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. RESUMEN

ANTECEDENTES: En diciembre de 2019, se observd un grupo de pacientes con
neumonia de causa desconocida en Wuhan, China. Un nuevo coronavirus fue
identificado como el patégena causal. El 11 de febrero de 2020, la OMS nombré a
esta nueva neumonia por coronavirus como "COVID - 19". Se han utilizado multiples
marcadores bioldgicos para predecir la susceptibilidad al SARS- CoV-2 y factores
asociados a la mortalidad de pacientes confirmados con el mismo. Hasta ahora,
existe poca evidencia que han informado la asociacién de los grupos sanguineos
ABO con la susceptibilidad de enfermar de COVID-19 o de desarrollar enfermedad

grave.

MATERIAL Y METODOS: Estudio prospectivo, observacional para estudiar la
asociacion del fenotipo sanguineo con el desenlace de la enfermedad por Covid-19
en 77 pacientes en el Hospital Regional de Alta Especialidad de Oaxaca. Se realiz6
determinacion de grupo sanguineo al ingreso hospitalario y se dio seguimiento hasta

su alta hospitalaria o muerte.

RESULTADOS: Se determind que existe un riesgo de hospitalizacion para el grupo
sanguineo A OR=6.250 (IC=1.412 - 28.82). El fenotipo mas frecuente fue el Rh1Rh2
en un 32.9%. Se obtuvo una p de 0.584 para la relacién con VM, asi mismo para el

desenlace por defuncion se obtuvo una p de 0.397.

CONCLUSION: Entre los fenotipos sanguineos determinados en 77 pacientes del
Hospital Regional de Alta Especialidad con Covid-19 no se encontré asociacion con

el pronéstico de la enfermedad.



Il MARCO TEORICO

A. DEFINICION DEL PROBLEMA

El 31 de diciembre de 2019, el municipio de Wuhan en la provincia de Hubei, China,
informo acerca de un grupo de casos de neumonia con etiologia desconocida. Para
el 9 de enero de 2020, el Centro Chino para el Control y la Prevencion de
Enfermedades identific6 un nuevo coronavirus (2019-nCoV) como el agente
causante de este brote."? El 30 de enero de 2020, con mas de 9.700 casos
confirmados en China y 106 casos confirmados en otros 19 paises, el Director
General de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaré el brote como una
emergencia de salud publica de importancia internacional (ESPII), aceptando la
recomendacion del Comité de Emergencia del Reglamento Sanitario Internacional
(2005).% 4 Entre el 31 de diciembre de 2019 y el 4 de febrero de 2020, se notificaron
un total de 20,630 casos confirmados por laboratorio de infeccion por el SARS-
COV2 en 24 paises, aunque la mayoria de los casos (99%) se siguieron informando
desde China. El primer caso reportado en México fue el 28 de febrero de 2020 en
un paciente originario del estado de Sinaloa con el antecedente de haber viajado a
Italia. EI 14 de marzo se detectaron a los primeros casos en la Ciudad de Oaxaca y
el 24 de marzo de 2020 el Hospital Regional de Alta Especialidad de Oaxaca recibio
al primer paciente con diagnéstico de Enfermedad por Coronavirus — 2019 (COVID-
19). Por tratarse de una enfermedad emergente, el conocimiento en diversas areas
es aun escaso, sin embargo, hasta ahora se han identificado diversos factores de
pronostico para mortalidad, entre ellos encontramos a la edad >60 anos, el género

masculino, presencia de comorbilidades (hipertension arterial sistémica, diabetes
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mellitus y obesidad, principalmente), alteraciones hematologicas (recuento de
leucocitos, recuento bajo de linfocitos y dimero D (DD), principalmente).® Existen
antecedentes acerca de la asociacion que existe entre el serotipo sanguineo y la
gravedad de la enfermedad en otras afecciones respiratorias virales, en ese sentido,
recientemente se publicaron los resultados de un estudio que evalua la asociacion
que existe entre el serotipo sanguineo y la gravedad de la enfermedad en COVID-
19, en dicho estudio se documentd un riesgo significativamente mayor para el
desarrollo de complicaciones respiratorias en sujetos con serotipo sanguineo A. Es
importante evaluar esta asociacion en diversas poblaciones en las que la frecuencia

de serotipos sanguineos es distinta.

