitos sensibilizados a cada uno de los tubos.
XXIV.  Mezclar cuidadosamente y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.
XXV.  Leer aglutinacion en un fondo bien iluminado.

Actividad: anotar en la tabla niUmero 40, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla nimero 39.

XXVI.  Silos resultados fueron negativos, proceder de la siguiente manera.
XXVII.  Agregar 1 gota de eritrocitos sensibilizados a cada uno de los tubos.
XXVIII.  Mezclar cuidadosamente y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.

XXIX.  Leer aglutinacion en un fondo bien iluminado.

Actividad: anotar en la tabla niUmero 40, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla nUmero 39.

16.2 RASTREO DE ANTICUERPOS IRREGULARES. TECNICA EN ALBUMINA.

|.  Realizar una suspension de eritrocitos del 2-5% con un previo lavado con SSF.
ll.  Separar el plasma del paciente en un fubo limpio etiqguetado como “suero”.
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lll.  El semipanel para la identificacion de anticuerpos irregulares pude contener 2 o 3 viales de
las células conocidas. Numerar tubos de ensaye de 12x75mm, conforme al nUmero que tiene
el vial de gloébulos rojos del semipanel, agregar un tubo extra para el autocontrol.

IV.  Agregar a todos los tubos, incluyendo el autocontrol, con pipeta Pasteur dos gotas de suero
en estudio.

V. Colocar en cada tubo una gota de la suspension de gldbulos rojos del correspondiente vial
del semipanel, segun corresponda.

VI.  Adicionar 2 gotas albumina bovina al 22%.

VIl.  En el tubo identificado como autocontrol, colocar 1 gota de suspensién eritrocitaria del 2 al
5% del paciente.
VIIl.  Mezclar cuidadosamente todos los tubos y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.

IX.  Leer aglutinacion y/o hemolisis en cada tubo en un fondo bien iluminado,

Actividad: anotar en la tabla niUmero 41, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutfinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla niumero 39.

X. Incubar todos los tubos a 37°C de 30 minutos.
Xl.  Una vez franscurrido el tiempo de incubacion, mezclar cuidadosamente todos los fubos y
cenftrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.
Xll.  Leer aglutinacion y/o hemolisis en un fondo bien iluminado.

Actividad: anotar en la tabla nUmero 41, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla nimero 39.

Xll.  Silas lecturas son menores a 2+ o negativas, proceder de |la siguiente manera.

XIV.  Lavar tres veces los tubos con SSF.

XV.  Adicionar a cada tubo 2 gotas del suero de Coombs.

XVI.  Mezclar todos los tubos cuidadosamente y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.
XVIl.  Leer aglutinacién y/o hemolisis en un fondo bien iluminado.

Actividad: anotar en la tabla niUmero 41, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla nUmero 39.

XVIII.  Silos resultados fueron negativos, proceder de la siguiente manera.
XIX.  Agregar 1 gota de eritrocitos sensibilizados a cada uno de los tubos.
XX.  Mezclar cuidadosamente y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.
XXI.  Leer aglutinacién en un fondo bien iluminado.

Actividad: anotar en la tabla nUmero 41, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla nimero 39.

Interpretacion de resultados: la presencia de aglutinaciéon utilizando las células del semipanel,
indica que el suero o plasma del paciente contiene anticuerpos irregulares, pero aun no se conoce
de que clase, tentativamente se puede asumir si son anticuerpos frios o calientes. Para reconocer
especificamente el antficuerpo, se debe de hacer una plena identificacion, utilizando un panel de
células.
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RESULTADOS.

Tabla 40. Resultados del rastreo de anticuerpos irregulares. Técnica salina en tubo.

Técnica Incubacidn a Incubacidn a Prueba de Eritrocitos
rapida 22°C 37°C Coombs sensibilizados

Tabla 41. Resultados del rastreo de anticuerpos irregulares. Técnica de albumina en tubo.

Técnica Incubacidn a Incubacién a Prueba de Eritrocitos
rapida 22°C 37°C Coombs sensibilizados
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MANEJO DE RESIDUOS

Papel, servitoallas, torundas con poca sangre o con alcohol (no empapadas).
Desechar en la basura municipal.

Punzocortantes, material de vidrio con sangre.
Contenedor rigido rojo.

Tubos vacutainer con sangre.
Desechar en bolsas rojas de polipropileno.

Tubos con muestras bioloégicas (codagulos, suero o plasma).
Desechar en palanganas con hipoclorito de sodio al 1%

Desechos con soluciones de reaccion.
Desecharlos en contenedores con hipoclorito de sodio al 1%

& Bioquimico Diagndstico: Oliver Almardz Cruz Alejandro.

125 |




ESQUEMAS PARA EL RASTREO DE ANTICUERPOS IRREGULARES.
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|
Imagen 60. Técnica para el rastreo de anticuerpos irregulares, fase salina. (Castillo R, et al., 2015)

Imagen 61. Técnica para el rastreo de anticuerpos irregulares, fase albumina. (Castillo R, et al., 2015)
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Practica No. 17
Identificacion de anticuerpos irregulares.

INTRODUCCION.

La Asociacion Internacional de Transfusion de Sangre reconoce 328 antigenos especificos, 284
de los cuales pertenecen a alguno de los 30 sistemas de grupos sanguineos. Cada sistema representa
uno, dos o tres genes homologos cercanamente ligados. El grupo ABO vy factor Rh son los mas
conocidos y clinicamente los sistemas mds importantes. El aspecto mds importante de los grupos
sanguineos en medicina transfusional es si sus anticuerpos correspondientes son hemoliticos y por lo
tanto fienen la potencialidad de causar reacciones hemoliticas postransfusionales (RHPT) y
enfermedad hemolitica feto-neonatal (EHFN) (Aronson C, et al., 2012).

El sistema de grupo sanguineo Lewis consiste en dos antigenos principales, Lec y Leb. Ademds
de estar presente en los gldbulos rojos, los antigenos Lewis se expresan en plaquetas, endotelio, rindn,
y también en los epitelios genitourinario y gastrointestinal. Los antigenos Lewis no son sintetizados por
los glébulos rojos, sino que son adsorbidos pasivamente en las membranas eritrocitarias a partir de una
mezcla plasmdtica de glicolipidos solubles, con la estructura del antigeno Lewis. Debido a que los
antigenos Lewis son adsorbidos pasivamente en las memlbranas eritrocitarias, estos antigenos pueden
eluirse de los gldbulos rojos después de una transfusion o frente al incremento del volumen plasmdtico
de lipoproteinas circulantes, las cuales también adsorben los glicolipidos Lewis. Los anticuerpos contra
los antigenos Lewis son en general IgM, naturales y aglutininas reactivas en medio salino y a
temperatura ambiente, su aglutinacion, a diferencia del sistema ABO, es relativamente fragil y se
dispersa faciimente. Estos anticuerpos no son considerados clinicamente significativos. Cuando la
prueba de compatibilidad es no reactiva a 37°C independientemente del fenotipo Lewis, es
esperable que los glébulos rojos transfundidos tengan una sobrevida postransfusional normal in vivo.
A diferencia de los antigenos del sistema ABO, los antigenos Lewis pueden ser eluidos faciimente y se
desprenden de los glébulos rojos transfundidos a pocos dias luego de la transfusion. Asimismo, los
antigenos Lewis presentes en el plasma transfundido pueden neutralizar los anticuerpos Lewis del
receptor. Por estas razones, la hemolisis es rara luego de la transfusion de gldbulos rojos Lewis (Aronson
C, etal., 2012).

Los antigenos | e i son ubicuos, estdn estructuralmente relacionados y estédn presentes en todas
las membranas celulares. Se reconocen dos fenotipos en base a la presencia o ausencia del antigeno
I: el fenotipo | y el fenotipoii (I-). El fenotipo i es caracteristico de los gldbulos rojos fetales y neonatales.
El fenotipo I+ es un fenotipo comuUn en los gldbulos rojos adultos. Con el aumento de la edad, existe
un incremento gradual en el antigeno |, acompanado por una disminucidn reciproca en el antigeno
i. el anticuerpo anti-l es un anticuerpo comun, presente en el suero de individuos sanos. El anti-l es
generalmente una IgM, que reacciona mejor a 4°C con titulos menores a 1/64. El anti-l se identifica
por fuertes reacciones con glébulos rojos adultos, pero reacciones débiles o sin aglutinacion con
eritrocitos del corddén umbilical. El anticuerpo anti-l puede intensificarse mediante incubacion a 4°C,
por a presencia de albumina, o utilizando gldbulos rojos fratados con enzimas. El autoanti-i es una
aglutinina fria poco frecuente en el suero. El anti-i, similar al anti-l, es principalmente IgM, que
reacciona débilmente entre temperaturas de 4-10°C. el autoanti-| puede interferir con las pruebas de
tipificacion ABO, con el tamizaje de anticuerpos y las pruebas de compatibilidad pretransfusional
(Aronson C, et al., 2012).
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El primer antigeno del sistema de grupo sanguineo P fue descubierto por Landsteiner y Levine
en 1927. Originalmente el antigeno fue llamado P, y fiempo después se cambid su nombre por P1. Es
el Unico antigeno oficialmente asignado al sistema de grupo sanguineo P. los antigenos P. Pk, y LKE,
que previamente eran considerados parte del sistema P, actualmente estdn asignados a una seria de
antigenos “coleccion GLOB, P1PK y 028". Los antigenos Pk y P son antigenos de alta incidencia
expresados en casi fodos los glébulos rojos. Los eritrocitos son particularmente ricos en antigeno P, lo
cual conforma aproximadamente un é% del total de lipidos eritrocitarios. Generalmente, el anti-P1 es
una aglutinina que a temperatura ambiente clinicamente no es significativa. Los pacientes con anti-
P1 reactivos solo a temperatura ambiente o por debajo de ella, pueden ser transfundidos con
seguridad con glébulos rojos P1 y con una sobrevida eritrocitaria in vivo normal (Aronson C, et al.,
2012).

El sistema MNS es grupo sanguineo altamente complejo que comprende 46 antigenos. Los
antigenos M y N (asi detectados por la mayoria de los reactivos anti-N) son antigenos antitéticos y
polimérficos en todas las poblaciones estudiadas. Los S y s son ofro par de antigenos antitéticos
polimorficos del sistema MNS. El anti-M es un anticuerpo relativamente comin que se presenta
naturalmente, mientras que el anti-N es bastante raro. La mayoria de los anti-M y anti-N no son activos
a 37°C y tampoco son clinicamente relevantes (Aronson C, et al., 2012).

El antigeno a menudo referido como Kell, pero correctamente denominado K o KELT, es el
antigeno original del sistema Kell y el primer antigeno de grupo sanguineo identificado después del
descubrimiento de la prueba de antiglobulina humana en 1946. El sistema Kell agrupa hoy a 32
antigenos numerados desde KELT a KELLS. Los anticuerpos anfi-Kell son usualmente IgG. El anfi-K es el
anticuerpo inmune mds comun fuera de los sistemas ABO y Rh. La prueba de la anfiglobulina es
usualmente el método de eleccidon para su deteccidon, aungque en algunos casos pueden aglutinar
los globulos rojos directamente. La mayoria de los anti-K parecen se inducidos por transfusiones de
sangre. Ya que el anti-K puede causar enfermedad hemolitica feto-neonatal severa, es prdctica
habitual en algunos paises el empleo de gldbulos rojos antigenos K negativo para transfundir a nifas
y mujeres con posibilidades potenciales de procrear (Aronson C, et al., 2012).

El sistema Duffy oficialmente comprende cinco antigenos que residen sobre una glicoproteina
codificada por el gen Duffy y consisten en la presencia de dos antigenos, Fye y Fyb. El anti-Fye es un
anticuerpo relativamente comun; el anti-Fy? es casi 20 veces menos comun de tipo IgG. Se detectan
generalmente a fravés de una prueba de antiglobulina humana. Son muy raros los casos de
anticuerpos naturales. Ambos anticuerpos pueden causar Reaccidon hemolitica postransfusional
aguda o tardia. Aunque generalmente son leves, se comprobd que algunos pueden ser fatales. Estos
anticuerpos también han sido responsables de enfermedad hemolitica del feto-neonatal, variando el
cuadro de leve a severo (Aronson C, et al., 2012).

El sistema Kidd comprende tres antigenos localizados. Los antigenos Jke y JkP son los productos
de alelos, tienen una prevalencia similar en poblaciones caucdsicas y asiaticas. Los anticuerpos anti-
Jke'y anti-JkP no son comunes y en general se encuentran en suero con mezclas de anticuerpos. Ellos
son habitualmente IgG. Los anticuerpos del sistema Kidd son a menudo dificiles de detectar. Algunos
aglutinan directamente a las células antigenas positivas, pero con una débil intensidad de reaccion
de aglutinacién. Frecuentemente puede ser necesario emplear la prueba de antiglobulina indirecta
para detectar a estos anticuerpos débiles, asi como el uso de eritrocitos tratados con enzimas. Estos
anticuerpos son peligrosos, ya que pueden causar Reaccidon hemolitica postransfusional aguda y
severa (Aronson C, et al., 2012).
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El antigeno Diego original, Di¢, es muy raro en las antiguas poblaciones europeas y africanas,
pero tiene una prevalencia del 5% en poblaciones chinas y japonesas y una alta prevalencia en
sujetos nativos de América del norte y Sudamérica. Los anficuerpos anti-Die y anti-Di¢ son
generalmente IgG (Aronson C, et al., 2012).

En el banco de sangre, la identificacion de anticuerpos iregulares se debe de realizar siempre
que en el rastreo sea positivo a la aglutinacién. Para su identificacion es necesario utilizar un panel de
erifrocitos conocidos, que dependiendo del eritrocito donde aglutine el suero o plasma problema,
serd el anficuerpo irregular.

OBIETIVO

El alumno realizard la identificacion de anticuerpos irregulares de un suero problema
empleando la técnica de tubo en fase salina y albumina, mediante la utilizacién de un panel de
células conocidas, para que desarrolle habilidades y destrezas en su ejercicio profesional en el banco
de sangre.

MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.

MATERIAL. EQUIPO.
Material necesario para realizar la Centrifuga clinica.
venopuncion por sistema al vacio. Bano Maria.
Tub I io de tapon il jo.
ubos al vacio de tapon lila o rojo REACTIVOS.
Gradilla para tubos de ensaye. _
Tubos de ensaye de 12x75 mm. Suero de Coombs.
Pipetas Pasteur. Vial con albumina bovina al 22%
Piseta. Células control de Coombs.

Panel de células rojas para la identificaciéon de
anticuerpos irregulares.

CONTENIDO.
17.1  IDENTIFICACION DE ANTICUERPOS IRREGULARES. TECNICA EN SALINA.

Nota: los viales para el rastreo de anticuerpos irregulares pueden venir en presentacion de suspension
eritrocitaria ya establecida o Unicamente los viales con las células, en este Ultimo caso se deberd
preparar la suspension previa de cada uno de los viales del 2-5%

|.  Realizar una venopuncidn por la técnica de sistema al vacio, para obtener un tubo de sangre
completa coagulada (tubo de tapdn rojo). Dejar que la muestra coagule 10 minutos.

IIl.  Centrifugar la muestra a 3500 rom durante 10 minutos.

lll.  Realizar una suspensidn de eritrocitos del 2-5% con un previo lavado con SSF.

IV.  Separar el plasma del paciente en un tubo limpio etiquetado como “suero”.

V. Elpanel para la identificacion de anticuerpos irregulares pude contener de 8 a 10 viales de Ias
células conocidas. Numerar tubos de ensaye de 12x75mm, conforme al nUmero que tiene el
vial de glébulos rojos del panel, agregar un tubo extra para el autotestigo.

VI.  Agregar a todos los tubos, incluyendo el autotestigo, con pipeta Pasteur dos gotas de suero en
estudio.

& Bioquimico Diagndstico: Oliver Almardz Cruz Alejandro. 129 |




Opcidn Técnica de Banco de Sangre. I
VIl.  Colocar en cada tubo una gota de la suspension de gldbulos rojos del correspondiente vial del
panel, segun corresponda.
VIIl.  En el fubo identificado como autotestigo, colocar 1 gota de suspension eritrocitaria del 2 al 5%

del paciente.

IX.  Mezclar cuidadosamente todos los tubos y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.

X.  Leer aglutinacién y/o hemolisis en cada tubo en un fondo bien iluminado, de acuerdo a la
siguiente tabla.

Tabla 42. Interpretacion del grado de aglutinacion

4+

3+
2+

1+
Negativo

Actividad: anotar en la tabla nUmero 43, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla anterior.

Continuar para la identificacion de anticuerpos frios, de la siguiente manera:

l.  Incubar todos los tubos a 22°C durante 30 minutos.
IIl.  Una vez terminado el tiempo de incubacion, mezclar cuidadosamente todos los tubos vy
centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.
lll.  Leer aglutinacién y/o hemolisis en un fondo bien iluminado.

Actividad: anotar en la tabla nUmero 43, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla niUmero 42.

Continuar para la identificacién de anticuerpos calientes, de la siguiente manera.

IV. Incubar todos los tubos a 37°C de 60 minutos.

V. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, mezclar cuidadosamente todos los tubos vy
centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.

VI.  Leer aglutinacién y/o hemolisis en un fondo bien iluminado.

Actividad: anotar en la tabla nUmero 43, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla nimero 42.

VII.  Silas lecturas son menores a 2+ o negativas, proceder de la siguiente manera.

VIIl.  Lavar fres veces los tubos con SSF.
IX.  Adicionar a cada tubo 2 gotas del suero de Coombs.
X.  Mezclar todos los tubos cuidadosamente y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.
XI.  Leer aglutinaciéon y/o hemolisis en un fondo bien iluminado.

Actividad: anotar en la tabla nUmero 43, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla niUmero 42.
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XXX.  Silos resultados fueron negativos, proceder de la siguiente manera.
XXXI.  Agregar 1 gota de eritrocitos sensibilizados a cada uno de los tubos.
XXXIl.  Mezclar cuidadosamente y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.

XXXIIl.  Leer aglutinacion en un fondo bien iluminado.

Actividad: anotar en la tabla nUmero 43, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla nUmero 42.

17.2  IDENTIFICACION DE ANTICUERPOS IRREGULARES. TECNICA EN ALBUMINA.

l. Realizar una suspension de eritrocitos del 2-5% con un previo lavado con SSF.

II. Separar el suero del paciente en un tubo limpio efiquetado como “suero”.

Il El panel para la identificacion de anticuerpos irregulares pude contener 8 a 10 viales de las
células conocidas. Numerar tubos de ensaye de 12x75mm, conforme al nUmero que tiene
el vial de glébulos rojos del panel, agregar un tubo extra para el autocontrol.

V. Agregar a todos los tubos, incluyendo el autocontrol, con pipeta Pasteur dos gotas de suero
en estudio.
V. Colocar en cada tubo una gota de glébulos rojos del correspondiente vial del panel,

ejemplo: agregar 1 gota del vial identificado como |, al tubo de ensaye etiquetado como |
y asi sucesivamente, para los demads viales del semipanel.

VL. Adicionar 2 gotas albumina bovina al 22%.

VII. En el tubo identificado como autocontrol, colocar 1 gota de suspension eritrocitaria del 2 al
5% del paciente.

VIll.  Mezclar cuidadosamente todos los tubos y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.

IX. Leer aglutinaciéon y/o hemolisis en cada tubo en un fondo bien iluminado,

Actividad: anotar en la tabla nUmero 44, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla nUmero 41.

X. Incubar todos los tubos a 37°C de 50-60 minutos.

XI. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, mezclar cuidadosamente todos los tubos y
cenftrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.

XII. Leer aglutinacion y/o hemolisis en un fondo bien iluminado.

Actividad: anotar en la tabla nUmero 44, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla nUmero 41.

Xlll.  Silas lecturas son menores a 2+ o negativas, proceder de la siguiente manera.

XIV. Lavar tres veces los tubos con SSF.

XV.  Adicionar a cada tubo 2 gotas del suero de Coombs.

XVI.  Mezclar todos los tubos cuidadosamente y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.
XVII.  Leer aglutinacion y/o hemolisis en un fondo bien iluminado.

Actividad: anotar en la tabla nUmero 44, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla niUmero 41.

XVIII. Silos resultados fueron negativos, proceder de la siguiente manera.

XIX.  Agregar 1 gota de eritrocitos sensibilizados a cada uno de los tubos.

XX.  Mezclar cuidadosamente y centrifugar a 3400 rom durante 15 segundos.
XXI.  Leer aglutinacion en un fondo bien iluminado.
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Actividad: anotar en la tabla nUmero 44, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el grado de aglutinacion que presento cada tubo en cruces de acuerdo a la tabla nimero 41.

Interpretacion de los resultados: para la identificacién de los anticuerpos irregulares en una
muestra problema, se debe de utilizar una carta panel, en la cual, dependiendo del tubo de ensaye
donde aglutina corresponde a una célula con antigenos conocidos. En este caso, la carta panel
presenta la aglutinacion con cruces (+) y cuando no aglutina en forma de guiones (-). Es decir, si la
muestra aglutina en los tubos 1, 3, 5, 6,y 11, corresponde a los viales 1, 3,5, 6 y 11 y esa combinacion,
arroja un resultado sobre el posible antigeno que estd aglutinando con los anticuerpos irregulares,
presentes en el plasma o suero problema. En la siguiente imagen se observa la carta panel.
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\ K| k Pi

DE| (5 | (2 | | O BLEELE I PR le Le¢ R R Uk R TA 37C | AHG | CC
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Imagen 62. Carta panel para identificacion de anticuerpos irregulares. La columna nimero 1
corresponde a el vial de identificacion nUmero 1y asi, respectivamente, hasta la columna 11. Las (+)
significan aglutinacion positiva, mientras que (-) significa sin aglutinacion. En este caso la
combinacion tiene dos posibles identificaciones de anticuerpos irregulares: el antigeno S (del grupo
sanguineo MNS, y el antigeno K (del grupo sanguineo Kell), conforme al resultado de la aglutinacion
observada. Aburto A, 2014.
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RESULTADOS.
Tabla 43. Resultados para la identificacion de anticuerpos irregulares. Técnica salina en tubo.

Presencia o ausencia de aglutinacion y puntaje

Técnica Incubacidna  Incubacién a Prueba de Eritrocitos
rdpida 22°C 37°C Coombs sensibilizados

AUTOTESTIGO

Tabla 44. Resultados para la identificacién de anticuerpos irregulares. Técnica de albUmina en tubo.

Presencia o ausencia de aglutinacion y puntaje

Técnica Incubaciona Incubacioén a Prueba de Eritrocitos
rapida 22°C 37°C Coombs sensibilizados

AUTOTESTIGO

| 8 |
[ 9 ]

Tipo de anticuerpo irregular identificado:
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Nota: Para su reporte, debe Anexar la hoja panel, las aglutinaciones deben de coincidir con la tabla
de resultados.
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ESQUEMAS PARA LA IDENTIFICACION DE ANTICUERPOS IRREGULARES.
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Imagen 63. Técnica para la identificacién de anticuerpos irregulares. Fase salina. (Castillo R, et al., 2015).
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Imagen 64. Técnica para la identificacién de anticuerpos irregulares. Fase albumina. (Castillo R, et al., 2015).
MANEJO DE RESIDUOS

Papel, servitoallas, torundas con poca sangre o con alcohol (no empapadas).
Desechar en la basura municipal.

Punzocortantes, material de vidrio con sangre.
Contenedor rigido rojo.

Tubos vacutainer con sangre.
Desechar en bolsas rojas de polipropileno.

Tubos con muestras biolégicas (codagulos, suero o plasma).
Desechar en palanganas con hipoclorito de sodio al 1%

Desechos con soluciones de reaccion.
Desecharlos en contenedores con hipoclorito de sodio al 1%
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Practica No. 18
Fraccionamiento sanguineo.

INTRODUCCION

El fraccionamiento de la sangre es el proceso mediante el cual se efectla la separacion de los
componentes a través de una centrifugaciéon diferencial, en el cual, los diferentes componentes
sanguineos al poseer diferentes gravedades son separados en diferentes capas por centrifugacion,
dependiendo de tres factores: el peso especifico de cada componente, la fuerza centrifuga relativa
(velocidad) y la duracién de la centrifugacion o sea el tiempo determinado en revoluciones por
minuto (rpm) ademds de la temperatura, aceleracién y la desaceleraciéon de la velocidad en cada
una de las centrifugas. La calidad de los componentes sanguineos va en funcidon a una disminucién
de los leucocitos de las fracciones sanguineas, una estandarizacion del proceso, una mayor
recuperacion del plasma y del concentrado plaguetario, un aumento en la vigencia de los
concentrados eritrocitario a 42 dias y un mejor proceso de administracién, ya que hay, mayor fluidez
por la hemoconcentracién que se alcanza por el aditivo, asi como una mayor vigencia de las
plaquetas (Vite-Casanova M, 2004). El drea de fraccionamiento es crucial para la obtencion de
hemocomponentes de calidad, en la siguiente imagen se observan diferentes pardmetros que
afectan la calidad de los productos.

| VARIABLE _ EEMPO/COMENARO

BOLSAS DE EXTRACCION.

Las propiedades de intercambio gaseoso permiten un tiempo de almacenamiento
diferente de los componentes (por ejemplo, plaquetas).

TIPO DE AGITACION DE LA
SANGRE.

TIEMPO DE EXTRACCION.

El uso de agitadores automatizados puede reducir el riesgo de interrupciéon de flujo
durante el proceso de mezclado.

Un fiempo prolongado (15-20 minutos) no es apropiado para los concentrados
plaquetarios o plasmaticos.

CANTIDAD DE SANGRE EXTRAIDA.

La alteracién en la produccidon de sangre/anticoagulante puede afectar el
almacenamiento del GRD.

PRINCIPALES ANTICOAGULANTES-
CONSERVADORES: ACD, CPD,
CPDA-1, SOLUCIONES ADITIVAS.

El almacenamiento permitido de GRD varia segun el tipo de conservante.

ALMACENAMIENTO TEMPORAL DE
SANGRE ENTERA PREVIO A LA
CENTRIFUGACION.

Los niveles de factores Idbiles de coagulacion disminuyen durante el almacenamiento
a temperatura ambiente o refrigerado. Las plaquetas se preservan mejor cuando la
sangre entera se almacena a femperatura ambiente en vez de a 4°C.

CONDICIONES DE
CENTRIFUGACION.

Los factores mds relevantes incluyen la temperatura, duracion de centrifugacion,
mdximo logrado de fuerza g, equilibrio de las tazas de centrifugacion (centrifugaciéon
diferencial), grado de frenado.

METODOS DE SEPARACION DE
COMPONENTES CELULARES Y DE
PLASMA.

Los métodos automatizados pueden reducir la variabilidad en la contaminacion de
glébulos rojos de las plaquetas y puede permitir una mayor extraccién de plasma. La
extraccion de la capa leucocitaria permite la reduccién de leucocitos en los
componentes celulares.

TEMPO DE PROCESAMIENTO DE
GRD.

Existen limites de tiempo durante el cual debe realizarse la leucorreduccién para obtener
GRD leucorreducidos prealmacenamiento.

CONGELAMIENTO DEL PLASMA.

El congelamiento rdpido puede permitir una recuperacién mayor del factor VIII.

Imagen 65. Variables que afectan la calidad del producto durante la extracciéon de sangre,

procesamiento y preparacion de los componentes. GRD= Globulos Rojos Desplasmatizados; ACD=
Acido-Citrato-Dextrosa; CPD= Citrato-Fosfato-Dextrosa; CPDA-1= Citrato-Fosfato-Dextrosa-Adenina
(Aronson C, et al., 2012).
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El fraccionamiento de la sangre se basa esencialmente en fres aspectos. El primero,
corresponde al aseguramiento de la calidad del banco de sangre, accidon determinante para
proporcionar el receptor una seguridad transfusional. El segundo aspecto, el desarrollo de los
contenedores de pldstico para la recoleccién de sangre, revolucionando de manera importante a
nivel mundial la recoleccion de la sangre, eliminando las complicaciones provocadas por la
recoleccion de sangre en frascos de vidrio (como anteriormente se realizaba), tales como, embolias,
contaminaciéon y roturas, haciendo posible separar los componentes sanguineos mediante
conexiones con bolsas satélites. El tercer aspecto, es el desarrollo de los aparatos de refrigeracion
cenfrifugada con velocidad controlada, las centrifugas refrigeradas, que permiten que la sangre
fresca sea separada en sus diferentes componentes sanguineos (Vite-Casanova M, 2004).

Las bolsas de extraccion de sangre, deben cumplir con las siguientes especificaciones:
faciimente maleables durante el procesamiento de la sangre, flexible, resistentes a retorcimientos y
ralladuras. Ademds, el material de la bolsa debe resistir la esterilizacion por rayos gamma, por éxido
de etileno, por acelerador lineal individual o en su conjunto. El plastico deberia permitir el correcto
infercambio de oxigeno y didxido de carbono y asi evita la evaporacidon de agua del
hemocomponente. Existen bolsas de diversos tipos: bolsas simples, dobles, triples o cuddruples. Desde
hace un tiempo, estdn disponibles otfros tipos de bolsas de extraccion de sangre que incluyen filtros
en linea para la remocién de leucocitos. Los conservantes-anticoagulantes aprobados incluyen
solucién acido citrico-citrato de sodio-dextrosa (ACD), citrato-fosfato-dextrosa (CPD), citrato fosfato-
dextrosa-dextrosa (CP2D) y citrato-fosfato-dextrosa-adenina (CPDA-1). Las bolsas tienen puertos
(también llamados pilotos) que permiten el acceso a cada bolsa para la transferencia de los
componentes entre ellas. Se puede utilizar sellador dieléctrico o pinzas para separar las tubuladuras
en segmentos, o también llamados pilotos (Aronson C, et al., 2012).

= Hemocomponentes . S
angre

= Hemoderivados total
|

Plasma Glébulos
ricoen rojos
' plaquetas -empacados

Plasma
Concentrado Plasma
fresco
de plaquetas de 24 horas
congelado

Crioprecipitados

Albumina  Globulinas Factores de coagulacion

Imagen 66. Obtencion de los hemocomponentes y hemoderivados a partir de una bolsa Unica de
sangre total. Extraida de: https://bit.ly/2GCdTO0u.
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En la NOM-253-SSA1-2012, podemos encontrar las siguientes definiciones de los productos

sanguineos:

Sangre total: el tejido hemdatico tal y como se obtiene en una sesion de extraccion, suspendido
en una solucién anticoagulante.

Sangre fresca: el tejido hemdatico de reciente extraccién, que se ha mantenido en condiciones
adecuadas de conservacion y que mantiene todas las propiedades de sus diversos
componentes.

Concentrado de eritrocitos o concentrado eritrocitario: unidad que contiene mayoritariomente
glébulos rojos, obtenidos por fraccionamiento de una unidad de sangre total de una donacién
Unica o de una sesion de eritroaféresis.

Concentrado de plaquetas o concentrado plaquetario: unidad que contiene principalmente
trombocitos suspendidos en plasma, obtenidos por aféresis o preparados mediante
fraccionamiento de unidades de sangre fresca de una donacién Unica.

Concentrado de granulocitos: unidad obtenida en una sesion de aféresis, que contiene
principalmente neutrdfilos suspendidos en plasma.

Plasma: el componente especifico separado de las células de la sangre.

Plasma fresco: aquel obtenido de un donante de sangre total o mediante aféresis, en estado
liguido, mantenido durante un periodo de tiempo y a una temperatura determinada que
permitan que los factores Idbiles de la coagulacion permanezcan funcionales.

Plasma fresco congelado: aquel obtenido de un donante de sangre total o mediante aféresis
que se congela en un periodo de tiempo y a determinada temperatura, que permitan que los
factores Idbiles de la coagulacion se mantengan en estado funcional.

Plasma desprovisto de crioprecipitado: componente obtenido de una unidad de plasma
fresco congelado, consiste en el remanente plasmdtico que queda al retirar la porciéon del
plasma que precipita en frio.

Plasma rico en plaquetas: el que contiene abundantes trombocitos en suspension.

Plasma en cuarentena: aquel en que se efectUan el control de las pruebas de deteccion de
agentes infecciosos con una nueva determinacidn en el donante, en tiempo tal que cubra el
periodo ventana habitual de los marcadores de las infecciones virales fransmisibles por
transfusion.

Crioprecipitado: fraccion proteica del plasma fresco congelado que precipita al
descongelarse en condiciones controladas.

Unidad de crioprecipitado: fraccién proteica del plasma fresco congelado que precipita al
descongelarse en condiciones controladas, obtenida de un solo donante.

OBIETIVO

Que el alumno comprenda la funcion principal del fraccionamiento sanguineo, asi como su

almacenamiento, mediante los lineamientos establecidos por la NOM-253-SSAT1-2012.

18.1

CONTENIDO
OBTENCION DE LOS HEMOCOMPONENTES.

Fundamento:
La obtencion de los componentes de una unidad de sangre completa, se realiza a través de una
centrifugacion diferencial. La velocidad y el tiempo son los elementos clave en la separacion de los
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componentes, variables segun la marca de la centrifuga y de la posicion del cabeza. Los requisitos
para el fraccionamiento de la sangre fresca son: que tenga menos de 6 u 8 horas de haber sido
extraida, conservada adecuadamente antes de su fraccionamiento, un peso/volumen de 450 mL
10%, una cantidad de aire no mayor a 5 mL, ausencia de codgulos, datos del donador (nombre y
nUmero de identificaciéon), numero de la unidad, grupo sanguineo y factor Rh, hematocrito y/o
concentraciéon de hemoglobina (Vite-Casanova M, 2004).

Las cenftrifugas utilizadas para la obtencidn de componentes sanguineos, tienen un sistema de
refrigeracién que evita que, durante el proceso, en donde aumenta la temperatura por la friccion, el
calor generado afecte a las bolsas con la sangre total donada.

En la siguiente imagen se observa una centrifuga especial para el proceso de centrifugacion
en el banco de sangre.

Imagen 67. centrifuga para la obtencidon de hemocomponentes. Extraida de: https://bit.ly/2IWKaEO.
Técnica:

Nota: Una vez obtenida la bolsa de donacidn, el primer paso es pesarlas, esto se realiza con la
finalidad de saber si son aceptadas o no. Al pesarlas se verifica que el peso sea proporcional al
volumen sanguineo. Este paso debe de hacerse con forme al control de calidad interno de cada
banco de sangre y bajo sus propios lineamientos.

[ Una vez aceptadas las bolsas de donacién se deben de ingresar en las camisas propias de
la centrifuga. Se debe tener cuidado de que las guias de las bolsas no queden expuestas
para gue no se rompan con la fuerza centrifuga.

Il. Balancear las camisas con las bolsas dentro en una balanza granataria, con la finalidad de
equilibrar los pesos. No se deben usar objetos duros para equilibrar los pesos porque pueden
romper las bolsas.
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Il Una vez equilibrados los pesos, se deben de acomodar las bolsas encontradas dentro de la
cenftrifuga.

V. Se debe de programar la centrifuga de acuerdo a las fracciones que se deseen obtener.
En la siguiente tabla se describen los datos para la obtencion de los diferentes
hemocomponentes.

Fuerza ai:

ponente centrifuga Minutos .«W 1(g)* Minutos
Concentrado de eritrocitos (paquete 5000 5 4500 4
globular)
Plasma libre de células 5000 7 1500 20
(para congelacion)
Plasma rico en plaquetas 2000 3 375 10
Concentrado 5000 7 1500 15
plagquetario
(obtenido del anterior)
*Centrifuga con 15 cm de radio medio (1 pulgada = 2,54 ¢cm)

Imagen 68. Fuerza centrifuga relativa (g) para la obtencion de los componentes de la sangre.
Rodriguez M, et al., 2014.

En la siguiente imagen se observa cémo es que deben ir acomodadas las bolsas de sangre
completa dentro de la centrifuga.

Imagen 69. Acomodo correcto de las bolsas de sangre en la centrifuga. Extraida de:
https://bit.ly/2lykNG8.

& Bioquimico Diagndstico: Oliver Almardz Cruz Alejandro. 140 |




Opcidn Técnica de Banco de Sangre. I

Imagen 70. Bolsa de sangre total centrifugada, en la parte superior se observa el plasma (1) y en la
parte inferior los eritrocitos (3), en medio de ambas fracciones se encuentran la capa de plagquetas
y leucocitos (3) o también llamada leucoplaquetaria. Banco de Sangre del Hospital Infantil de
México Federico Gémez.

Nota: Una vez transcurrido el tiempo de la centrifugacion. Se deben de sacar las bolsas de manera
cuidadosa para proceder a separar los componentes.

Para la obtencién de los hemocomponentes se pueden emplear equipos automatizados,
semiautomatizados o manuales. Los sistemas de fraccionamiento sanguineo automatizados, tienen
un microprocesador inferno que monitorea la informaciéon de las bdsculas y tienen sensores dpticos y
mecdanicos infegrados en el dispositivo. Usando esta informacion recopilada, el equipo confrola la
presion que ejerce sobre la bolsa primaria para dirigir el flujo de los componentes sanguineos que se
extraen (TERUMOBCT).

Imagen 71. Equipo ufilizado para fraccionamiento. Banco de Sangre del Hospital Infantil de
México Federico Gomez.

Con el método manual de fraccionamiento, a partir de extractores manuales la separacion de
los componentes se tienen que realizar de manera secuencial, con el desplazamiento de la capa
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leucoplaquetaria, lo cual, permite la posibilidad de contaminar los componentes fraccionados. Por
este motivo, estos métodos manuales han sido descontinuados.

Imagen 72. Sistema de fraccionamiento manual (prensa). Extraido de: https://bit.ly/2MingGE.
18.2 ALMACENAMIENTO DE LOS HEMOCOMPONENTES.

Lo NOM-253-SSA1-2012 establece las condiciones que deben los hemocomponentes,
dependiendo del producto que se haya fraccionado. En las siguientes imagenes se enlistan dichas
condiciones y la temperatura de conservaciéon de los diferentes productos sanguineos.