B. ANTECEDENTES

En diciembre de 2019, se observé un grupo de pacientes con neumonia de causa
desconocida en Wuhan, China. Un nuevo coronavirus fue identificado como el
patdgeno causal, nombrado provisionalmente como nuevo coronavirus 2019 (2019-
nCoV) por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). El 11 de febrero de 2020, la
OMS nombré a esta nueva neumonia por coronavirus como "COVID - 19"

(enfermedad por coronavirus 2019). 68

De los virus que pertenecen a la familia Coronaviridae (CoV) y que son patégenos
para los seres humanos, el SARS-CoV2 ha sido identificado como el tercero de esta
clase de virus, después del SARS-CoV y del coronavirus asociado al Sindrome

Respiratorio del Medio Oriente (MERS-CoV) que tiene la capacidad para crear una



situacion de pandemia °. El SARS-CoV2 pertenece a la familia Coronaviridae, su
examen genealodgico revel6 que pertenece al género beta coronavirus y exhibié un
96% de similitud de secuencia de homologia con el Bat SL-CoV; por el momento se
realizan ensayos para determinar si el murciélago es un huésped intermedio o si fue
otra especie °. El diametro de SARSCoV-2 oscila entre 50 y 200 nanémetros, posee
cuatro distintas proteinas que lo proveen de su estructura, la capa mas externa
consiste en espigas de glucoproteinas seguida hacia el interior por una envoltura,
una membrana y una capa de nucleocapside. La capa de nucleocapside contiene
el ARN del genoma viral. La capa de nucleocapside, la envoltura y la espiga de la
membrana proporcionan una capa protectora para el genoma viral. El ARN de los
CoV es un ARN monocatenario de sentido positivo (+ssRNA), tiene ~30 kb y posee
cola poli-A-5'-cap y 3'. %" Después de ingresar a la célula huésped, el SARS-CoV2
se replica mediante el uso de la maquinaria del huésped y sintetiza las proteinas
estructurales N, M, E y S. La cadena negativa del genoma del ARN se produce
utilizando una cadena positiva como una plantilla. En el momento del proceso de
replicacion en la célula huésped, la proteina M se adhiere a las membranas del
reticulo endoplasmico y la proteina N se une al genoma. Las proteinas Nsp ayudan
al ARN a ensamblarse en una estructura helicoidal que ingresa a la luz del reticulo
endoplasmico. Las progenies virales producidas sufren exocitosis y entran en el

espacio extracelular. 12

La transmision de las enfermedades infecciosas puede depender de tres
condiciones: fuentes de infeccion, vias de transmision y huéspedes susceptibles. La

transmision de persona a persona a través de gotitas respiratorias, contacto,



fémites, transmision zoondtica, transmisidon nosocomial, transmision fecal oral y la
transmision por aerosol. La transmisién de persona a persona se considera como el
modo de transmision principal. De acuerdo con la sexta version de la guia para el
diagnostico y los tratamientos para COVID-19 emitida por la Comision Nacional de
Salud de China, el SARS-CoV-2."213 La transmisién nosocomial es un problema
grave para COVID-19. Un estudio retrospectivo indico que un total de 1716
trabajadores de la salud estaban infectados, lo que representa el 3.84% del total de