18.2.1 CONCENTRADOS PLAQUETARIOS

Los concentrados de plaguetas se podrdn obtener por fraccionamiento de sangre fresca a
partir de plasma rico en plaguetas o de la capa leucoplaquetaria, o bien mediante aféresis
automatizada. Solo se fraccionardn plaquetas de unidades de sangre total cuando el tiempo de
extraccion de la sangre del donante no hubiese excedido de 12 minutos (NOM-253-SSA1-2012).

Los concentrados plaquetarios se deben de mantener en un armario incubador cerrado con control
de temperatura entre +20°C y +24°C y que en su interior haya superficies que realicen movimientos
horizontales suaves, oscilatorios de no mas de 70 rom, lo que mantendrd a las plaquetas en agitacion
constante, con la finalidad de obtener un infercambio gaseoso a través de la pared de la bolsa y
evitar que éstas se plieguen.

En la siguiente imagen se observan las caracteristicas del almacenamiento que deben tener las
plaquetas una vez fraccionadas.
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Variables

Temperatura de Vigencia

QOtras condiciones o
conservacion

Cinco dias después de la donacion, ampliable
En_ _sjlstemzi_ cerradr:_), eN | 000 C a +24° C hasta T dias s se e’mpiean ssstemaf de
agitacién continua suave; reduccién bacteriana o métodos de deteccidn de

contaminacion bacteriana.

En sistema cerrado, sin
agitacion;

+20°C a +24°C | Maximo 24 horas después de la donacion.

Plaquetas lavadas

{descongeladas o no), en
agitacién continua suave; Maximo seis horas a partir de la apertura del

+20°Ca+24°C |sistema o del procedimiento (es preferble
transfundirlas en el menor tiempo posible).

d) Plaguetas con escaso volumen
de plasma, y

e) Plaquetas en sistemas abiertos.

Nota: Los procedimientos de irradiacion o filtrado para leucodeplecion no altera la vigencia asignada a los
preparados de plaquetas.

Imagen 73. vigencia de unidades de plagquetas recuperadas de |la sangre total, mezclas de
unidades y unidades obtenidas por aféresis. (NOM-253-SSA1-2012).

Las plaquetas también se pueden congelar, pero solo se deberdn emplearse unidades que hayan
sido recolectadas por aféresis, que se encuentren en un lapso de las primeras 24 horas después de su
extraccion. en la siguiente imagen, fomada de la NOM-253-SSA2-2012, se observa la vigencia de las
plaguetas que se congelan en el banco de sangre.

Tipo de unidad Temperatura de conservacion Vigencia

Maximo 24 meses a partir de la

lgual o inferior a —150° C 2
congelacion

Plaguetas obtenidas por

aféresis Maximo 12 meses a partir de Ia

Igual o inferiora —80° C 5
congelacion

Imagen 74. vigencia y conservacion de unidades de plaquetas congeladas. (NOM-253-SSA1-2012).
18.2.2 CONCENTRADOS ERITROCITARIOS Y SANGRE TOTAL

El uso terapéutico de la sangre total es limitado, su utilidad primordial es para el
fraccionamiento en sus diversos componentes. El intervalo entre la extracciéon y el fraccionamiento
de la sangre tfotal se llevard a cabo a la brevedad posible con el fin de conservar los efectos
terapéuticos de cada uno de los componentes que la constituyen. En la siguiente imagen, se observa
la vigencia mdxima que tienen estos productos conforme al anticoagulante o solucion preservadora
gue contienen las bolsas de donacion.
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) Anticoagulante o 5 . e Temperatura de
Unidad A 3 . Vigencia maxima > o
solucion que contienen conservacion

En sistemas cerrados

35 dias a partir de la

CFPDA s
extraccion

Sangre y concentrados de

eritrocitos CPD con solucién 42 dias a partir de la
aditiva. extraccion

12°Cy +6°C

En sistemas abiertos

24 horas a partir de la

+2°Cy+6°C
apertura del sistema B

Sangre y concentrados de CPDA vy CPD con
eritrocitos solucion aditiva. Seis horas a partir de la

" +6%y +10° C
apertura del sistema

Imagen 75. vigencia de las unidades de sangre total y de los concentrados de eritrocitos. (NOM-253-
SSAT1-2012).

18.2.3 CONCENTRADO DE GRANULOCITOS.

Los concentrados de granulocitos para uso terapéutico se deberdn obtener mediante
aféresis. Los concenfrados de granulocitos se deberdn conservar enfre +20°C y +24°C,
preferentemente en agitaciéon. Su periodo de vigencia mdxima serd de 24 horas; de no emplearse en
este lapso, se le deberd de dar destfino final (NOM-253-SSA1-2012).

18.2.4 PLASMA'Y CRIOPRECIPITADOS.

Para obtener plasma fresco y crioprecipitados se realiza también a partir de sangre completa. De
acuerdo a la siguiente imagen es su tiempo de conservacion.

Temperatura de Intervalos maximos de

Unidad o : Nyt
conservacion vigencia (vease nota)

Plasma fresco, plasma desprovisto de —25° C o inferior 36 meses
factores labiles de la coagulacién vy
crioprecipitados

-18°Ca-25°C Tres meses

Plasma fresco y crioprecipitados

+2°Ca+6°C Seis horas
descongelados

Nota: Los plasmas que fuesen a destinarse para elaborar hemoderivados deberan conservarse bajo los
criterios que indique de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos.

Imagen 76. Conservacion y vigencia de las unidades de plasma y crioprecipitados. (NOM-253-SSAT1-
2012).
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RESULTADOS
Actividad: conforme a lo establecido en la NOM-253-SSA1-2012. Conteste las siguientes cuestiones.

1. Mencione tres pardmetros cruciales que se deben controlar en centrifugacion diferencial.

2. Suponga que usted es el encargado del drea de fraccionamiento y un donador dono sangre
total alas 10:00 horas y usted es llamado a una junta urgente en el banco de sangre, la sangre
total permanecio sin fraccionar mds de 8 horas. Aceptaria el tejido sanguineo para fraccionarlo
0 no. Explique el porqué de su decision.

3. Mencione cuales son las caracteristicas de almacenamiento de cada uno de los siguientes
hemocomponentes.
Concentra Plasma Plasma Crioprecipita Concentrados

dos . Plaquetas fresco desprovisto dos eritrocitarios
plaquetarios  congeladas congelado de

crioprecipi
tados

Almacen
amiento
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4. Mencione cuales son las rom y temperatura que debe tener su centrifuga para la obtencién

de concentrado eritrocitario, plasma fresco, crioprecipitados, y plasma desprovisto de
crioprecipitados.

Concentirado Plasma fresco Plasma Crioprecipitados

eritrocitario congelado desprovisto de
crioprecipitados

Revoluciones por
minuto
Temperatura de
la centrifuga
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Practica No. 19
Protocolo de reacciones adversas a la transfusion.

INTRODUCCION.

Generalmente la transfusion de componentes sanguineos se considera un procedimiento
terapéutico seguro, inocuo y eficaz. Sin embargo, la terapia transfusional puede producir resultados
adversos. Estos efectos adversos que se conocen como “Reacciones Transfusionales” (RT), tiene una
variedad de complicaciones, que van de leves a graves, pudiendo incluso provocar la muerte. Por
tanto, los riesgos de la fransfusion deben sopesarse con los beneficios terapéuticos esperados,
llevandose a cabo solo cuando los beneficios superen los riesgos (Lopez A, 2007).

Una reaccién transfusional es aquella respuesta anormal o efecto adverso que un paciente
presenta o desarrolla con la administracion de los diferentes componentes sanguineos, de manera
inmediata o tardia. La frecuencia oscila de 0.5-3% del total de los pacientes fransfundidos. La reaccion
transfusional se considera inmediata o aguda si se presenta en las primeras 24 horas posteriores a la
transfusion y tardia cuando se presenta después de este lapso (Lopez A, 2007).

Es importante que los médicos estén al tanto de dichos riesgos cuando se discute con un
paciente la necesidad de la transfusidon. Aun mas, las enfermeras y los responsables de transfundir
deben estar al tanto de los signos y sinfomas de una posible reaccién y deben estar muy bien
preparados para las acciones que se deben tomar a fin de mitigar el episodio actual, asi como evitar
futuras reacciones similares cuando sea posible. El reconocimiento temprano, la inmediata suspension
de la fransfusion y una mejor evaluacion son elementos claves para obtener un resultado exitoso.
Dentro de los signos y sintomas que pueden ser indicadores de una reacciéon transfusional se pueden
mencionar los siguientes:

- Fiebre, generalmente definida como un incremento de la temperatura por encima de los
37°C, es el signo mds caracteristico.

- Escalofrios con o sin temblores.

- Dificultad respiratoria, incluyendo tos, disnea y cianosis.

- Hiper o hipotension.

- Dolor abdominal, de térax, lateral o de espalda.

- Dolor en el sitio de la infusion.

- Manifestaciones cutdneas, incluyendo urticaria, erupciones, enrojecimiento, prurito vy
edema localizado.

- Nauseas/vomitos.

- Sangrado anormal.

El diagnostico diferencia de una reaccién transfusional puede dividirse en agudas o
inmediatas, contra reacciones tardias. Estos dos tipos de reacciones pueden clasificarse ain mds
como reacciones inmunoldgicas o no inmunoldgicas, las primeras son aquellas donde existe una
respuesta inmune por la fransfusion y las segundas se deben a otros factores (Aronson C, et al. 2012)

Las reacciones de tipo inmunoldgico son provocadas por la interaccién in vivo de un antigeno
con su correspondiente anticuerpo (Ag-Ac). Por lo general, el anticuerpo estd presente en el plasma
del receptor y el antigeno en los eritrocitos del donador (se dice que hay una incompatibilidad
mayor). Los antficuerpos fransferidos con el plasma de un donador pueden originar hemolisis al
combinarse con los eritrocitos del paciente (se dice que hay una incompatibilidad menor). En este
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rubro se encuentran las reacciones hemoliticas, que pueden ser infravasculares y extravasculares. En
las hemolisis intravasculares, la destruccion de los eritrocitos se produce en el torrente sanguineo con
produccion de hemoglobinemia y hemoglobinuria; los anficuerpos son IgM, con capacidad de
activar al sistema del complemento. En Ia hemolisis extravasculares, los antficuerpos son IgG fijadoras
o no del complemento y la destruccidn eritrocitaria ocurre en el sistema fagocitico mononuclear, con
elevacion de bilirubina indirecta. Aunque en toda reaccion hemolitica participan ambos
mecanismos simultdneamente, una predomina sobre el otra (Lopez A, 2007). En la siguiente imagen
se ven las diferentes reacciones transfusionales inmunoldgicas.

Inmunologicas Inmediatas
e Hemolitica

. Febril no hemolitica
e Alérgicas:
* Urticaria
* Anafilactica
e Dafo pulmonar agudo asociado a transfusion

Tardias
Aloinmunizacién contra antigenos: eritrocitarios,
leucocitarios, plaguetarios o proteinas plasmaticas
Hemolitica
Enfermedad injerto contra hospedero (EICH-AT)
Purpura postransfusién
Inmunemodulacion por transfusion

Imagen 77. Reacciones transfusionales inmunoldgicas. (Malagdn A, et al. 2007).

Numerosas complicaciones pueden acompanar a la terapia transfusional, a pesar de contar
con hemocomponentes compatibles inmunoldégicamente. Las reacciones transfusionales no
inmunolégicas se asocian al método de obtencidon, preparacion, almacenaje o administracion del

hemocomponente (Lopez A, 2007). En la siguiente imagen se ven las diferentes reacciones
transfusionales no inmunoldgicas.

No Inmediatas
inmunologicas «  Contaminacion bacteriana
«  Sobrecarga circulatoria
- Hemolisis no inmune
* Mecanica
* Térmica
* Osmotica
Embolia
* Aérea
* Particulas
Hipotermia
Desequilibrio electrolitico
* Hipocalcemia
* Hiperpotasemia
* Hipomagnesemia
Coagulopatia hemodilucional

Imagen 78. Reacciones transfusionales no inmunoldgicas. (Malagdn A, et al. 2007).
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Tardias
. Hemosiderosis

- Transmision de infecciones virales, bacterianas y
parasitarias.

Imagen 78. Reacciones fransfusionales no inmunolégicas. CONTINUACION.
OBJETIVO.

Que el alumno conozca el protocolo general que se lleva a cabo en el banco de sangre
cuando se presenta una reaccién adversa transfusional, mediante la legislacion que marca la NOM-
253-SSA1-2012.

ACTIVIDAD PREVIA.

Consulte la NOM-253-SSA1-2012, especificamente el capitulo 14, con la finalidad de contestar
el cuestionario que se le solicitard en el apartado de Resultados.

CONTENIDO.
19.1  PROTOCOLO GENERAL DE MANEJO DE REACCIONES TRANSFUSIONALES INMEDIATAS.

La NOM-253-SSA1-2012, indica que el médico que atfienda a un paciente que ha recibido una
transfusion, deberd evaluar de inmediato cualquier aparente reaccion transfusional y adoptard las
medidas que estime necesarias, conforme a los procedimientos establecidos. La Guia para el uso
clinico de la sangre, de la Secretaria de Salud, indica el protocolo general que se debe de llevar a
cabo durante las reacciones transfusionales:

Suspender de manera inmediata la transfusiéon del componente

Mantener un acceso venoso permeable

Identificar el tipo de reaccion transfusional

En caso de sospecha de reaccidon hemolitica, tomar muestras para estudio de la reaccion y
enviar al servicio de transfusiones o banco de sangre:

e Muestra sanguinea con anticoagulante (EDTA).

e Muestra sanguinea sin anticoagulante.

e Muestra de orina postreaccion.

e FElremanente del producto transfundido y el equipo de transfusion.

e Acompanar un breve resumen clinico del paciente que incluya: diagnostico,
medicamentos administrados, tipo de reaccién transfusional (formato de
identificacion del producto requisitado), antecedente de reacciones previas y
manipulacién que se dio al producto (cambio de temperatura, conservacion, etc.).

5. En caso de la reaccién hemolitica intfravascular es crucial mantener la perfusion renal, con un
flujo urinario superior a 100 mL por hora al menos por 18-24 horas, mediante hiperhidratacién
con solucion salina (excepto en pacientes con diagndstico previo IRC (cdlculo del incremento
del recuento corregido para plaquetas) y diuréticos del tipo de la furosemida 40-80 mg en
adultos y 1-2 mg por kilogramo de peso en ninos.

il el
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6. La hipotension puede tratarse con dosis bajas de dopamina (menos de 5 ug por kilogramo por

minuto).

7. Oftras medidas de sostén que se consideren pertinentes (manojo de coagulopatia, choque,

etc.).

8. Verificar: nUmero de registro, grupo ABO y Rh0O D de la unidad fransfundida; identificacion de
muestras sanguineas y nombre del paciente.

9. Realizar estudios de laboratorio en las muestras pre y post tfransfusional del receptor (el servicio
de fransfusiones debe conservar las muestras pretransfusion un minimo de siete dias, el suero se
mantiene congelado y el coagulo de +1 a +6°C):

Observar si el plasma de la muestra postransfusion del paciente presenta datos de
hemolisis.

Repetir la determinaciéon de grupo sanguineo ABO y RhO D en las muestras pre y post
transfusidon del paciente.

Realizar prueba de antiglobulina humana directa (Coombs directo) en la muestra
postransfusion del paciente.

Realizar pruebas de compatibilidad con las muestras pre y post transfusional.
Investigar la presencia de anticuerpos irregulares eritrocitarios en las muestras pre y
post transfusion del paciente.

En el remanente de la bolsa del componente sanguineo verificar grupo ABO y RhO D
cuando proceda, cuenta de leucocitos, bacterioscopia y cultivo.

En la muestra de orina realizar inspeccion visual y estudio de hemoglobina libre.

10. Solicitar al paciente los siguientes estudios de laboratorios:

Determinacion de citometria hemdtica.

Determinacion de bilirrubinas.

Hemoglobina libre en plasma.

Haptoglobinas.

MetahemalbUmina.

DHL.

Monitoreo del estado de la funcidn renal: BUN y creatinina sérical).

Monitoreo del estado de coagulacion: TP, TTPq, fibrindgeno y cuenta de plagquetas.
Leucoaglutinacion y linfocitotoxicidad (para el diagndstico diferencia con reacciéon
felril no hemolitica).

En caso de que la reaccidén transfusional se sospeche que sea por contaminacién bacteriana
se enviard la unidad implicada al banco de sangre o en su caso, al servicio de transfusion, junto con
una muestra del receptor obtenida en condiciones de esterilidad. En su caso, el banco de sangre
deberd enviar la unidad o mezcla implicada junto con una muestra del receptor para bacterioscopia
y cultivo. En este caso y de haberse preparado mds de un componente a partir de la misma unidad,
se dard destino final al resto de los componentes. A cualqguier unidad o remanente de ella involucrada
en una reaccidn transfusional se le deberd dar destino final una vez concluidos los estudios pertinentes
para cada tipo de reaccion o efecto adverso (NOM-253-SSA1-2012. Para la disposicion de sangre
humana y sus componentes con fines terapéuticos).

En la siguiente imagen se observa el formato sugerido por la Secretaria de Salud para el reporte
de una reaccidn transfusional.
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REPORTE DE REACCION TRANSFUSIONAL

Mombre de| padante: Edacl: Sax
Registra: Sevicds
Diagristicn:
Hera de la Voduren IdentIcacidn del products
Fecha: reacciin: transfundida:__ transfundido;
SIGNGS VITALES
Prelransiusitn Peatransfusidan

Tamperatura:
FC:
FR.2
T/
Fulsa:
SIGNOS ¥ SINTOMAS

Lirticaria COring pscura Hipatensifa

Prunao Petequizs Elewacifn de la

Incremearsa dal pulss Anafilasia temperatura mayor 8 1°C do la

Dalor mu=scular Cliguria temperatura inicial
ACCIDONES TOMADAS POR GUIEN REALIZA LA TRANSFUSION

Suspender la transfusion de inmediao

Martaner vena permeabla can soluodn fisicidaica

Toma de sgnos vika'es

Toma de muestras sarquineas {3 oo con anticoagulantz EDTA w 10 o s anticcagulania) ¥
muesta de orlna
TRABAID DE INVESTIGACIGN POR EL LABQRATORIO
1.Observacian visual de las muestras pre ¥ pastransfusién el padente: hemaliss, ichedca y alres
cambizs da calnrmcda. i i i .
2.Merilcar apariencia del produds sanairnes v e eqispo de transhision, heralisis, caagulos, hire y
cambias e caloraciéa. Aspocio Nsico ¢ integrided de 12 bals, cliquetas v equipd 68 Traresfusian pans

identificar pesibie mal mancjo,
3.Realizar:

ESTUDIOS PRODLICT ¥
Coain b dirtcto
Grupe ADG
Grups Rh(D]
Trweeatigacidn de anticliggas
Antledracites
Anbleucocitas
Antlirfocttas
Hemzglobina libre
Pruebas cruzadas
Hemzglokina an orina
Bfrrubiras {despuds de & homs
de la raacclén)
Tingiten de gram(*)
Cultjva {*)
{*IEstdn indicadas cugndo existan camleas de colocacida, hemdlisia, presencia de codoulag, walismen
anarrral de aire, anlecedentes de manipulacitn del cormpanents par £l senicio de transfesion o del
area cinica (fracdones podidtricas, conexidn de equipo de transfusion, preducios fvados, ruptura de
[ unldad ). .
INTERPRETACIDHN:

Momibre comslena y Mg del el ion oue Epota Hasbre oorphefa y Mg del quision que sealiza los estudics

Imagen 79. Reporte de reaccion adversa fransfusional. (Malagodn A, et al., 2007).