casos. La transmision vertical no se ha demostrado. 516

Los sintomas de COVID-19 incluyen afeccién de las vias respiratorias bajas,
distintos estadios de neumonia (leve a grave), tos seca, linfopenia, fiebre y
fatiga.'”-'® La mayoria de los pacientes infectados por el nuevo coronavirus fueron
los hombres; presentaban enfermedades subyacentes, incluida diabetes,
hipertension y enfermedades cardiovasculares. Los sintomas comunes al inicio son
la fiebre (98%), tos (76%), mialgia o fatiga (44%); también pueden ocurrir sintomas
menos comunes como produccion de esputo (28%), cefalea (8%), y diarrea (3%).
La disnea ocurre en aproximadamente 55% de los pacientes (tiempo medio que
transcurre desde el inicio de la enfermedad hasta la aparicién de disnea es de 8

dias).19:20

Los sintomas se clasifican segun la gravedad: leve, moderada, grave y critica. Los
pacientes leves solo presentan sintomas leves sin caracteristicas radiograficas. Los
pacientes moderados presentan fiebre, sintomas respiratorios y caracteristicas
radiograficas. Los pacientes graves cumplen uno de tres criterios: (a) disnea, FR

mayor de 30 veces / min, (b) saturacion de oxigeno menor del 93% en aire ambiente



y (c) PaO2/FiO2 <300 mmHg. Los pacientes criticos cumplen uno de tres criterios:
(a) insuficiencia respiratoria, (b shock séptico y (c) insuficiencia de multiples

organos.?'-23

Las caracteristicas de laboratorio de COVID-19 incluyen recuento bajo de linfocitos,
principalmente por disminucién de linfocitos CD4 y CD8, tiempo de protrombina
prolongado, elevacion de la enzima deshidrogenasa lactica, DD elevado, alanina
transaminasa elevada, proteina C reactiva y creatinin quinasa.'® Los pacientes
graves en la UCI tienen niveles plasmaticos mas altos de IL2, IL7, IL10, GSCF, IP10,
MCP1, MIP1AYy factor de necrosis tumoral a, en comparacién con los pacientes que
no son de la UCI.?° La mayoria de los pacientes tenian proteina C reactiva elevada,
velocidad de sedimentaciéon globular y procalcitonina normal. Las tomografias
computarizadas de rayos X y térax mostraron sombras irregulares bilaterales u

opacidad de vidrio esmerilado en los pulmones de pacientes moderados y severos.

23,24

Se han utilizado multiples marcadores bioldgicos para predecir la susceptibilidad al
SARS- CoV-2 y factores asociados a la mortalidad de pacientes confirmados con el
mismo. Hasta ahora, existe poca evidencia que han informado la asociacion de los
grupos sanguineos ABO con la susceptibilidad de enfermar de COVID-19 o de

desarrollar enfermedad grave.

El primer estudio relacionado con la distribucion del grupo sanguineo ABO se realizo
en tres hospitales en Wuhan y Shenzhen, China, e incluyd a 2,173 pacientes con
diagndstico de COVID-19 confirmado por la prueba SARS-CoV-2. Los resultados
mostraron que el grupo sanguineo A se asocié con un mayor riesgo de adquirir
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COVID-19 en comparacion con los grupos sanguineos no A, mientras que el grupo
sanguineo O se asocié con un menor riesgo de infeccion en comparacion con los

demas grupos sanguineos.?®

En otro estudio, también realizado en Wuhan, Hubei, China; con el objetivo de
evaluar la asociacién entre los grupos ABO y el desarrollo de neumonia por SARS-
CoV-2 se realizé un analisis comparativo en el que se incluyeron a 265 pacientes
con diagnéstico de COVID-19 que fueron atendidos en el Hospital Central de Wuhan
entre el 1 de febrero y el 25 de marzo de 2020 y de 3,694 controles tratados en otros
dos hospitales de Wuhan; se reportd que el grupo sanguineo ABO tuvo una
distribucién de 39.3%, 25.3%, 9.8% y 25.7% para los grupos A, B, AB y O,
respectivamente. La proporcion del grupo sanguineo A en pacientes infectados con
SARS-CoV-2 fue significativamente mayor que la de los controles sanos (39.3 VS
32.3%; p = 0.017), mientras que la proporcién de pacientes con grupo O en los
infectados con SARS- CoV-2 fue significativamente menor que la proporcion sujetos
con este grupo sanguineo en los controles (25.7 VS 33.8%; p < 0.01). Ademas, en
este estudio, los autores demostraron que los pacientes del grupo sanguineo A
tenian un mayor riesgo de hospitalizacién después de la infeccion por SARS-CoV-
2, mientras que los pacientes del grupo sanguineo 0 tenian un riesgo mas bajo, lo
que sugiere que el tipo de sangre ABO podria usarse como un biomarcador para