& Bioquimico Diagndstico: Oliver Almardz Cruz Alejandro.

151 |




Opcidn Técnica de Banco de Sangre. I

En el momento de la transfusion

FIEERE
ESCALOFRIOS

ANSIEDAD DISNEA,
DOLOR CIANOSIS

APLICAR PROTOCOLO DE MANEJO Y REPORTE DE SOSPECHA

Hemadlisis visible, determinacidn de Hb libre en plasma, DHL elevada, AGH positiva,
Bl elevada, hemoglebinuria, haptoglobinas disminuidas o ausentes

Estudios inmuno-
hematolagicos

Placa de tdrax con

‘ alteraciones caracteristicas

Linfocitotoxicidad Buscar otras
Leucoaglutinacion causas no

tivo
’ nega

positivo

Continuar manegjo
reaccion hemaolitica
con eénfasis en ph. IRA

Prueba cruzada relacionadas a
de linfos transfusian

Manejo para dario

pulmonar agudao
asociado a transfusiaon

) 4

Aplicar productos
leucorreducidos

Buscar ofras
causas de ficbre

Imagen 80. Algoritmo de reacciones Transfusionales inmediatas (Malagdn A, et al., 2007).

RESULTADOS.

Actividad: con base a lo revisado en la NOM-253-SSA1-2012, conteste las siguientes preguntas:

1.

sBajo qué condiciones opta el médico tratante la indicaciéon de una transfusién?
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2. 3Bajo qué condiciones se pueden realizar transfusiones domiciliariase

3. sUnicamente un banco de sangre es el facultado para realizar transfusiones ambulatorias?
Explique.

4. Mencione tres caracteristicas que deben tener los equipos especializados para la tfransfusion
de hemocomponentes.

5. Cuando se presenta una reaccion inmediata adversa a la transfusion, 3Cudles son los tipos de
muestras que se deben de enviar inmediatamente al banco de sangre para su andlisis?

6. Una vez recogidas las muestras por el banco de sangre: 3Qué tipo de pruebas de laboratorio
se deben de realizar en las muestras pre y postransfusionales del receptore Anote también las
pruebas que se deben realizar al remanente de la unidad transfundida.
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7. 3Qué sucede con las unidades o remanentes que fueron involucradas en una reaccion
transfusional2
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Prdactica No. 20
Control de calidad.

INTRODUCCION.

Existe gran cantfidad de literatura acerca de la gestion de la calidad en los laboratorios.
Edwards Deming, a quien a menudo se considera el padre de la gestion de la calidad, describié un
“sistemna” como una “serie de funciones o actividades denfro de una organizacién que frabajan
juntas con el objetivo de la organizacion”. La gestion de calidad son las actividades coordinadas para
dirigir y controlar una organizacion con respecto a la calidad. Dentro de la gestion de calidad se
encuentre la politica de la calidad y los objetivos de la calidad, el planeamiento de la calidad, control
de calidad, garantia de calidad y mejora de la calidad. Podemos definir al control de calidad como
una rama de la gestion de calidad, que engloba el conjunto de mecanismos, procesos y
procedimientos disenados para monitorear el sistema de medicion y asegurar que los resultados son
confiables para el uso clinico deseado (Westgard J, Migliarino G. 2014).

El control de calidad es un sistema disenado para incrementar la probabilidad de que cada
resultado reportado por el laboratorio sea vdalido y pueda ser utilizado con confianza por el médico.
Los procedimientos de control de calidad funcionan detectando errores analiticos, idealmente
cualquier error suficientemente grande para invalidar la utilidad medica de los resultados de
laboratorio debe ser detectado. El rango esperado de los valores para un control es calculado
usando estadisticas relativamente sencillas. Estas estadisticas incluyen: la media, desviacién estdndar,
coeficiente de variacion y el indice de desviacion estandar (Cooper W, 2007).

La media (o promedio) proporciona la mejor estimacion sobre el valor real del analito para un
nivel especifico del confrol. La desviacion estandar cuantifica la cercania de los valores numeéricos
entre cada uno de ellos y es utilizada para evaluar la precisidon del sistema de prueba. Es muy
recomendable usar una calculadora o una hoja de cdiculo para realizar la desviacion estdndar.
Usando la media y la desviacion estandar, el laboratorio puede establecer limites de decision. Estos
limites son utilizados para definir qué resultado del control es considerado aceptable. Los limites de
decision son establecidos a £ 1s, 25 y 3s de la media. Usando la media y un rango de = 3s, se crea una
grafica Levey-Jennings para cada andlito y cada nivel de contfrol, que permite al laboratorio
monitorear la precision de sus pruebas. Cuando un proceso anadlitico esta en control, los datos del
control de calidad formaran una distribucion Gaussiana, donde aproximadamente el 99.7% de los
resultados caerdn dentro de los limites de * 3s. los resultados del control de calidad que estdn fuera
de los limites 3s son generalmente considerados fuera de control, y el ensayo deberia ser rechazado.
Los resultados del control de calidad mayores a 2s, pero dentro de los limites 3s no necesariamente
indican que el ensayo deba ser rechazado, ya que aproximadamente 4% de los resultados validos
caerdn entre 2s y 3s (Bio-Rad Laboratories, 2009).

OBJETIVO.

El alumno elaborard una gréfica de Levey-Jennings aplicando los métodos estadisticos bdsicos
para el control de calidad en el banco de sangre.
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CONTENIDO.
20.1 CALCULO ESTADISTICO.

El cdiculo estadistico, consiste en calcular la media, la desviacion estandar y los limites de deteccion,
funciona para poder construir el grafico de Levey-Jennings.

e Calculo de la media ( f) . Para calcular la media se deben sumar todos los valores obtenidos
para ese control. Enseguida, se divide la suma de los valores entre el total de todos los valores.

Se puede aplicar la siguiente férmula:
media

X
n = total de los valores del grupo de datos
x, = cada valor en el grupo de datos

Donde:

e Calculo de la desviacién estandar (s). Para poder realizar este paso debe aplicar la siguiente

formula:
s = Z(xn B E)2
B n-—1

S = desviacion estindar

Donde:

Z(xn —x)? = sumatoria de cada valor en el grupo de datos,

menos la media, todo esto al cuadrado

n = total de los valores del grupo de datos

e Limites de decisidon o de control. Cada limite control tiene un limite superior y uno inferior.

Para el cdlculo de los limites inferior: Para el cdlculo de limites superior:
-1s= X =5 +1s= X +S
-2s= X — 25 +2s= X + 25
-3s= i — 35 +3s=x + 35

20.2 ELABORACION DE GRAFICAS DE LEVEY-JENNINGS.

Para la elaboracion de una grdfica control, se deben tener valores del control que se vaya a
graficar. Para este ejemplo utilizaremos el control positivo para el marcador seroldgico de HIV, el
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equipo Architect, para este control, mide los valores en Unidades Relativas de Luz (URL). Los materiales

de conftrol fueron analizados una vez al dia durante un periodo de 20 dias. Los datos de cada dia,
respectivamente, fueron los siguientes:

5.4 URL 8.9 URL 12.2 URL 5.9 URL 12.0 URL
6.4 URL 10.0 URL 9.8 URL 8.7 URL 11.1 URL
7.0 URL 12.6 URL 8.1 URL 10.3 URL 8.0 URL
8.5 URL 11.1 URL 7.4 URL 12.5 URL 13.3 URL

l. Aplicando las formulas anteriores, se calculan la media:
X = z :xn /n

_ 54+4+7+89+126+122+81+64+85+10+11.1+98+74+59+103+12+8+8.7+125+11.1+13.3
X =
20

x=9.5

Il. Se debe calcular la desviaciéon estadndar.

_ Z(xn_i)z
$= n-1

(X, — %)%= (5.4-9.5)2+ (7-9.5)2 +..eovveenee. (13.3-9.5)2 =
_ 108.4 23
5= [T19 T4

Se obtiene una media de 9.5 URL y una SD de 2.3 para el control positivo para HIV.

. El siguiente paso es calcular los limites de control, aplicando las formulas anteriores.

-1s= ¥ —s = 9.5-2.3 = 7.2 (limite inferior 1s) +1s= x +5=9.5+2.3 =11.8 (limite superior 1s)

-2s= X — 25 = 9.5-(2*2.3) = 4.9 (limite inferior 2s) +2s= ¥ + 25 = 9.5+(2*2.3) = 14.1 (limite superior 2s)

-3s= & — 3s = 9.5-(2*2.3) = 2.6 (limite inferior 3s) +3s= ¥ + 35 = 9.5+(3*2.3) = 16.4 (limite superior 3s)
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V. Una vez obtenidos esos datos, se construye la grdfica utilizando papel cuadriculado. Una
hoja para cada control que se vaya a graficar.

Imagen 81. Papel cuadriculado para la elaboraciéon del grafico (Westgard J, 2013).

La grafica debe incluir un titulo, el cual debe llevar el nombre del ensayo vy el tipo de control
que se estd realizando. En el eje “x"” o horizontal, representa los dias en los que se realizd el control,
como normalmente se realiza en un mes, se ponen en 30 dias. En la escala del eje "y" o vertical, se
deben ponerla escala de acuerdo a las unidades del control, en nuestro caso con unidades relativas

de luz (URL).

V. A la mitad de la hoja, se debe anotar en el eje vertical el valor de la media, tfrazando una
linea horizontal a lo largo de la hoja. Se debe localizar los valores que correspondan a la
desviacion estdndar de +1sy -1s y asi, para cada uno de los limites de control.

16.4 URL

14.1 URL

— o i e b e o e b - o o e e ] o e -

L]

+1S l...."l.lll AR AR RS RS R L) L) L AR AR R DR R R L R L LR D L ) LR L) L) I‘l‘..

MEDIA I

-1S DR R TR T R R ) R R R Y sahnshonhanhoshoshonhonhoshoaranhnshonhe Shanhan 72 URL

Ilb----iqbin----i.-l.---qbllib p— | —

I
1
1

Ul

1 234 85678 90100R2BIISI6GITISIN02I222324282627282930

Dia o Numero de medicion del control

Imagen 82. Senalamiento de los cdlculos estadisticos (Westgard J, 2013).
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VI. Una vez establecidos los limites de control y la media, se comienza a anotar en la grdfica
los puntos del control, en este caso el control positivo para el marcador serolégico de HIV.

El objetivo de un buen control de calidad, es realizar un control estadistico del proceso en donde, las
mediciones del control deberian de mostrar la misma distribucién, o parecida. Eso significa que serd
poco usual ver un valor del control que exceda el limite 2s y muy raro ver valores que excedan un
limite 3s. Si el procedimiento de medida es inestable y tiene algun fipo de problema, habria mads
posibilidades de ver valores del control que excedan los limites. Por lo tanto, cuando los valores del
control caen dentro de la distribucion esperada, se clasifica la corrida como “en control”, se aceptan
los resultados y se informan los resultados de pruebas de pacientes. Cuando los valores de control
caen por fuera de la distribucidon esperada, se clasifica la corrida como “fuera de control”, se
rechazan los valores de las pruebas y no se informan los resultados de los andlisis de los pacientes.

= o1
R
e }"M"""f' Rabitatudattolo L NN

| T
MEDIA I 7 \R

_1S srhanhanpan i.-rut i'v io\) S LR R R n%jo TR R R R T ) R R R Y D Y R T

e e e e s e e B B B B R R D B R I R L B T R

L

\
L —

—
| 1
——

_—
=

L

1 234 5678901 RRLBEISIGITISIN02I222324282627282950

Dia o Numero de medicion del control

Imagen 83. Grafica de control para el marcador positivo de HIV, como se observa en la imagen, los
puntos caen dentro de los limites de +2s y -2s, por lo que el control se acepta (Westgard J, 2013).

20.3 EVALUACION DE LAS REGLAS DE WESTGARD

Los retos del desempeno consisten en varias reglas que definen los limites especificos de
desempeno. Estas reglas son comUnmente conocidas como reglas de Westgard. Si cualquiera de las
reglas es violada, entonces la corrida analitica debe invalidarse y los resulfados de las pruebas no son
aceptados. Son varias las reglas de Westgard. Algunas son disenadas para detectar errores aleatorios;
otras detectan errores sistemdticos que pueden indicar un sesgo en el sistema. El objetivo principal es
obtener una alta probabilidad de detectar error y una baja frecuencia de falso rechazo de las
corridas (Cooper W, 2007).
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Nota: si cualquiera de las siguientes reglas es violada, el técnico debe revisar la realizacién de la
prueba, consultando las guias de problemas, tal vez la realizacion del mantenimiento, corregir 1os
problemas identificados o los del protocolo, y notificar al supervisor que toma las decisiones referentes
al reporte de resultados y correr nuevamente la prueba (Cooper W, 2007). Las reglas son:

205

125 Esta es lIa "regla de advertencia.”
Si una medicion de control excede

la media +/- 2s, entonces el técnico

debe considerar otros controles
en la corrida ("intra-ensayo”)

y en corridas previas (“inter-ensayo”)

antes de aceptar la corrida y
reportar los resultados.

Esta regla detecta el error aleatorio.

La viclacion de esta regla tambign

puede senalar un error sistematico.

La comrida es considerada fuera
de control cuando un valor control
excede la media +/-3s. Esta regla
s aplica unicamenta dentro

de la corrida.

Esta regla detecta el error
sistematico. Debe aplicarse
dentro de |las corridas inter
ensayo. Esta regla es violada
dentro de |la comrida cuando dos
valores consecutivos del control
(o 2 de 3 valores control cuando
s& comen 3 niveles) exceden

el "mismo” limite (media +2s)

0 imadia -2s). La regla 8s violada
entre las corridas cuando un valor
previo para un nivel particular
del control excede el "misma”
limite (media +2s) o [media -2s).

Esta es una regla "rango” v detecta
el error aleatorio. Esta regla es
aplicada sclamente dentro da

la comrida. Esta regla es violada
cuando [a diferencia de la
desviacion estandar entre dos
valores control consecutivos

o 2 de 3 valores control cuando se
corren los 3 niveles) excadan 4s.
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RUN 1

Esta regla detecta el error
sistematico y se aplica tanto a los
controles de intra o inter ensayo.
Esta regla es violada en control
intra ensayo cuando los dltimos
cuatra valores control del mismo
nivel de control exceden el "mismao”
limite” (media +1s) o (media -1s).

La regla se viola en controles inter
ensayo cuando los ultimos cuatro
valores control consecutivos para
diferentes niveles de control exceden
&l “mismo” imite {media +13) o
(media ~1s). Esta regla no requiere
rechazo de la comida. Pero puede
ser un indicador para realizar el
mantenimiznto del instrumento o
calibracion del instrumentofequipo.

Esta regla detecta al eror
sistematico y se aplica tanto a bos
controles de intra & inter ensayo.
La regla es violada de controles
inter ensayo cuando los dltimos 10
valores consecutivos, sin importar
el nivel, estan en el mismo lade de
la madia. La regla es violada con
los controles intra ensayc cuando
los 10 ultimos valores del mismo
nivel de control estan todos en el
mismeo lado de la media. Esta regla
puede modificarse a 9 replicas
cuando se corren tres niveles de
control, u 8 réplicas cuando se
corren 4 niveles de control. Esta
regla no requiere de rechazo de la
corrida. Pero puede ser unindicador
para realizar el mantenimiento

del instrumento o calibracion del
instrumento/equipo.

Imagen 84. Reglas de Westgard (Cooper W, 2007).
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Actividad: en el drea de serologia del banco de sangre se cuenta con varios controles para
cada uno de los marcadores serolégicos, uno de ellos el anti-HBsAg (para la deteccidn del virus de la
hepatitis B), arrojo los siguientes resultados durante la corrida de todo el mes, los datos estdn en
unidades relativas de luz.
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4.2 7.8 5.5 6.6 8.7 5.2 4.4 2.4 7.1 5.8
4.0 4.3 3.4 8.0 6.0 5.5 3.3 5.0 8.0 4.2
5.0 5.3 4.8 6.6 6.1 5.0 2.5 4.0 5.2

1)

2)

3)

Utilizando las férmulas, calcule la media, la desviaciéon estandar y los limites de control para
este marcador estudiado, anote el procedimiento en el apartado de resultados y llene la tabla

numero 45.

Grafigue los datos en una hoja y péguela en el espacio en blanco del apartado de resultados,
puede hacerlo a mano o utilizar una hoja de Excel.
Evalué las reglas de Westgard e indique si el control es aceptado o rechazado en la tabla

numero 46.

RESULTADOS.

Coloque el procedimiento para el cdlculo de la media, desviacion estandar y los limites de control.
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Tabla 45. Cdlculos estadisticos.

Pegue aqui su grafica de Levey-Jennings.

Tabla 46. Evaluacioén de las reglas de Westgard.

Regla de Westgard violada Accion tomada para solucionarlo

Conftrol de calidad para anti-HBsAg
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Practica No. 21
Control de calidad de antisueros hemoclasificadores.

INTRODUCCION

Cuando un anficuerpo se encuentra con su antigeno especifico, da como resultado una
reaccion antigeno-anticuerpo. Esta reaccién se establece por uniones no covalentes, sino por uniones
que son de baja estabilidad, pero de energia considerable de union.

La fuerza de unidn entfre un anticuerpo y un antigeno se denomina afinidad del anticuerpo. Esta
viene dada por la suma de las fuerzas de los enlaces que intervienen en dicha unién. En definitiva, la
afinidad es una expresion de la atraccion existente entfre las moléculas del antigeno y las del
anticuerpo. Pero los anticuerpos son multivalentes, es decir que tienen, al menos, dos zonas de unién
con el antfigeno. Y los antigenos también pueden ser multivalentes, ya que pueden poseer varios sitios
de anclaje a los anticuerpos. La fuerza con la que un anticuerpo multivalente se une a un antigeno
multivalente se conoce como avidez. La avidez es, pues, una medida de la estabilidad del complejo
antigeno multivalente-anticuerpo multivalente. Cuando un anticuerpo solo es capaz de reaccionar
contra un antigeno, se dice que ese anticuerpo es muy especifico para ese antigeno. Pero muchas
veces, varios antigenos puede compartir uno o mds determinantes antigénicos idénticos o similares.
En este caso, un mismo anticuerpo puede reaccionar con todos esos antigenos y se considera que su
especificidad es baja. A este Ultimo fendmeno se le llama reactividad cruzada (Rubio F, et al. 2016).
Finalmente, el titulo de los sueros hemoclasificadores, se refiere ala Ultima dilucién seriada que da una
reaccion positiva en la prueba de aglutinacion.

Los sueros comerciales para la fipificaciéon del sistema ABO, son anticuerpos IgM monoclonales
obtenido a partir de hibridomas de ratdén que estas suspendidos en una solucidn tampdn. Mientras
que el suero para la tipificacién del sistema Rh, es un anticuerpo IgM policlonal obtenidos de ratones.
El suero de Coombs estd compuesto por anticuerpos monoclonales de la clase IgG.

Para la obtencion de anticuerpos policlonales se utilizan animales de bioterio de un laboratorio,
o también pueden ser en caballos o cabras, inyectando un antigeno especifico (inmunizacién). Este
animal producird una respuesta inmune ante la presencia de ese antigeno, creando anticuerpos
especificos para éste por los linfocitos B. Una vez que el animal crea estos anticuerpos policlonales,
(se denominan asi porque pueden reconocer una gran variedad de epitopos pertenecientes al
antigeno y porque son creadas por distintas clonas de linfocitos B) se pueden obtener del plasma en
un antisuero, que es el suero completo del animal y purificarse. Algunas caracteristicas de los
anticuerpos policlonales son:

- Reconocen multiples epitopes del antigeno, lo que los hace mds tolerantes a cambios
pequenos que pudiera tener el antigeno.

- Se pueden crean a partir de distintas especies animales, como: ovejas, gallos, conejos, ratones,
o cabras.

- Como se unen a multiples epitopes, generan una deteccién mas amplia.

En la siguiente imagen se observa de forma muy general la obtencién de estos anticuerpos
policlonales.

& Bioquimico Diagndstico: Oliver Almardz Cruz Alejandro. 164 |




Opcidn Técnica de Banco de Sangre.

@ Inject antigen @ Antigen
into rabbit. B cells.

antigen

\7@} -
\: 8 | \ @ O secreted
s R\« 4

activates Plasma B cells @ Obtain antiserum
produce polyclonal from rabbit containing

antibodies. polyclonal antibodies.
C o ommd
j\ B cells G- T

memory B cells s

antibodies

2

plasma B cells

Imagen 85. Obtencion de anticuerpos policlonales a partir de un conejo. Extraida de:

https://bit.ly/2LUbML].

Mientras los anticuerpos policlonales son multiples anticuerpos producidos por diferentes tipos de
células inmunes que reconocen el mismo antigeno, los anticuerpos monoclonales son creados por
una Unica linea células. Los anticuerpos monoclonales se producen in vitro usando técnicas de cultivo
celular. Cuando se termina de inmunizar al animal, por varias semanas, se extrae el bazo del mismo,
gue contiene células B, pero como éstas no pueden durar para siempre se fusionan con células
cancerigenas. El resultado de esta fusidon celular es llamado “hibridoma”, que continua con la
produccion de anticuerpos indefinidamente (Buchwalow |, Bécker W. 2010). En la siguiente imagen se
observa, de manera genera, la obtencidon de anticuerpos monoclonales.

Immunization %=

E:

Monoclonal antibadies
isolated

Antibody- Turmer cells
forming cells

Hybridomas screening
far antibody production

Antibody-producing
hybridomas cloned

Imagen 86. Obtencién de anticuerpos monoclonales. (Buchwalow |, Bécker W. 2010).

En la normativa nacional se establece que todos los laboratorios deben aplicar programas de
control de calidad, asegurar el proceso desde la obtencion de muestras hasta la emision de
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resultados. El control de calidad de los antisueros deberd de comenzar por el registro cada dia de
uso. Lo primero que debe hacerse es revisar en el inserto, la fecha de caducidad y nUmero de lote.
Los pardmetros a controlar son: aspecto fisico, efectuar prueba de avidez, prueba de especificidad,
y titulacién (Rodriguez L, 2017).

La NOM-253-SSA1-2012, establece que para cada lote nuevo de reactivos deberd someterse
aun proceso interno de inspecciodn, a fin de verificar si cumplen o no con las caracteristicas requeridas
por el laboratorio del establecimiento y las indicadas por el fabricante. Para verificar el
funcionamiento adecuado de los reactivos, éstos deberdn de ser probados en formar regular,
empleando muestras representativas de cada lote y con la periocidad que se indica en la siguiente
imagen:

Pericdicidad de

Reattivos Criterios para su valoracién y aceptacién &
comprobacién

Aspecto fisico: Ausencia de turbidez, precipitados,
particulas, formacion de geles en el sobrenadante o Cada dia de uso.
cualquier otra anomalia.

Titulacion: se llevara a cabo de conformidad con [a | Al estreno del lote con
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos | una muestra aleatoria de
(vease apartado 22.8 de esta Norma). éste.

Avidez: Se realizard cuando utilicen la prueba en
Antisueros hemoclasificadores placa o en tybo__ Los tiempos méxi:_‘nos para el ini_cio
para  deferminar  grupos de Ia_aglulma_mc’:n de los eritrocitos del fenotipo
sanguineos ABO y Rh (D). conocido se indican en la Farmacopea de los

Estados Unidos Mexicanos {véase apartado 22 8 de
esta Norma).

Cada dia de uso.
Especificidad: Se realizard conforme a lo indicado e s

en la Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos (véase apartado 22.8 de esta Norma).
Para los antisueros hemoclasificadores ABD se
usaran células A4, Ao, B y 0; para los del Rh se
emplearan células R1ry rr.

Especificidad con eritrocitos sensibilizados con lo que se
indica a continuacion

Antiglobulina humana {para la

prueba de Coombs). a) Gon inmunoglobulina G; Cada dia de uso.

b} Con entrocitos con C3b, C3d o ambos, y
¢) Con erntrocitos no sensibilizados.

Imagen 87. Conftrol de calidad en antisueros hemofipificadores. NOM-253-SSA1-2012

OBJETIVO

Que el alumno realice el control de calidad interno de antisueros hemotipificadores, mediante
las pruebas de titulacién, especificidad y avidez, de acuerdo a lo establecido en la NOM-253-SSAT-
2012, para garantizar que los reactivos funciones de manera correcta.
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MATERIAL, EQUIPO Y REACTIVOS.

MATERIAL. EQUIPOS.
Gradilla para tubos de ensaye. Centrifuga clinica.
T 12 .

ubgs de ensoyg de 12x75 mm REACTIVOS.

Equipo necesario para realizar la -
venopuncion por sistema al vacio. Antisuero hemotipificador anti-A.
Papel absorbente. Antisuero hemotipificador anti-B.
Pipetas Pasteur. Antisuero hemotipificador anti-AB.
Aplicadores de madera. Antisuero hemotipificador anti-Al.
Placas de vidrio. Antisuero hemotipificador anti-H.

Antisuero hemotipificador anti-D.
Suero de Coombs.
Eritrocitos sensibilizador y no sensibilizados.

CONTENIDO.
21.1  VERIFICACION DEL ASPECTO FISICO DE LOS ANTISUEROS.

Todos los reactivos que se utilicen en el laboratorio, deben revisarse fisicamente, no d
presentar hemolisis, turbidez, precipitados, particulas, formacion de geles en el sobrenad
contaminaciéon bacteriana o cualquier ofra anomalia (Rodriguez L, 2017).

eben
ante,

Imagen 88. Antisueros hemoclasificadores. Normalmente los antisueros tienen un color especifico, el
anti-A es de color azul, el anti-B es amairillo, el anti-AB es de color traslucido junto con el anti-D, el

suero de Coombs o anti-IgG es turquesa. Extraida de: https://bit.ly/2xsPNGn.

Actividad: anotar en la tabla nUmero 49, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el aspecto que presentd cada uno de los antisueros, por ejemplo, si presentaron hemolisis o cUmulos.

Anotar también el nUmero de lote y fecha de caducidad de cada uno de los antisueros.
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Interpretacion de resultados: si los antisueros hemotipificadores no presentan alteraciones y se
encuentran dentro de la fecha de caducidad, se acepta el control de calidad para las
caracteristicas fisicas.

21.2 PRUEBA DE AVIDEZ PARA ANTISUEROS ANTI-A, ANTI-B, ANTI-AB y ANTI-D.
Fundamento:

La avidez es el tiempo, en segundos, que tarda en reaccionar un anficuerpo con su antigeno
correspondiente a temperatura ambiente (de 18-22°C). Para la realizacion de la prueba de avidez
del anti-D es importante revisar las especificaciones del reactivo, podria ser necesario calentar a 37°C
la placa (Rodriguez L, 2017).

Técnica:

Nota: para la redlizacion del control de calidad se deben de utilizar células conocidas
proporcionadas por un fabricante. De no contar con ellas, se procede de la siguiente manera:

I.  Realizar una venopuncidén por la técnica de sistema al vacio, para obtener un tubo de
sangre completa anticoagulada con EDTA (tubo de tapdn lila), de personas con grupo
sanguineo conocido como “A”, “B”, “AB" y “O positivo”

Il.  Centrifugar los tubos a 2500 rom durante 10 minutos.

. Rotular 4 tubos de ensaye de 12x75 mm como “eritrocitos A", “eritrocitos B”, “eritrocitos AB”,
y uno Ultimo como “Rh +".

IV.  Con ayuda de la pipeta Pasteur, tomar un poco de eritrocitos de cada uno de los grupos
sanguineos anteriores y colocarlos su tubo, respectivo.

V.  Hacer tres lavados de los eritrocitos con Solucién Salina Fisioldgica (SSF).

VI.  Rotular 4 tubos de ensaye de 12x75 mm como “eritrocitos A", “eritrocitos B”, “eritrocitos AB”,
y uno Ultimo como “Rh +".

VIl. A partir de los eritrocitos lavados, preparar una suspension al 10% con 2 mL de SSF de cada
uno de los grupos sanguineos A, B Y AB. De igual manera, preparar una suspension de
eritrocitos al 40% del factor Rh positivo.

VIll.  Preparar una suspension de eritrocitos al 40% con 2 mL de SSF a partir del concentrado
erifrocitico lavado, factor Rh positivo.

Nota: En una placa de vidrio que contenga circulos marcados, etiquetar con el plumoén indeleble,
cada uno de las células conocidas que se empleardn, que son: Celulas A, células B, células AB y Rh+

IX. Con una pipeta Pasteur, anadir una gota de la suspension de eritrocitos al 10% del grupo
sanguineo “A”, “B”, “AB”, respectivamente al etiquetado en la placa de vidrio.

X. Anadir una gota del antisuero hemotipificador, segun corresponda a las células conocidas.

Xl.  Mezclar con un aplicador de madera en forma de circulos 10 veces.

Xll.  Rotar la placa de lado a lado. Se debe tomar el fiempo con un cronometro desde el
momento de la mezcla con los aplicadores hasta el momento es que aparece la
aglutinacion.

Xlll.  En otro espacio dentro de la placa, con una pipeta Pasteur anadir una gota de la
suspensidon de eritrocitos al 40% de factor Rh positivo, a una placa de vidrio limpia.

XIV.  Anadir una gota del antisuero anti-D sobre la gota anterior.
XV.  Mezclar con un aplicador de madera en forma de circulos 10 veces ambas gotas.
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XVI.  Rotar la placa de lado a lado. Se debe tomar el tiempo con un cronometro desde el
momento de la mezcla con los aplicadores hasta el momento es que aparece la
aglutinacion.

Actividad: anotar en la fabla numero 50, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el tiempo total franscurrido, en segundos, para cada uno de los antisueros hemoclasificadores.

En la siguiente imagen, se observa el procedimiento resumido de la técnica de avidez.

Avidez

Eritrocitos & | 1gotaeritrocitos
Al10% ABO [ + :

Al 40% (Rh) | 1gotaantisuero | e y.
Se toma el tiempo desde el Leer | ] ‘
momento de mezclar hasta J& 1 aglutinacion ' " Rotar la placa

el inicio de la aglutinacién

(cronémelro) de lado a lado

Imagen 89. Técnica de avidez. (Rodriguez L, 2017).
21.3 PRUEBA DE ESPECIFICIDAD.
Fundamento.

Esta prueba estd basada en la caracteristica que presentan los anticuerpos al reaccionar
Unicamente con su antigeno especifico.

Técnica.

Nota: para la realizaciéon del control de calidad se deben de utilizar células conocidas
proporcionadas por un fabricante. De no contar con ellas, se procede de la siguiente manera:

I.  Readlizar una venopuncidén por la técnica de sistema al vacio, para obtener un tubo de
sangre completa anticoagulada con EDTA (tubo de tapdn lila), de personas con grupo
sanguineo conocido como “A1”, “A2”, “B”, “O", “D positivo” y “D negativo”

ll.  Centrifugar los tubos a 2500 rom durante 10 minutos.

lll. Rotular 6 tubos de ensaye de 12x75 mm como “eritrocitos A1”, “eritrocitos A2”, “eritrocitos
B”, “O”, “D +” y uno Ultimo como “D -".

IV.  Con ayuda de la pipeta Pasteur, tomar un poco de eritrocitos de cada uno de los grupos
sanguineos anteriores y colocarlos su tubo, respectivo.

V. Hacer tres lavados de los eritrocitos con Solucién Salina Fisioldgica (SSF).
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VI. Rotular 4 baterias de tubos de ensaye, cada bateria constard de 5 tubos de ensaye de 12x75
mm. Etiquetados cada uno como anti-A, anti-B, anti-AB, anti-A1 y anti-H.

VIl. Con ayuda de la pipeta Pasteur, anadir 1 gota de suspension de eritrocitos del 2-5% del
grupo sanguineo A1 para la primera bateria de tubos, enseguida, a la segunda bateria de
tubos anadir una gota del grupo sanguineo A2, a la tercera bateria, anadir una gota del
grupo sanguineo B y finalmente, a la cuarta bateria, anadir una gota del grupo sanguineo
O.

VIIl.  Anadir 1 gota de cada uno de los antisueros hemotipificadores, conforme a su fubo
previamente efiquetado.

IX. Rotular 4 tubos de ensaye de 12x75 mm como anti-D+, anti-D- y, ademds, anadir su
respectivo control negativo.

X.  Anadir 1 gota del antisuero anti-D a los primeros dos tubos respectivos.

XI.  Anadir 1 gota de suspensidon de eritrocitos del 2-5% del grupo sanguineo D positivo al tubo
anti-D+, mds una gota extra para su respectivo control negativo. Después anadir 1 gota
del grupo sanguineo D negativo, al fubo anti-D-, mds una gota al tubo extra para su
respectivo control negativo.

Xll.  Enseguida, anadir una gota del control negativo del anti-D a sus tubos respectivos.

Xlll.  El profesor proporcionard una suspension de eritrocitos sensibilizados y no sensibilizados del
2-5%. Efiquetar dos tubos de ensaye de 12x75 mm como “sensi” y “no sensi”.

XIV.  Anadir dos gotas de la suspension de eritrocitos sensibilizados del 2-5% al tubo etiquetado
como “sensi” y dos gotas de la suspensidn de eritrocitos no sensibilizados del 2-5% al tubo
etiguetado como “no sensi”.

XV.  Mezclar todos los tubos ligeramente.

XVI.  Centrifugar 15 segundos a 3500 rom.

XVIl.  Leerla presencia o ausencia de aglutinacion.

Interpretacion de resultados: cada uno de los antisueros hemotipificadores debe de presentar
aglutinacién para cada uno de sus antigenos correspondientes, en la siguiente imagen se expresa
como debe de ser la aglutinacion, se marca una (+) para saber que es positiva y un (-) indicando que
es negativa.

Tabla 47. Especificidad para cada uno de los antisueros hemotipificadores.

Grupo sanguineo Al (+) (-) (+) (+)
Grupo sanguineo A2 (+) (-) (+) (-)
Grupo sanguineo B (-) (+) (+) (-)
Grupo sanguineo O (-) (-) (-) (-)
Grupo sanguineo D positivo (+)
Grupo sanguineo D negativo (-)
Eritrocitos sensibilizados (+)
Erifrocitos no sensibilizados (-)
De ser la aglutinacion positiva para cada uno de los antisueros correspondientes, indica que el
antisuero pasa el control de calidad.

Actividad: anotar en la tabla niUmero 51, dentro del apartado correspondiente de resultados,
si se presentd la reaccion de aglutinacion.
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21.4 PRUEBA DE TITULACION.

Fundamento.

La fitulacion es un método semicuantitativo que se emplea para determinar la concentracion
de los reactivos analiticos o comparar la intensidad de la expresidon antigénica en distintas muestras
de gldbulos rojos (Aronson C, et al. (2012).

Técnica.

l. La prueba de fitulacion debe redlizarse para cada uno de los anfisueros
hemoclasificadores.

Il. Realizar diluciones seriadas de cada uno de los antisueros hemotipificadores de la siguiente
manera.

. Etiquetar 10 tubos de ensaye de 12x75 mm para realizar las diluciones seriadas. Anotar el
primer tubo como “suero puro” (SP), a partir del segundo tubo, etiquetarlos del 2 al 10.

V. Con la pipeta Pasteur, agregar dos gotas de SSF a todos los tubos del 2 al 10.

V. Al tubo numero 1, agregar dos gotas del suero hemotipificador.

VI. Mezclar.

VIl. A partir del tubo nUmero 1 haremos las diluciones seriadas. Tomar con una pipeta Pasteur
dos gotas del tubo inicial y pasarlos al tubo nimero 2 (en este momento se hace una
dilucion 1:2). Mezclar.

VIIl.  Del tubo nimero 2, fomar dos gotas y pasarlos al fubo 3 (en este momento se hace una
dilucién 1:4).

IX. Continuar asi sucesivamente hasta el Ultimo tubo, del cual se deben tomar 2 gotas y

desecharlos en la palangana de residuos.

En la siguiente imagen se observa este proceso en general para hacer las diluciones seriadas.

/\/\/\/\/\/\/\/\/\ i

—-"—:ru_

|

'8 ‘_»9 10

DILUCION SP* 1:32 1:64 1128  1:256 1:512

Imagen 0. Diluciones seriadas. LICON, 2015.

NOTA: Preparar una suspension de eritrocitos del 2-5% lavados. Esta preparacion dependerd del tipo
de antisuero del cual se verificard su control de calidad. Es decir, si se realizard el control de calidad
del antisuero hemotipificador anti-A, se debe preparar la suspensidn de eritrocitos del 2-5% del grupo
sanguineo A.
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X. Agregar 2 gotas de la suspension de eritrocitos del 2-5% a cada uno de los tubos
anteriores.
XI. Mezclar y centrifugar a 3400 rom durante 30 segundos.
XII. Leer la presencia o ausencia de aglutinacion en todo el panel de tubos.
Xlll.  Hacerla lectura de acuerdo a la siguiente tabla:
Tabla 48. Intensidad de la aglutinacion en tubo.
Intensidad de la aglutinacién Puntaje
4+

Agregados grandes y se observan
agregados mds chiquitos 3+

Agregados pequenos 2+

Los agregados casi no se observan pero
los hay 1+

No hay agregados (sin aglutinacion Negativo

Interpretacion de resultados.

Para saber cudl es el fitulo del anticuerpo, se debe anotar cual fue la Ultima dilucién del tubo
en donde aun se llega a observar la reacciéon de aglutinacién, asi pues, el titulo serd el reciproco de
esta dilucion. Por ejemplo: si la Ultima dilucion donde aglutina es 1:64, el titulo del anticuerpo serd:
64.

Actividad: anotar en la tabla niUmero 52, dentro del apartado correspondiente de resultados,
el fitulo que presento el antisuero hemotipificador.