predecir riesgo de infeccion por SARS-CoV-2.26

Finalmente, un estudio reciente confirma que el grupo sanguineo O esta asociado
con un riesgo menor que el de los demas grupos sanguineos de adquirir Covid-19,

mientras que el grupo sanguineo A se asocioé con un mayor riesgo. Los mecanismos
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bioldgicos que sustentan estos hallazgos pueden tener que ver con el grupo ABO
per se (por ejemplo, con el desarrollo de anticuerpos neutralizantes contra los N-
glucanos ligados a proteinas) o con otros efectos biologicos de la variante
identificada, 27 incluyendo la estabilizacion del factor de Von Willebrand. Se identifico
un locus de susceptibilidad genética en 9q34.2, la sefial de asociacion coincidio con

el locus del grupo sanguineo ABO. 8

Como una potencial explicacién a esta asociacion, Guillon y colaboradores han
informado que la adhesion dependiente de la enzima convertidora de angiotensina
2 fue inhibida especificamente por los anticuerpos humanos anti-A naturales, lo que
podria bloquear la interaccion entre el virus y su receptor. Esto podria explicar por
qué el grupo sanguineo A es susceptible, mientras que el grupo sanguineo 0 no lo

es. 27

C. JUSTIFICACION

La pandemia ocasionada por el SARS-Cov-2, es un problema de salud publica que
afectado a paises del todo el mundo, y que ha ocasionado una gran crisis en el
aspecto médico, social y econémico. El primer caso reportado en el México ocurrid
el 27 de febrero del 2020 con crecimiento de casos de forma rapida lo que ha
condicionado que nuestro pais se encuentre en fase 3, y en semaforo Rojo. Hasta
el 20 de junio de 2020 se han contabilizado 175,202 casos confirmados y 20,781
defunciones por COVID-19 en nuestro pais. Se han informado caracteristicas
epidemioldgicas y clinicas, factores de riesgo de mortalidad de pacientes infectados

con SARS - CoV - 2 y factores de riesgo en la susceptibilidad al SARS - CoV - 2

11



incluidos edad y enfermedad cronica. Hasta ahora, solo tres estudios han informado
que los grupos sanguineos ABO se asociaron con la susceptibilidad al SARS CoV2.
Consideramos importante determinar en nuestra poblacion el grupo sanguineo
relacionado con la infeccion por COVID-19 y el fenotipo mas frecuente, ya que no

hay estudios en México que determinen esta relacion.

Hasta la fecha actual no se ha identificado un marcador biolégico que pueda
predecir la susceptibilidad a COVID-19, se continlan analizando las asociaciones
que pudieran permitir la identificacion de factores genéticos potencialmente
involucrados en el desarrollo de esta patologia. Uno de ellos es la asociacion de la

susceptibilidad a la infeccién de los diversos grupos sanguineos.

Se ha observado un mayor riesgo de desarrollar sindrome de dificultad respiratorio
severo entre las personas con grupo sanguineo A que entre pacientes de otros
grupos sanguineos. Estos hallazgos son consistentes con patrones de riesgo
similares para infecciones por otro tipo de coronavirus encontradas en estudios

previos.

La menor susceptibilidad del grupo sanguineo O y una mayor susceptibilidad del
grupo sanguineo A para COVID-19 podria estar relacionada con la presencia de
anticuerpos naturales anti-grupo sanguineo, particularmente anticuerpos anti-A, en

la sangre.