RESULTADOS.

Tabla 49. Aspecto fisico de los antisueros hemotipificadores.

Anti-AB

Anti-D
Anti-A1

Anti-H
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Anti-globulina
IgG humana

Tabla 50. Prueba de avidez.

Anti-A
Anti-B
Anti-AB

Anti-D

Tabla 51. Prueba de especificidad.

Grupo sanguineo Al
Grupo sanguineo A2
Grupo sanguineo B
Grupo sanguineo O
Grupo sanguineo O positivo

Grupo sanguineo O negativo
Eritrocitos sensibilizados

Eritrocitos no sensibilizados

Tabla 52. Prueba de Titulacioén.

Antisuero
hemotipificador
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MANEJO DE RESIDUOS.

Tubos vacutainer con sangre.
Bolsas rojas de polipropileno.

Tubos con muestra biolégica (codgulos, plasma o suero).
Se desechan en palanganas con hipoclorito de sodio al 1%

Tubos con soluciones de reaccion.
Se desechan en palanganas con hipoclorito de sodio al 1%
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Practica No. 23
Control de calidad de hemocomponentes.

INTRODUCCION.

Un primer objetivo de la medicina transfusional, es promover altos estdndares o normas de
calidad en todos los aspectos relacionados con los cuidados del paciente y obtencion de productos
y servicios. Historicamente, los servicios de transfusion y centros de donacién han utilizado varias
medidas de Control de Calidad como estdndar de prdctica en sus operaciones. Los ejemplos incluyen
control de calidad a reactivos, controles administrativos, inspecciones visuales y mediciones tales
como lectura de la temperatura de equipos de refrigeracion y el volumen o el recuento de células
realizado en los componentes de la sangre terminados. Para asegurar la calidad de los
hemocomponentes, se deben de desarrollar documentos operativos estdndares, con esto también
se asegura que se lleven a cabo los procesos de forma correcta y consistente, la capacitacion del
personal y certificacion de materiales y equipos (Aronson C, et al. 2012).

Es importante tener en cuenta el deterioro que se presenta en la sangre total y componentes
sanguineos, por lo que es indispensable el control estricto desde la valoracion y sangrado del
donador, el tiempo transcurrido entre la recoleccion, almacenamiento previo y fraslado de las
unidades desde el sitio de captacion al sitio de preparacidon, conservacion, hasta consumar el acto
transfusional. La sangre y los componentes sanguineos sufren las llamadas lesiones de
almacenamiento que es necesario tomar en cuenta para la utilizacion de estos productos (Lopez A,
2007).

El control de hemocomponentes, incluye también el control microbiolégico. Las fuentes de
contaminacion por bacterias incluyen la piel del donador, la sangre donada, los dispositivos usados
en su preparacion y el ambiente de coleccidén y preparaciéon. Por esta razén, las medidas de
prevencidon que se pueden implementar incluyen: preparacion cuidadosa del bazo del donador,
implementar estudios de laboratorio para deteccidon de crecimiento bacteriano (Rivera M, et al.
2011).

Los casos de contaminacion, en su mayoria se debben a microorganismos Gram negativos, mds
especificamente Yersinia enterocolitica y Pseudomonas fluorescens, para el caso de eritrocitos, pues
ambas bacterias tienen la capacidad de crecer a esas temperaturas de almacenamiento. Mientras
que, para el caso de aféresis, la persona estd conectada durante un tiempo prolongado, si no se
realiza una correcta asepsia y anfisepsia, la contaminacion bacteriana es posible. Un gran numero
de microorganismos relacionados con la sepsis por transfusion de plaquetas incluyen las bacterias de
la microbiota normal de la piel (Stapphylococcus spp.), ofros comensales como Corynebacterium
spp., contaminantes ambientales (Pseudomonas spp.) y organismos entéricos, por ejemplo;
Escherichia coli o Salmonella spp (Rivera M, et al. 2011).

Las bacterias son microorganismos unicelulares, son de vida libre, a excepcidén de algunas que
son de vida intracelular obligada. Tienen los mecanismos productores de energia y el material
genético necesarios para su desarrollo y crecimiento. En el banco de sangre, para la identificacion
de bacterias patdgenas, se utilizan medios de cultivo.
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Los medios se clasifican de acuerdo con su funcién vy si uso. En bacteriologia diagnostica hay
cuatro categorias generales de medios: de enriquecimiento, nutritivo, selectivo y diferencial. Los
medios de enriquecimiento, confienen nutrientes especificos requeridos para el crecimiento de
determinados patdégenos bacterianos que pueden estar presentes solos o con otfras especies de
bacterias en la muestra de un paciente. Estos medios se utilizan para favorecer el desarrollo de un
patdgeno bacteriano determinado, a partir de una mezcla de microrganismos mediante el uso de
especificidad de nutriente. Los medios nutritivos confienen nutrientes que favorecen el desarrollo de
la mayoria de los microorganismos sin requerimientos especiales de cultivo. Sin promover de manera
especial el crecimiento de un microorganismo particular. Los medios selectivos contienen uno o mds
agentes que inhiben a todos los microorganismos excepto a los que se buscan. En ofras palabras,
estos medios seleccionan el crecimiento de ciertas bacterias e inhiben el de otras. Los agentes
inhibidores utilizados para este propdsito son colorantes, sales biliares, alcoholes, dcidos y antibidticos.
Los medios diferenciales contienen un factor (o factores) que permiten que las colonias de una
especie o un tipo bacteriano exhiban ciertas caracteristicas metabdlicas o de un cultivo que puedan
utilizarse para diferenciarlas de otfras bacterias que crecen en un mismo agar placa (Forbes B, et al.
2007).

Para entender mejor el control de calidad de hemocomponentes, la NOM-253-SSA1-2012,
podemos encontrar las siguientes definiciones de los productos sanguineos:

- Concentrado de eritrocitos en solucion aditiva: unidad que contiene mayoritariamente
gldbulos rojos, obtenidos por fraccionamiento de una unidad de sangre total de una
donacién Unica o de una sesidon de aféresis a la que se anade una solucidn nutritiva o
conservadora.

- Concentrado de eritrocitos en solucion aditiva sin la capa leucoplaquetaria: unidad de
glébulos rojos de la que se ha eliminado gran parte de la capa donde se localizan los
leucocitos y las plagquetas.

- Concentrado de eritrocitos leucodepletado: unidad de gldbulos rojos sometida a
eliminacién de leucocitos hasta una cifra igual o menor de un millén por unidad, desde su
extracciéon mediante aféresis o mediante técnicas de filtrado.

- Concentrado de eritrocitos lavados: unidad de glébulos rojos de la que se ha removido en
proporcion suficiente el plasma y la capa leucoplaquetaria mediante enjuagues sucesivos
con solucidn salina isoténica.

- Concentrado de eritrocitos congelados: unidad de glébulos rojos en una solucion de
glicerol, como agente preservados, que permite conservarlos a bajas temperaturas e
incrementar su periodo de vigencia.

- Concentrado de plaquetas unitario o recuperado: unidad que contiene tfrombocitos en
suspension, obtenida mediante fraccionamiento de una unidad de sangre total.

- Concentrado de plaquetas leucodepletado: unidad o mezcla de frombocitos sometidas a
eliminacion de glébulos blancos hasta una cifra igual o menor de un millén por unidad,
desde su extraccidn mediante aféresis o mediante técnicas de filtrado.

- Concentrado de plaquetas lavadas: unidad o mezcla con frombocitos recuperados u
obtenidos por aféresis, de la que se ha removido en proporcidén suficiente el plasma
mediante enjuagues sucesivos con solucion salina isotdnica con o sin amortiguador.
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OBIJETIVO.

El alumno reconocerd el confrol de calidad de hemocomponentes como un paso
fundamental en la medicina transfusional, mediante lo establecido en la NOM-253-SSA1-2012.

CONTENIDO.
22.1 CONTROL DE CALIDAD DE SANGRE TOTAL.

El uso de la sangre total estd limitado, pues debe darse prioridad a la obtencion de
hemocomponentes. Los requisitos de calidad que deberdn tener las unidades de sangre total, que
fuesen a emplearse con fines terapéuticos, verificadas con el niUmero de unidades vy la frecuencia
indicados, se muestra en la siguiente imagen (NOM-253-SSA1-2012):

Requisitos que deberan reunir el 100% de las unidades de sangre total probadas

Parametro Especificacion Cantidad de unidades y frecuencia
de verificacidn

450 mL + 10%, excluyendo el | 1% o cuatro unidades al mes, lo que
anticoagulante sea mayor

Yolumen

Hemoglobina {solo en las unidades i
: 1% o cuatro unidades al mes, lo que
que fuesen a usarse en 245 g por unidad

/3. sea mayor
transfusion)
Hemélisis al término de la vigencia i - . .
. i < (0.8% de la masa eritrocitica Minimo cuatro unidades al mes
(véase Nota al pie de esta tabla)
Confrol bacteriolégico, unicamente
cuando las unidades de sangre - 1% o cuatro unidades al mes, lo que
) K Sin desarrollo
total fuesen a transfundirse sin Sea mayor

fraccionar.

Nota: La hemdlisis al término de la vigencia podra evaluarse mediante técnicas validadas tales como
cuantificacion de hemoglobina libre o por determinacion de azidametahemoglobina.

Imagen 91. Requisitos que deberdn reunir el 100% de las unidades de sangre total probadas. NOM-253-SSA1-2012.

22.2 CONTROL DE CALIDAD DE CONCENTRADOS ERITROCITARIOS.

Los concentrados eritrocitarios se utilizan para suplir las perdidas sanguineas y para tratamiento
paliativo de algunas anemias. Todas las unidades de concentrados eritrocitarios deberdn prepararse
removiendo la capa leucoplaquetaria (al momento de cenftrifugar la sangre esta capa queda
infermedia entre el concentrado de eritrocitos y el plasma). Los requisitos de calidad que deberdn
tener los concentrados de eritrocitos, verificados con el nUmero de unidades y la frecuencia indicada,
se muestra en la siguiente imagen (NOM-253-SSAT-2012).
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8.3.3.2 Concentrado de eritrocitos sin capa leucoplaquetaria

Parametro

Especificacion

Cantidad de unidades y
frecuencia de verificacion

Volumen

De acuerdo a las
especificaciones del fabricante

1% o cuatro unidades al mes, lo
que sea mayor

Hematocrito (véase nota al pie de
esta tabla)

65 —-75%

Hemoglobina

>43 g por unidad

Leucocitos

<1.2 x 109 por unidad

{en el 90% de las unidades
probadas)

Hemdlisis al término de la vigencia
(véase Nota al pie de la tabla 14)

<0.8% de la masa eritrocitica

Minimo cuatro unidades al mes

Control bacteriolégico al final del
procesamiento

Sin desarrollo

1% o cuatro unidades al mes, lo
que sea mayor

Imagen 92. Confrol de calidad para concentrados eritrocitarios sin capa leucoplaguetaria. NOM-253-SSA1-2012.

El control de calidad para concentrados eritrocitarios en solucion aditiva se describe en la siguiente

imagen:

8.3.3.4 Concentrado de eritrocitos sin capa leucoplaquetaria en solucion aditiva

Cantidad de unidades y

(véase nota al pie de esta tabla)

Parametro Especificacion . g
frecuencia de verificacion
De acuerdo a las 1% o cuatro unidades al mes, lo
Volumen : . -
especificaciones del fabricante que sea mayor
Hematocrito

50 -70%

Hemoglohina

>43 g por unidad

Leucocitos residuales

<1.2 x 10° por unidad

(en el 90% de las unidades
probadas)

Hemdlisis al término de la vigencia
(véase Nota al pie de la tabla 14)

< 0.8% de la masa erifrocitica

Minimo cuatro unidades al mes

Control bacteriolégico al final del
procesamiento

Sin desarrollo

1% o cuatro unidades al mes, lo
que sea mayor

Imagen 93. Control de calidad para concentrados eritrocitarios en solucidon aditiva. NOM-253-SSA1-2012.
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El control de calidad para concentrados eritrocitarios leucodepletados en solucion aditiva se
describe en la siguiente imagen.

8.3.3.5 Concentrado de eritrocitos leucodepletados en soluci6n aditiva

Cantidad de unidades y

Parametro Especificacion = - —
frecuencia de verificacién
De acuerdo a las 1% o cuafro unidades al mes, lo
Yolumen : : ;
especificaciones del fabricante que sea mayor
Hematocrito
. : 50 -70%
(véase nota al pie de esta tabla)
Hemoglebina >40 g por unidad
6 .
<1.0 x 10 por unidad Minimo cuatro unidades al mes
Leucocitos residuales {en el 90% de las unidades
probadas)

Hemdlisis al término de la vigencia

. L
(véase Nota al pie de la tabla 14) e doja masa eritractica

Control bacteriolégico al final del . 1% o cuatro unidades al mes, lo
: Sin desarrollo
procesamiento que sea mayor

Nota: La viabilidad de los eritrocitos puede afectarse cuando el hematocrito de la unidad excede al 80%.

Imagen 94. Control de calidad para concentrados eritrocitarios leucodepletados en solucion
aditiva. NOM-253-SSA1-2012.

Los concentrados eritrocitarios lavados, se realizardn mediante lavados sucesivos con solucién
salina isoténica al 0.9% que tenga una temperatura entre +2°C y +6°C y la centrifugacion se hard en
centrifugas con temperatura controlable. Al finalizar el lavado, los eritrocitos se suspenderdn en
soluciéon salina o en una mezcla de solucidn salina y solucion aditiva. La transfusion de estos
componentes sanguineos, deberd ser tan pronto como sea posible después de su preparacion, sin
que el infervalo exceda de 24 horas y se conserven entre +2°C y 6°C.

Requisitos que deben reunir el 100% de las unidades de concentrados de eritrocitos lavados con
solucion salina isotdnica al 0.9%

Cantidad de unidades y

Parametro a verificar Especificacién . g i
frecuencia de verificacion

Variable segun el método

Yolumen
empleado

e Incoloro después del dltimo
Observacion del sobrenadante P

lavado
Hematocrito final 65% — 75%
Hemoglobina >40 g por unidad

Todas las unidades

Hemadlisis al término de la vigencia

o . i
(véase Naota al pie de la tabla 14) Diseede.la mase enocilics

Proteinas en el sobrenadante final

< :
(véase Nota al pie de esta tabla) 0.5 g por unidad

Control bactericlégico al final del

procesamiento Sin desarrollo

Nota: La cantidad indicada de proteinas en el sobrenadante asegura gue el contenido de
inmunoglobulina tipo A sea menor de 0.2 mg por unidad.

Imagen 95. Requisitos que deben reunir el 100% de las unidades de concentrados de eritrocitos
lavados con solucién salina isoténica al 0.9%. NOM-253-SSA1-2012.
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Las unidades de concenirados de eritrocitos congelados, se deben de congelar no
excediendo los 7 dias que sigues a su extraccion, excepto cuando se trate de concentrados de
eritrocitos rejuvenecidos. A los concentfrados de erifrocitos se les deberd agregar glicerol al 40% o al
20% como crioprotector y mantenerse constantemente a las temperaturas dependiendo de la
concentracion del glicerol: con alta concentraciéon de glicerol, en congeladores eléctricos, entre
-60°C y — 80°C o, con baja concenfraciéon de glicerol, en vapor de nitrégeno liquido, entre -140°C y
-150°C. Estos concentrados tendrdn una vigencia méxima de 10 anos, siempre y cuando se garantice
el mantenimiento constante de las temperaturas. Los requisitos de calidad que deberdn tener los
concentrados de eritrocitos congelados, verificados con el nUmero de unidades y la frecuencia que
se indica en la imagen siguiente (NOM-253-SSA1-2012):

Requisitos que deben reunir el 100% de las unidades de concentrados de eritrocitos descongelados y
reconstituidos o resuspendidos probadas

Cantidad de unidades y frecuencia

Parametro a verificar Especificacion m=iaiagi,.
de verificacion

Volumen Sequn el método

Incoloro después del ltimo

Observacion del sobrenadante
lavado

Hemdélisis al térmmino de la
vigencia <0.2 g por unidad

(véase Nota al pie de la tabla 14)

Todas las unidades procesadas

Hematocrito 65% — 75%
Hemoglobina =36 g por unidad
Osmolaridad de la solucion final <340 mOsm/L

1% o cuatro unidades al mes, lo que
sea mayor 0 a cada una si fuesen

Leucocitos {en el 90% de la unidades menos unidades

probadas)

<0.1 x 109 células por unidad

Control bacteriolégico al final del

ent Sin desarrollo Todas las unidades procesadas
procesamiento.

Imagen 96. Requisitos que deben reunir el 100% de las unidades de concentrados de eritrocitos
descongelados y reconstituidos o resuspendidos probadas. NOM-253-SSA1-2012.

Los concentrados eritrocitarios obtenidos por aféresis, se pueden obtener durante una sesidon
de aféresis, en donde se podrdn recolectar uno o dos concentrados de eritrocitos. Durante o después
del procedimiento se podrd anadir una solucidon aditiva, en el volumen recomendado por el
fabricante del equipo de aféresis. Los requisitos de calidad que deberdn tener los concentrados de
erifrocitos obtenidos por aféresis, verificados con el nUmero de unidades y la frecuencia que se
indican, se muestran en la siguiente imagen (NOM-253-SSA2-2012).
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Requisitos que deben reunir el 100% de las unidades de concentrados de eritrocitos obtenidos por

aféresis probadas

Parametro a verificar

Especificacion

Cantidad de unidades y
frecuencia de verificacion

1% o cuatro unidades al mes, lo

YVolumen Segun el sistema usado
que sea mayor
Hematocrito 65% — 75%
Hematocrito, en caso de agregar o - Cuatro unidades al mes
- I 50% — 70%
solucion aditiva
Cuenta de leucocitos residuales, 1% o diez unidades al mes, lo que

empleando métodos leucorreductores

<1 x 108 por unidad

58a mayor

Hemolisis al término de la vigencia

(véase Nota al pie de la tabla 14)

0.8% de la masa eritrocitica

Cuatro unidades al mes

Control bacteriolégico al  final

procesamiento

e Sin desarrollo

1% o cuatro unidades al mes, lo
que sea mayar

Imagen 97. Requisitos que deben reunir el 100% de las unidades de concentrados de eritrocitos
obtenidos por aféresis probadas. NOM-253-SSA1-2012.

22.3 CONTROL DE CALIDAD DE PLAQUETAS.

Las unidades de plaquetas obtenidas por aféresis,

pueden reducir los

riesgos de

aloinmunizacién leucocitarios humanos y de fransmision viral al disminuir el nUmero de exposiciones

alogénicas,

asi

mismo, constituyen un fratamiento efectivo para pacientes

previomente

aloinmunizados. Se deberd verificar los requisitos de calidad de las unidades de plaguetas obtenidas
por aféresis, con la cantidad de unidades y la frecuencia que sefala la siguiente imagen (NOM-253-

SSAT1-2012):

Requisitos que deben reunir el 100% de las unidades de plagquetas obtenidas por aféresis probadas

Parametro a verificar

Especificacion

Cantidad de unidades y
frecuencia de verificacion

Inspeccion de la unidad

Ausencia de agregados
plaquetarios

Volumen (depende del contenido
de plaquetas)

> 40 mL con al menos 6.0 x
1010 plaquetas

Todas las unidades obtenidas en el
mes

Contenido de plaquetas

>200 x 109 x unidad

(en el 80% de las unidades)

Leucocitos residuales en unidades
leucorreducidas (veéase Nota al pie
de esta tabla)

<1 x 106 por unidad

{en el 80% de las unidades)

1% o diez unidades al mes lo que
sea mayor

pH al término de su vigencia

64a74

1% o cuatro unidades al mes lo que
sea mayor

HLA o HPA
requerirse}

{en caso de

Tipificacion

Cada vez gue se requiera.