12



IV. HIPOTESIS

A. HIPOTESIS NULA
Ha. Los grupos sanguineos y fenotipos estan asociados con el prondstico de los

pacientes con diagndstico de COVID-19.

B. HIPOTESIS ALTERNA
Ho. Los grupos sanguineos y fenotipos no estan asociados con el prondstico de los

pacientes con diagndstico de COVID-19.

V. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL
¢ |dentificar la asociacion que existe entre los grupos y los fenotipos sanguineos

(antigenos) con el prondstico de pacientes con COVID-19.

B. OBJETIVO ESPECIFICO
¢ Determinar el fenotipo sanguineo mas frecuente en pacientes con diagndstico de

COVID-19.

e Conocer los antigenos del sistema RH mas frecuentes en los pacientes con
diagndstico de COVID-19.

¢ Cuantificar la frecuencia de los antigenos Kell, Duffy, Lewis, Diego y MNS en

pacientes con diagndstico de COVID-19.

VI. MATERIAL Y METODOS

A. TIPO DE ESTUDIO
Estudio prospectivo, observacional y analitico en pacientes con SARS CoV2.

13



B. UNIVERSO
Pacientes con diagnostico confirmado de SARS CoV2 en el Hospital Regional de

Alta Especialidad de Oaxaca.

C. TAMANO DE LA MUESTRA
Se obtendra una muestra por conveniencia que incluira a 80 pacientes consecutivos

con diagnostico de COVID-19 que acepten participar en el estudio. El kit disponible
para determinacion de antigenos sanguineos es util para su determinacion en 80

pacientes.

D. CRITERIOS DE INCLUSION
e Pacientes con diagnostico de COVID-19 confirmado por prueba de Reaccién en

Cadena de Polimerasa en Tiempo Real (RCP-TR) que sean atendidos en el
Hospital Regional de Alta Especialidad de Oaxaca.
e Obtencién de la firma del consentimiento informado por parte del paciente,

familiar responsable o por su representante legal.

E. CRITERIOS DE EXCLUSION
e Pacientes que ingresen al HRAEO con asistencia mecanica ventilatoria

provenientes de otra unidad hospitalaria.

F. CRITERIOS DE ELIMINACION
e Ninguno.

14



G.

DEFINICION DE VARIABLES

Variable Definicién Operacional Clasificacion Unidad
Edad Tiempo que ha vivido una persona. Para fines de este | Cuantitativadiscontinua Afios
estudio se considerara la edad registrada al ingreso del
paciente
Género Grupo al que pertenecen los seres humanos de cadasexo, | Cualitativanominal 1. Femenino

entendido este desde un punto de vista sociocultural en
lugar

de exclusivamente biologico.

Para fines de este estudio

consideraremos el género

registrado al ingreso del

paciente.

2. Masculino

Grupo sanguineo Sistema que se usa para agrupar la sangre humana de | Cualitativaromd LA
acuerdo con la presencia o ausencia de antigenosen la 2.B
superficie de los eritrocitos. Incluye cuatro . AB
grupos sanguineos A, B, AB, O. 4.0

Sistema RH @9 Antigeno o proteina presente en los eritrocitos Cualitativa nominal 1.D

2.C
3.E
4.c
5.e

Sistema Kell (K)@ Antigenos que se localizan en la superficie de los Cualitativadicotémica 0. No
eritrocitos. 1. Si

Sistema Duffy @ Antigenos que se localizan en las superficies de los Cualitativa nominal 1. Fya
eritrocitos. 2. Fyb

Sistema Diego (Di a) Antigenos que se localizan en la superficie de los Cualitativadicotémica 0. No

(29) eritrocitos. 1. Si

Sistema Lewis @9 Antigenos que se localizan en la superficie de los Cualitativarominal 1. Lea
eritrocitos. 2. Leb

Sistema MNS @9 Antigenos que se localizan en la superficie de los Cualitativa nominal 1.M
eritrocitos. 2.N

3.S

Hospitalizacion en &rea Ingreso hospitalario en area distinta a la unidad de | Cualitativa dicotdmica 0. No

COVID-19 cuidados intensivos determinado por las condiciones 1. Si

no UCI clinicas de la evaluacion basal.

Hospitalizaciéon en UCI Ingreso hospitalario en la unidad de cuidados intensivos | Cualitativa dicotémica 0. No
determinado por las condiciones clinicas de la evaluacion 1. Si
basal.

VentilacibnMecénica Se conoce como todo procedimiento de respiracion | Cualitativa dicotomica 0. No

Asistida artificial que emplea un aparato para suplir o colaborar con 1. Si
la funcion respiratoria de una persona, que no puede o no
se desea que lo haga por si misma, de forma que mejore
la oxigenacién e influya asi mismo
en la mecéanica pulmonar.

Defuncion 1. f. Muerte de una persona. Cualitativa dicotomica 0. No
2. f. desus. Exequias. 1. Si

Para fines de este estudio se considerardn como
defunciones cuando la causa de muerte sea atribuidaa
COVID-19 o por alguna de las complicaciones derivadas
de esta enfermedad.

Tabla 1. Definicién de variables

H.

RECOLECCION DE LA INFORMACION
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1. Se identificaran a cada uno de los pacientes que reunan criterios de
inclusion y lo invitaran a participar en el estudio; ademas, realizaran el procedimiento
para obtener la firma del consentimiento informado para la inclusion del paciente en

el estudio.

2. Se recolectara un tubo de 12 x 75 mm con EDTA (aforado en la capacidad
del tubo) y un tubo de tapon rojo sin anticoagulante con 3 ml de sangre obtenida del
paciente donde se determinara el grupo sanguineo y los diferentes sistemas que

componen a los eritrocitos mediante la técnica que se describe en el punto 5.

3. La informacién relacionada a las variables demograficas y clinicas de los
pacientes sera obtenida de los expedientes electronicos y se registrara en una hoja

de recoleccion de datos en formato electronico del programa Excel.

4. Posteriormente la informacioén sera concentrada en una base de datos del

software estadistico SPSS para su analisis.

5. Descripcién del procedimiento a realizar: 30-33

l. DESCRIPCION DEL METODO

Materiales

. Tubos de ensaye

. Centrifuga serolégica

. Pipetas Pasteur de plastico o vidrio.
. Gradillas para tubos de ensaye.
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Reactivos:

Sueros hemoclasificadores: Anti-A, Anti-B, Anti- AB, Anti-D y Gama clone,
monoclonal. Previamente aprobados por un control de calidad, todos los reactivos

deben de utilizarse de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Solucion de cloruro de sodio al 0.9% o 0.15 M +/- 0.005 M, con un pH de 7.0.

Hipoclorito de sodio al 5%.

Suspension de hematies de grupo A1y A2 conocidos, del 2 al 5 % en solucién salina

normal o EDTA-solucién salina isotonica.

Suspension de hematies de grupo A1, A2, By 0 conocidos, del 2 al 5 % en solucion

salina isotonica.

Muestra:

Suspension de hematies del 2 al 5 % en solucién salina isotonica del paciente.

Suero del paciente.

Principio del  procedimiento. Determinacion de técnica tubo

antisuero ANTI-A, ANTI- B, ANTI- AB, ANTI- D y control RH

- La aglutinacion de los glébulos rojos con sueros tipificadores anti-A, anti-B,
anti AB y Anti D indica la presencia del correspondiente antigeno. La ausencia de

aglutinacion indica la ausencia de este.

- La aglutinacion resulta de la fijacion de los anticuerpos a los antigenos de

varios eritrocitos que forma una red o trama que mantiene unidas a las células.

Lavado de células
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Suspender aproximadamente 0.5 mL de eritrocitos (muestra) en un tubo de 12x75

mm. en solucion fisioldgica (+/- 3ml.)

Centrifugar por 1 min a 3400 rpm, descartando el sobre nadante. Proceder de la

misma manera por tres veces.