Conftrol bacteriolégico al final del
procesamiento

Sin desarrollo

5% o0 20 unidades al mes, lo que
sea mayor

Nota:
bajo.

Con algunos equipos de aféresis, el contenido de leucocitos residuales puede ser mucho mas

Imagen 98. Requisitos que deben reunir el 100% de las unidades de plaquetas obtenidas por aféresis
probadas. NOM-253-SSAT1-2012.
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Las plaquetas congeladas y lavadas, se conservardn entre +20°C y +24°C, en agitacion suave.
Su uso terapéutico serd sin exceder é horas, de lo contrario se le deberd dar destino final.

Requisitos que deben reunir el 100% de las unidades o mezclas de plaquetas congeladas y
descongeladas

Cantidad de unidades y

Parametro a verificar Especificacion : et
frecuencia de verificaciéon

Volumen 50— 200 mL

>409 i
Cuenta de plaquetas >40% del valor de previo a la

congelacion
Todas las unidades o mezclas
Leucocitos  precongelacion  en | <1 x 108 por unidad, en el 90% preparadas en el mes.
unidades leucodepletadas de las unidades probadas

Control bacterioldgico al final del

proGssAMIonto Sin desarrollo

Nota: - En unidades o mezclas leucodepletadas es admisible una pérdida de plaquetas entre el 10 y
15%

- Las unidades de plaquetas descongeladas y reconstituidas son pobres en eritrocitos y
leucocitos.

Imagen 99. Requisitos que deben reunir el 100% de las unidades o mezclas de plaquetas congeladas
y descongeladas. NOM-253-SSA1-2012.

22.4 CONTROL DE CALIDAD DE CONCENTRADO DE GRANULOCITOS.

Estos concentrados se deben Unicamente de obtener por aféresis. Su periodo mdximo de
vigencia es de 24 horas. Los requisitos de calidad que deberdn verificar en todos los concentrados de
granulocitos se indican en la siguiente imagen (NOM-253-SSA1-2012):

Requisitos que deben reunir el 100% de los concentrados de granulocitos

’ o o Cantidad de unidades y
Parametro a verificar Especificacién ! PR
frecuencia de verificacion
HLA Tipificacion Cuando se requiera
Volumen 200 a 300 mL Todas las unidades
Cuenta de granulocitos >1 x 1010 por unidad A cada unidad obtenida

Control bacteriologico al final del

procesamiento Sin desarrollo Todas las unidades

Imagen 100. Requisitos que deben reunir el 100% de los concentrados de granulocitos. NOM-253-
SSA1-2012.

22.5 CONTROL DE CALIDAD DE PLASMA.

La utilidad mds importante del plasma es en el procesamiento de unidades, entre otras,
preparacién de crioprecipitados y reconstitucion de componentes sanguineos celulares. El uso
terapéutico es limitado, los plasmas no empleados en transfusion se podrdn utilizar para la elaboraciéon
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de hemoderivados. Con el fin de prevenir el dano pulmonar agudo asociado a la transfusion, los
plasmas recuperados provenientes de donantes con antecedentes de aloinmunizacion por causas
tales como multiples embarazos o transfusiones previas, no se empleardn con fines tfransfusionales, sin
embargo, podrdn reservarse para la elaboracion de hemoderivados, o bien, se les dard destino final.
Para utilizar los plasmas congelados, frescos o no, deberdn descongelarse a temperaturas ambiente
entre +30°C y 37°C mediante técnicas o equipos especificos validados para el efecto, en su caso, los
factores Idbiles de la coagulacion. Una vez descongelados deberdn transfundirse a la brevedad, o
bien, conservarse entre +2°C y 6°C por un lapso que no exceda de é horas con el fin de evitar la
pérdida de la actividad de los factores Idbiles de la coagulacién. De no emplearse para la transfusion
se les dard destino final. Los requisitos de calidad del plasma fresco y del plasma desprovisto de
factores Idbiles se indican en la siguiente imagen (NOM-253-SSA1-2012):

Requisitos que deberan reunir el 100% de las unidades de plasma fresco probadas

Parametro a verificar Requisitos de calidad (especificacion) Frecuencia del control

a) Integridad de la bolsa: Sin fugas al
comprimir la bolsa en un extractor de

Inspeccion visual plasma, antes y después de su Todas [as unidades
congelamiento, y

b) Sin color anormal ni coagulos visibles.

a) =200 mL, obtenido por fraccionamiento de
sangre fresca, sin haber efectuado
leucodeplecion ni haber  obtenido
concentrado de plaquetas;

Volumen b) =140 mL obtenido por @ccnmamlento de Todas las unidades
sangre fresca, despues de separar
plaquetas a  partir de la capa
leucoplaquetaria o del plasma rico en

plaquetas;

c) =450 mL, obtenido por aféresis.

Proteinas totales >50 g/l Minimo 10 unidades al mes
— e - ~ p
70% de la unidad recién extraida (antes i i s
de congelar);
Minimo diez unidades en el
Factor Vllic - En el caso de que el plasma haya sido ;
! ; ISR primer mes de
sometido a un proceso de inactivacion, es A R
esperable una pérdida maxima del 15%
Conteo de células|” Entrocitos: <6.0x 100 1% de las unidades o cuatro
residuales previo al|- Leucocitos: <0.1x102/L unidades al mes, lo que sea
GengetankRil - Plaquetas: <50 x 109/L ayoE

Imagen 101. Requisitos que deberdn de reunir el 100% de las unidades de plasma fresco probadas.
NOM-253-SSA1-2012.
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En la siguiente imagen se describe el control de calidad para plasma desprovisto de factores Iabiles.

Requisitos que deberan reunir el 100% de las unidades de plasma desprovisto de factores labiles

probadas

Parametro a verificar

Requisitos de calidad

(especificacion)

Frecuencia del control

a) Integridad de la bolsa: Sin fugas al
comprimir la bolsa en un extractor
Inspeccion visual plasmatico, antes y después de sU| Todas las unidades
congelamiento, y
b) Sin color anormal ni coagulos visibles
Volumen El establecido + 10% Todas las unidades
Conteo de células|-  Entocitos: <60 x 109 /L 1% de las unidades o cuafro
residuales previo al| - Leucocitos: <0.1= 109 /L unidades al mes, lo que sea
congelamiento - Plaquetas: <50 x 109/L mayor

22.6

Imagen 102. Requisitos que deberdn reunir el 100% de las unidades de plasma desprovisto de
factores Iabiles. NOM-253-SSA1-2012.

CONTROL DE CALIDAD DE CRIOPRECIPITADOS.

El crioprecipitado

se obtiene por

procesamiento del

plasma

fresco congelado.

Adecuadamente procesado y conservado, contiene el factor VIl de la coagulacion, factor de von
Willebrand, fibrindgeno, factor Xlll y fibronectina. Para poder utilizar los crioprecipitados deberdn
congelarse a temperaturas entre +30°C y 37°C mediante técnicas o equipos especificos validados
para el efecto, que no afecten los factores Idbiles de la coagulacion. De emplearse bano Maria
deberd evitarse que se contamine con el puerto de entrada de la bolsa contenedora. Una vez
descongelados deberd favorecerse la disolucidon del producto mediante manipulacion suave vy
fransfundirse a la brevedad, o bien, conservarse entre +2°C y 6°C por un lapso que no exceda é horas
con el fin de evitar la pérdida de sus propiedades procoagulantes, de no transfundirse en ese lapso
se le dard destino final. Los requisitos de calidad de los crioprecipitados se indican en la siguiente
imagen (NOM-253-SSAT1-2012):

Requisitos que deben reunir el 100% de las unidades y mezclas de crioprecipitado probadas

Parametroa | o \isitos de calidad {especificacion) Frecuencia del control
verificar
a) Integridad de Ia bolsa. Sin fugas al
comprimir 1a bolsa en un extractor
o plasmatico antes y después de su| Cada dia de procesamiento, a todas las
Inspeccion visual congelamiento, y AR
b) Sin color anomal ni  codgulos
visibles
a) <10 mL por unidad, y . ]
Volumen Cada dia de procesamiento, a todas las
b)  30a40mL en caso de mezcla de unidades o mezcls
crioprecipitados

& Bioquimico Diagndstico: Oliver Almardz Cruz Alejandro.

184 |




Opcidn Técnica de Banco de Sangre. I

Cada dos meses:

a) Mezcla de seis unidades de distintos
grupes sanguinecs al primer mes de
Factor Villc =70 Ul por unidad almacenamiento, y

b) Mezcla de seis unidades de distintos
grupes sanguinees del dltime mes de
vigencia.

1% de las unidades o cuatro unidades al

Fibrindgeno = 140 mg por unidad
mes, lo que sea mayor.

Cada dos meses:

a) Mezcla de seis unidades de distintos
grupos sanguineos durante el primer

FaCor o > 100 IU por unidad mes de almacenamiento, y

Willebrand

b) Mezcla de sels unidades de distintos
grupes sanguinecs durante el ditimo
mes de vigencia.

Imagen 103. Requisitos que deben reunir el 100% de las unidades y mezclas de crioprecipitados
probadas. NOM-253-SSA1-2012.

22.7 INACTIVACION EN COMPONENTES SANGUNEOS.

A criterio del responsable sanitario del banco de sangre, los componentes sanguineos que vayan a
destinarse para uso transfusional, podrdn someterse a técnicas in-vitro validadas y estandarizadas que
impidan la proliferacion de agentes potencialmente infectantes o de células inmunocompetentes,
mediante métodos de inactivacion fotodindmica, fotoquimica, solvente detergente u ofros que
permitan el mantenimiento de propiedades terapéuticas, en su caso, de su viabilidad y que no
provoquen toxicidad en el receptor, estos métodos no sustituyen la irradiacion de componentes
sanguineos para la prevenciéon de la enfermedad injerto contra huésped (u hospedero). Las técnicas
de inactivacion viral para el plasma fresco congelado, podrdn llevarse a cabo en el banco de sangre
o por manufactura en la industria farmacéutica (NOM-253-SSA1-2012).

RESULTADOS.
Actividad: Con base a lo presentado en esta practica conteste las siguientes preguntas:

1. Un paciente de 21 anos es recibido en el servicio de urgencias de un hospital, presenta una
hemorragia severa. 3Cudl seria el componente sanguineo que emplearia para el paciente?

2. Mencione dos diferencias enfre el control de calidad de concenfrados eritrocitarios
leucorreducidos y concentrados erifrocitarios lavados, con base a la cantidad de unidades y
frecuencia de verificacion.
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Suponga que usted estd a cargo del drea de pruebas de compatibilidad, son las 14:00 horas y
llega un médico pidiendo un concentrado eritrocitario lavado para fransfusion de un paciente
masculino de 30 anos de edad. Usted realiza las pruebas de compatibilidad entre la bolsa a
transfundir y el receptor, salen compatibles. El médico tratante llega al dia siguiente por el
concentrado eritrocitario lavado a las 20:00 horas. sle daria ese concentrado eritrocitario?
Explique los motivos.

Suponga que usted es el responsable del drea de fraccionamiento sanguineo. Cuenta en su
drea con un refrigerador que congela a una temperatura de 74°C £ 2°C. La necesidad de su
banco de sangre es congelar concentrados eritrocitarios, por normatividad, zQué
crioprotector usaria y qué tipo de concentracion usaria? Explique.

Suponga que estd realizando el control de calidad de aféresis plaquetaria, usted fiene en
existencia 10 concentrados. Al hacer el control de calidad se percata que cuenta con 4 bolsas
que su conteo total es de 160x10° plaquetas. 3 Aceptaria ese control de calidad y por ende
esas plaguetas? Explique los motivos.

Suponga que usted estd a cargo del drea de pruebas de compatibilidad, son las 10:00 horas y
llega un médico pidiendo un concentrado plagquetario de grupo sanguineo B factor Rh positivo
para frasplante de higado de un paciente femenino de 20 afos de edad. Usted cuenta en
existencia con 8 concentrados plaquetarios de los cuales, Unicamente 1 es del grupo
sanguineo solicitado, pero lo tiene congelado. La cirugia estd programada para las 20:00 horas
de ese mismo dia. gUsaria ese concentrado plaquetario? Explique los motivos.
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/. Alrealizar su control de calidad de aféresis granulocitaria, se da cuenta que tiene en existencia
con una bolsa con 45 mL. sAceptaria ese control de calidad y por ende ese concentrado?
Explique los motivos.

8. Suponga que usted estd laborando en el drea de fraccionamiento, de pronto escucha una
discusidn entre el quimico responsable del drea y un técnico que ahi también labora. El quimico
va a dar de baja una unidad de plasma fresco al momento de fraccionar una bolsa de sangre
total de una donadora. La donadora tiene una edad de 44 anos y ya ha tenido é hijos. El
técnico no estd de acuerdo con la decision de quimico pues, a su parecer, no tiene ningin
motivo para dar de baja la unidad de plasma fresco. sUsted qué opinidn tendria? 3Esta de
acuerdo con el quimico o con el técnico? Explique los motivos.

9. Usted estd realizando el control de calidad de plasmas frescos, de repente se percata que una

bolsa presenta un coagulo visible. 3 Aceptaria ese control de calidad y por ende la bolsa de
plasma fresco?

10. Como rutina del control de calidad de crioprecipitados, manda al laboratorio central de su
hospital, especificamente al drea de coagulacion, la cuantificacion de factor de von
Willebrand, fibrindgeno y factor VIII. Para poder hacer la mezcla de crioprecipitados, sCuantas
bolsas seleccionaria para cada uno de los tres parédmetros a validad?, 3Seleccionaria todas
las bolsas del mismo grupo sanguineo? Y 3Con qué frecuencia lo haria?
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Practica No. 23
Control de calidad en equipos automatizados.

INTRODUCCION.

Para organizar un adecuado control de equipos de inspeccion, medicién y prueba, debe
tomarse en cuenta los siguientes lineamientos:

1. Mantener un inventario actualizado de los equipos e instrumentos de medicidon con los que
se cuenta.

2. Contar con un expediente Unico de cada equipo, donde se archive el historial de los
reportes de calibracién y mantenimiento, a fin de que se tenga presente el estado del
equipo.

3. Asignar una clave a cada equipo para su facil identificacion en reportes y para su
expediente. Esta clave debe colocarse en algun lugar visible del equipo.

4. El equipo debe protegerse contra dano y deterioro durante la manipulacion, el
mantenimiento y el almacenamiento, para lo cual, es importante contar con su manual de
operacion, el cual debe de situarse junto al equipo. En algunos instrumentos (por ejemplo,
equipos automatizados de serologia o microbiologia) es Util colocar un flujograma que
indique paso a paso la operacidon del mismo, desde su encendido, su funcionamiento y
hasta su apagado (Infante L, 2003).

El programa de mantenimiento preventivo y/o correctivo de 1o0s equipos e instrumentos es tan
importante como respetar las condiciones de trabajo, con la finalidad de garantizar su adecuado
funcionamiento, disminuir al mdximo su mantenimiento y alargar su vida media Util. Ambos
mantenimientos deben de ser calendarizados de acuerdo a la frecuencia de uso y a los cuidados
bdsicos descritos en el manual de operacién de cada equipo. El programa de calibracién se debe
realizar a todos los equipos que requieran servicio técnico de medicién y calibracion, para determinar
el grado de cumplimiento con las normas oficiales mexicanas. La periocidad de la calibracion debe
ser tal que se asegure que la incertidumbre (dispersion de valores) declarada del equipo no se
degrada en un tiempo determinado. Para bancos de sangre que cuentan con personal suficiente y
tienen mdas de 10 equipos de medicidn y prueba para calibracion es factible llevar a cabo un
programa de verificacion interna, para el cual se debe contar con personal técnico calificado y
capacitado (Infante L, 2003).

El control de calidad se puede dividir en dos grandes grupos, el control de calidad interno y el
externo. El propdsito del control interno es evaluar el desempeno del sistema de medicion para liberar
los resultados de las muestras de pacientes procesadas bajo las mismas condiciones de frabagjo.
Permiten detectar desvios y variabilidad del sistema analitico, para tomar acciones preventivas y
apoyar en la mejora del desempeno. Por otro lado, el control de calidad externo, permite evaluar el
desempeno del laboratorio bajo condicione externas (Gomez R, et al., 2015).

Para el control de calidad interno, los equipos automatizados utilizan “controles” que éstos han
de ser proporcionados por distintas casas comerciales. Los controles se pueden dividir como controles
de primera opinidn y de tercera opinidn. Los controles de primera opinidon son agquellos que disena el
fabricante del equipo. Funcionan para controlar los reactivos en sus propios equipos.
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El término “tercera opinidn” se usa para describir un producto de control de calidad que ayuda
a proporcionar una valoracion independiente del equipo o método y no esta optimizado para ningun
insfrumento o sistema de reactivos especificos. Los confroles de tercera opinion son fabricados
independientemente de los reactivos y calibradores del sistema. Dichos controles generalmente estdn
fabricados con base en una matriz humana, lo cual nos brinda un producto similar a una muestra de
paciente (BIO RAD LABORATORIES).

Imagen 104. Diferentes tipos de controles para equipos automatizados. Extraida de:
https://bit.ly/2ITil7P.

OBIJETIVO.

Que el alumno evalle la importancia del control de calidad de equipos automatizados,
mediante el fundamento de los equipos y de los controles que comUnmente se utilizan en el banco
de sangre, para asegurar que el frabajo realizado es correcto.

CONTENIDO.
23.1  EQUIPO AUTOMATIZADO PARA LA CITOMETRIA HEMATICA.
Fundamento.

En la actualidad se cuentan con dos métodos para la deteccion de células sanguineas el mds
utilizado es el método de impedancia. Las células de una muestra de sangre total diluida en una
solucidn electrolitica se hacen pasar, una detrds de ofra, a través de una abertura de determinado
didmetro, por la que circula una corriente eléctrica de cierta intensidad inducida por dos electrodos
dispuestos a ambos lados de la abertura u orificio. Al pasar cada célula a través del orificio causa un
cambio en la resistencia eléctrica que genera un pulso de voltaje cuya abertura o amplitud serd
proporcional al tamano o volumen de la célula en cuestion. El nUmero de pulsos eléctricos generados
se relaciona con la cantidad de células que atraviesan la abertura. En la actualidad, este principio se
aplica como método de referencia para el recuento células hemdatico y la medicidn de los volimenes
(tamano) de cada poblacion celular. Es utilizado por la mayoria de los fabricantes de contadores
hematoldgicos debido a su marcada reproducibilidad, rapidez y disminucion del error estadistico
(Herndndez L, 2013).
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Los componentes bdsicos de un contador hematoldgico son: diluidor (sistema que reduce la
concentracion de las células sanguineas y las suspende en soluciones conductoras isotdonicas para
adecuarla a las capacidades de medida del dispositivo), aspirador (sistema que toma la muestra
diluida y la conduce hacia el dispositivo de medida), camara de recuento (constituye la parte central
o zona sensible del equipo, donde ocurren los fendmenos 6pticos, eléctricos o ambos, medidos
posteriormente), transductor o detector (son los dispositivos que general linealmente pulsos eléctricos
cuando las células pasan la zona sensible, éptica o eléctrica, del equipo), discriminador (discrimina
los pulsos eléctricos generados por los transductores para su posterior procesamiento), convertidor
analégico-digital (convierte las sefales eléctricas en digitales), ordenador (procesa las sefales
digitales y las convierte en datos que serdn mostrados en pantalla y que pueden ser impresos)
(Herndndez L, 2013). En la siguiente imagen, se muestra los componentes de un equipo automatizado.

Agente ﬁ
reante

Camaras Camaras
de recuento de recuento
de leucocitos de hematies

Amplificador

Imagen 105. Componentes principales de un contador hematoldgico. (Hernandez L, 2013).

Equipo automatizado.

Actualmente existen diferentes tipos de equipos automatizados para la cuantificacidon de
células sanguineas. El uso de estos equipos dependerd del banco de sangre; si es un banco pequeno,
donde se tengan pocos donadores al dia, pueden emplearse equipos pequenos o si son muchos
donadores, se puede optar por un equipo Mmds répido y con mayor capacidad para muestras.

Imagen 106. Equipo automatizado ABX Pentra XL: extraida de: https://bit.ly/2shBaQi.
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23.1.1 CONTROL DE CALIDAD.
Control de calidad interno.

El control de calidad de equipos automatizados para la deteccion de células sanguineas,
ocupa dos clases de controles: de primera opinidon y de tercera opiniéon. Cada uno de los controles
tiene tfres niveles que permiten supervisar el funcionamiento del equipo; control bajo, control normal
y control alto. En la siguiente imagen se observan, el control normal, control bajo y control alto que
proporciona BIO-RAD.

' D100 -
ST

487 Liquichek'™ s
otk Ty

AEETNN

487

-« .lrift_natology Contro[ (X)
Ao

Sman

Imagen 107. Controles de tercera opinidon. De abajo hacia arriba; control normal, control bajo y
conftrol alto. BIO-RAD.

Estos productos son una suspension de eritrocitos humanos estabilizados lisables, componentes
plaquetarios artificiales, leucocitos artificiales y constituyentes de origen animal en un medio que
contiene estabilizadores y conservantes. Este producto deberd de estar almacenado en
refrigeradores a una temperatura entre 2°-8°C. Una vez abierto su estabilidad es por 21 dias (BIO-RAD).

Estos productos, aunque han sido estudiados y resultaron ser negativos para VIH-1, VHI-2 y VHB
y VHC, deben de ser tratados como muestras potencialmente patdgenas, pues puede ser que los
donadores tengan algun tipo de periodo ventana o que contengan otros patdgenos no estudiados.

Técnica:

I.  Para poder utilizar estos controles, se deben de sacar del refrigerador y dejar atemperar de 15-
20 minutos a temperatura ambiente.
Il.  Homogeneizar los tubos, invirtiéndolos de forma vertical entre 8 y 10 veces cada uno.
. Tomar un tubo en posicidn vertical entre las palmas de la mano.
IV.  Girar el tubo hacia atrds y hacia adelante, durante 20 y 30 segundos.
V. Hacerlo mismo para todos los controles.
VI. Introducir al equipo de forma manual.
VIl.  Una vez que se ingresen al equipo, cada uno de los controles arrojard un valor para cada uno
de los parédmetros que analiza el equipo (glébulos rojos, gldbulos blancos, plaquetas, VCM,
HCM, CHCM, cuenta diferencial, etc.) Se deben de verificar cada uno de estos valores de los
tres niveles de conftrol, con forme a la tabla que viene en el inserto de cada uno. El valor que
arroje el equipo, no debe de alejarse de la media, mds de tres desviaciones estandar.
VIIl.  Hacer una grdfica de Levey-Jennings con los valores obtenidos, con la finalidad de verificar
que el control de calidad este correcto.
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Control de calidad externo.

Para el control de calidad externo, también se utilizan este tipo de viales, aungque son
proporcionados por una casa comercial reconocida como PACAL, entre otros. Se puede realizar
semestralmente o mensualmente. Los resultados son enviados para su posterior verificacion.

242 EQUIPO AUTOMATIZADO PARA TIPIFICACION DE GRUPOS SANGUINEOS.
Fundamento.

Los equipos automatizados para la tipificacion de grupo sanguineo del sistema ABO ocupan
una técnica que estd basada en gel descrita por Y. Lapierre, que detecta las reacciones de
aglutinacion de hematies. La aglutinacién ocurre cuando los antigenos de los eritrocitos entran en
contacto con los correspondientes anticuerpos, presentes en el reactivo. La tarjeta DG gel es un
soporte de pldastico compuesta por 8 microtubos. Cada microtubo estd compuesta de una columna
y una cdmara de dispensacion/incubador. Cada columna contiene microesferas de dexiranos
polimerizados en medio tamponado que actian como filtro. Los dextranos se encuentran mezclados
con un reactivo que contiene anticuerpos especificos o un tampdn. Los microtubos que contienen
anticuerpos especificos incorporados a la solucidon de gel actian como medio de reaccidén y los
hematies aglutinan en contacto con los anticuerpos. Los microtubos sin anticuerpos se utilizan en
técnicas en las que los anticuerpos reaccionan directamente con los hematies en la cdmara de
incubacion y para controles. Durante la centrifugacion, los aglutinados de hematies son atrapados
segun su tamano, en la superficie o a lo largo de la columna de gel. Los hematies no aglutinados
descienden hasta el fondo del microtubos (Diagnostic Grifols, S.A.). en la siguiente imagen se observa
la composicion de una tarjeta para la tipificacion del grupo sanguineo sistema ABO.
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Imagen 108. Tarjeta de técnica en gel para la tipificacién del grupo sanguineo sistema ABO. Esta
tarjeta estd compuesta por 6 microtubos, dentro de los cuales tiene los anticuerpos especificos para
que se lleve a cabo la reaccidon de aglutinacion y asi conocer el grupo sanguineo. (Golffed J, 2014).
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Imagen 109. Composicion de los microtubos DG Gel ABO/Rh. En la parte superior del microtubo se
depositan los eritrocitos, en la parte media se encuentran los anticuerpos especificos y la parte
superior son las microesferas. En un resultado positivo a la aglutinacion, se observan los hematies
aglutinados sobre la columna. Un resulfado negativo a la aglutinacion, se observan los hematies en
el fondo de la columna. (Golffed J, 2014).

Equipo automatizado.

El empleo de cada equipo dependerd de las necesidades del banco de sangre.

Imagen 110. WADIANA Compact. Extraida de: https://bit.ly/2KXwerw.
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23.2.1 CONTROL DE CALIDAD.
Control de calidad interno.

Durante cada corrida se deben de utilizar controles tanto positivo como negativo, utilizando
glébulos rojos encontrados positivos y negativos para el antigeno estudiado.

Control de calidad externo.

Para el confrol de calidad externo, tambiéen se ufilizan este tipo de viales, aunque son
proporcionados por una casa comercial reconocida como PACAL, entre otros. Se puede realizar
semestralmente o mensualmente. Los resultados son enviados para su posterior verificacion.

23.3  EQUIPO AUTOMATIZADO EN SEROLOGIA.
Fundamento.

Dentro de las pruebas de tamizaje, la técnica mds implementada en el banco de sangre es la
quimioluminiscencia. El ensayo es un inmunoandlisis quimioluminiscente de microparticulas (CMIA)
para la deteccidén cualitativa de anticuerpos/antigenos (que dependerd de la prueba que se realice)
frente a los diferentes patdgenos que pueden causar enfermedades que se pueden fransmitir por
transfusion. Los inmunoandlisis quimiolumiscentes son una variacion del principio de los
enzimoinmunoandlisis (EIA). A principios de los anos 70 se descubrieron por primera vez los
enzimoinmunoandlisis de fase sdlida, los cuales usan antigenos o anticuerpos recubiertos en una
superficie para unirse a los analitos complementarios. El analito unido se detecta a través de una serie
de reacciones antigeno-anticuerpo. Los conjugados unidos marcados con acridina se utilizan en la
reaccion final para genera una senal quimiolumiscentes. La medicion de la senal quimioluminiscente
se da por unidades relativas de luz (URL) (Abbott, U.S.). En la siguiente imagen se observa la reacciéon
guimiolumiscente de microparticulas.

Las microparticulas
recublertascon @) Fy
Anticuorpos do ( j h\
capturay muestra

seincuban juntas ’\ —\: (Ag Se transfiere una

para formar una
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@ A mezcla de reaccidn

ala matriz de fibra

A @ devidro
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Imagen 111. Enzimoinmunoensayo, MEIA. 1) Las microparticulas recubiertas con anticuerpos
(pueden ser antigenos) de captura y la muestra que contiene en este caso en antigeno (pueden ser
anticuerpos) se incuban juntas para formar una mezcla de reaccidn; 2) se transfiere una alicuota de

la mezcla de reaccién a la matriz de fibra de vidrio (cubeta de reaccidn); 3) los anti-anticuerpos
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marcados se unen al complejo de microparticulas; 4) se agrega el sustrato a la mezcla. Se mide el
producto fluorescente en unidades relativas de luz. Extraida de: https://bit.ly/2J7kLs7.

Equipo automatizado.

La casa comercial Abboftt U.S., desarrollo un equipo que denomino ARCHITECT, que es el mas
utilizado en el banco de sangre por su gran sensibilidad y especificidad. Dependiendo de las
necesidades serd muy grande para realizar muchas pruebas o puede ser mds compacto en caso
de bancos de sangre pequenos. En la siguiente imagen se muestra el equipo.

Imagen 112. Equipo utilizado en serologia. Architect iT000SR. (Abbott).
24.3.1 CONTROL DE CALIDAD.
Control de calidad interno.

El confrol de calidad de equipos automatizados para la deteccion de patdgenos que pueden
ser fransmitidos por transfusion, ocupa dos clases de controles: de primera opinidn y de tercera
opinidén. Cada uno de los controles de primera opinidn, tiene dos niveles que permiten supervisar el
funcionamiento del equipo; control negativo y control positivo. Es asi, que para cada uno de los é
marcadores (anti-VHI-1; anti-Trypanosoma cruzi; anti-Treponema pallidum; anti-VHC; anti-HBcll y anti-
HBsAgQ) hay un confrol positivo y un negativo. En el caso del confrol de tercera opinidén es una mezcla
de los marcadores, pero solo con dos niveles: negativo y positivo.

Imogen 113. Controles de cada uno de los marcadores infecciosos para el equip‘o automatizado
utilizado en serologia. Banco de sangre del Hospital Infantil de México. Federico Gomez.
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23.4 EQUIPOS UTLIZADOS PARA EL AREA DE FRACCIONAMIENTO.
Fundamento.

Recientemente se han introducido sistemas que brindan extrema calidad y mdxima seguridad
en el banco de sangre moderno, que permiten obtener productos de mdaxima calidad y seguridad
total: los primeros, son los extractores semiautomatizados con funcionamiento neumatico y un par de
sensores Opticos, los segundos, son los extractores automatizados con funcionamiento eléctrico y con
quince pares de sensores Opticos, lo cual permite tener mayores niveles de deteccion en el momento
de la separacién. Ambos sistemas reducen la variabilidad de los procesos de obtencidén, mejorando
el manejo y control de los mismos. La obtencién de los componentes en los dos sistemas se realiza de
manera simultdneaq, eliminando toda posibilidad de contaminacién de los componentes.

Equipo automatizado.

El equipo automatizado permite la separacion de la sangre centrifugada en componentes
conforme a las necesidades del banco de sangre. En la siguiente imagen se observa en equipo
empleado para la separacion de los componentes sanguineos.

Imagen 114. Fraccionador semiautomatizado T-ACE II+. Extraido de: https://bit.ly/210iYsJ.
23.4.1 CONTROL DE CALIDAD.

El control de calidad de este equipo es minimo, aungue debe de ser muy minucioso para
asegurar que los componentes sanguineos estdn correctos. Se debe de hacer una limpieza del
equipo diario, como mantenimiento preventivo y cada determinado tiempo, se le hace un
mantenimiento correctivo, éste se le da por los ingenieros.

También se debe de hacer una calibraciéon diaria, o cuando el equipo marque que la necesita.
Para realizar este procedimiento se utiliza una pesa que ya tiene una masa especifica. Esta pesa se
debe de colocar en la zona del equipo donde van colocadas las bolsas para el fraccionamiento,
con la finalidad de que el equipo calcule de manera correcta y precisa, cudnto es que pesan las
bolsas una vez que son fraccionadas a partir de la bolsa de sangre total.
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Imagen 115. Calibracion del fraccionador de bolsas de sangre total. Se observa en la imagen tres
circulos donde se debe de poner la pesa. Hospital Infantil de México Federico Gomez.

23.5 EQUIPO AUTOMATIZADO PARA PRUEBAS PRE-TRANSFUSIONALES.
Fundamento.

El fundamento de estos equipos es la técnica de aglutinacion en gel, la misma utilizada para
la tipificacion de grupos sanguineos.

Equipo.

El equipo es totalmente automdtico de alta capacidad de proceso para pruebas de
compatibilidad pre-transfusional, utiliza tarjetas de 8 columnas de gel (ERYTRA). En la siguiente imagen
se puede observar el equipo comUnmente utilizado para estas pruebas en el banco de sangre.

Imagen 116. Equipo de automatizacion total en Inmunohematologia, ERYTRA. Extraida de:
https://bit.ly/2sbfiag.
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23.5.1 CONTROL DE CALIDAD.
Control de calidad interno.

Dentro del control de calidad para este equipo automatizado, se tienen unos viales con células,
disenadas por el fabricante, que tienen antigenos conocidos para la determinacién del grupo
sanguineo ABO y del Factores Rh. De igual manera existe ofro vial, cono células que tienen antigenos
especificos para el rastreo e identificacion de anticuerpos irregulares. También otro vial, donde las
células reaccionan positivamente para la prueba de Coombs directa e indirecta.

Imagen 117. Controles de calidad interno para el equipo automatizado ERYTRA. Banco de Sangre
del Hospital Infantil de México. Federico Gémez.

Control de calidad externo.

El control de calidad externo, consiste en poner a prueba el equipo mediante una serie de sueros que
contienen diferentes anticuerpos (mezcla) y que se deben de identificar en un lapso de tiempo. Los
resultados son enviados via electronica a la casa comercial para la verificacion del resultado.
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5. CONCLUSIONES

Con base en la observacion directa de las deficiencias en el proceso ensenanza-
aprendizaje, que tenia la opcién técnica de banco de sangre del Colegio de
Ciencias y Humanidades plantel Azcapotzalco, se llevé a cabo la investigacion
meticulosa de informacién y se logrd la creacion del manual de prdcticas para
dicha opcidn técnica, con base en los avances tecnolégicos mds actualizados.

Al realizar la estancia en el banco de sangre del Hospital Infantil de México Federico
Gbémez, ademds de aplicar los conocimientos que adquiri en la universidad, pude
descubrir nuevas técnicas que desconocia completamente. Por ejemplo, en el drea
de toma de muestra, mejoré mi técnica de venopuncion. Dentro del drea de
sangrado, comprendi la importancia de realizar una correcta asepsia, pues de ello
depende que la recoleccion de sangre sea la adecuada y no esté contaminada
por microrganismos comensales que colonizan nuestra piel. Cuando estuve en el
drea de estudio del donador pude utilizar equipos automatizados para la
hemotipificacion de grupos sanguineos, usando tarjetas de gel, completamente
diferente a la hemotipificacion en tubo, pero ambas con el mismo fundamento. En
el drea de fraccionamiento, realicé la obtencidn de hemocomponentes de buena
calidad, descartando aquellas que presentalban un aspecto lipémico o ictérico; lo
cual es fundamental para que la salud de los receptores no se vea afectada. De
igual manera, conoci la importancia de realizar el rastreo e identificacion de
anticuerpos irregulares, pues cuando una persona llega a donar plasma con
antficuerpos irregulares, causa dano al receptor. En el drea de serologia, manejé el
equipo para el tamizaje de todos los donadores, para la deteccidn del Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (HIV), Virus de la Hepatitis B (HBV), Virus de la hepatitis C
(HCV), Trypanosoma cruzi (Chagas), y Treponema pallidum (Sifilis). Este equipo
readlizaba la deteccidn tanto de anticuerpos como antigenos, mediante la técnica
inmunoldgica de quimioluminiscencia de microparticulas, en donde puse a prueba
el criterio quimico para decidir si una muestra es no reactiva, dudosa (zona gris) o
reactiva. En pruebas de compatibilidad se debe emplear el conocimiento previo de
las dreas anteriores, como por ejemplo el rastreo e identificaciéon de anticuerpos
iregulares, la realizacién de grupo sanguineo en tubo y también conocimiento de
la universidad para las pruebas cruzadas tanto mayor como menos, esto con la
finadlidad de que los hemocomponentes que se pretenden transfundir a los
receptores no causen ningun dano y su salud mejore.

También al estar en contacto con los donadores, pude saber que aldn existe en
México los donadores remunerados, pues como es un Hospital donde va mucha
gente de bajos recursos, existen personas que son de diferentes estados de la
republica y no tienen familiares que puedan ir a donar para su paciente. Por lo que
mucha gente paga a personas para que vayan a donar al no tener ofra alternativa.
La sangre de estas personas, que venden su sangre, es la peor de todas, es una
sangre muy peligrosa, pues ya conocen como es el procedimiento de rutina en los
bancos de sangre y tienden a mentir en sus respuestas cuando pasan a entrevista
médica. Lo que conlleva a un peligro inminente en los receptores.

También durante la elaboracién de este manual, pude detectar que habia
iregularidades en el plan de estudios de la opcidn técnica de banco de sangre del
Colegio de Ciencias y Humanidades. En el moédulo Il de Inmunohematologia
aplicada al banco de sangre, se redliza la toma de muestra y la citometria
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hematica, temas que pueden ir denfro del médulo |, Servicio de banco de sangre.
Pues, estrictamente la inmunohematologia, abarca desde la hemotipificacion de
grupos sanguineos no desde flebotomia.

Con la implementacion de este manual se hace una contribucion importante en la
capacitacién de los técnicos especializados en banco de sangre y se facilita que
apliguen las técnicas plasmadas en este manual, no solo cuando realicen sus
actividades prdcticas, sino también a nivel licenciatura, si es que se deciden estudiar
alguna carrera como Q.F.B, Q.B.P. o L.B.D. Ademds, se hace una perspectiva para
que este manual pueda aplicarse a nivel bachillerato, no solo en el Colegio de
Ciencias y Humanidades, también en la Escuela Nacional Preparatoria. Para
estandarizar el método de ensenanza.
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