Una vez realizado los lavados suspender las células en una concentracion al 2% -

5% en solucion fisiologica (eritrocitos con los cuales se debe trabajar).

Procedimiento

a) Colocacion en una gradilla 10 tubos de ensayo limpios y rotulados con las

letras A, B, AB, AT, Anti-D, C, A1,A2,By 0.

b) Colocacion de una gota de anti-A, al tubo marcado como A; una gota de anti-

B al tubo marcado como B; una gota de anti-AB, al tubo marcado como AB; =

PRUEBA DIRECTA O CELULAR.

C) Se agrega una gota de anti-D, al tubo marcado como D, = ANTIGENO D DEL

SISTEMA Rh.

d) Agregar una gota de Gama Clone al tubo marcado como control (C), =

CONTROL

e) Agregar una gota de suspension de eritrocitos A1, A2, B y 0 a los tubos

marcados respectivamente = PRUEBA INVERSA.
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f) Agregar una gota de una suspension al 2 - 5% (en solucién salina) de los
glébulos rojos en estudio a los tubos que se agregd Anti-A, Anti-B, Anti-AB, AT, Anti-

DyC.

Agregar unas dos gotas de suero/plasma de paciente en estudio a los tubos
marcados como A1, A2, B y 0; asi como al tubo correspondiente al AUTOTESTIGO

(AT).

g) Mezclar el contenido de todos los tubos con suavidad de acuerdo con las

instrucciones del fabricante,

h) Centrifugar de acuerdo con el instructivo del fabricante (casi siempre 15 a 30
segundos a 900-1000 x g. Re-suspender con suavidad las células y examinar en

busca de aglutinacion.

i) Leer, interpretar y registrar los resultados anotando la intensidad de reaccion
de 1+ a 4+.
i) Comparar los resultados de la prueba directa (eritrocitos) con los obtenidos

en la prueba inversa (suero/plasma).

Interpretacion de los resultados:

Prueba directa o celular:

- La aglutinacion del antisuero especifico con los eritrocitos en estudio
constituye una prueba POSITIVA y la presencia del antigeno especifico con el que

se aglutina.
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- La no aglutinacion del antisuero especifico con los eritrocitos en estudio

constituye una prueba NEGATIVA o ausencia del Antigeno especifico.

Prueba inversa:

- La aglutinacion de los globulos rojos conocidos en estudio y la hemdlisis o
aglutinacion con el suero de la muestra en estudio constituye resultados

POSITIVOS o presencia de los anticuerpos especificos aglutinados.

- La suspension uniforme después de la re-suspension de las células
conocidas con el suero/plasma de la muestra en estudio constituye un resultado

negativo o ausencia de los anticuerpos especificos buscados.

Antigeno (D) del sistema Rh:

- La aglutinacion del antisuero especifico con los eritrocitos en estudio

constituye una prueba POSITIVAYy la presencia del Antigeno (D).

- La no aglutinacion del antisuero con los eritrocitos en estudio constituye una
prueba NEGATIVA o ausencia del Antigeno (D). En este caso se debera realizar la

prueba de deteccidn del Antigeno Ddébil para confirmar D negativo.

Control

El tubo marcado como C, corresponde al Control de la prueba por lo que:

- La aglutinacion refiere la presencia de alguna proteina unida a la membrana
eritrocitaria de los eritrocitos en estudio. Se debera buscar la causa e invalida la

lectura de la prueba directa o celular.
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La no aglutinacién refiere eritrocitos en estudio sin presencia de proteinas

adheridas a la membrana eritrocitaria y valida los resultados obtenidos en la prueba

directa o celular.

ANTIGENOS ERITROCITARIOS, SISTEMAABO

A B AB AT D C A1 Az B ABO | Rh(D)
4+ - 4+ - 4+ 4+ A Positivo
_ 4+ 4+ - 4+ 4+ 4+ B Positivo
4+ 4+ 4+ - 4+ AB | Positivo
R - - - 4+ 4+ 4+ 4+ 0 Positivo
N R - - -+ + + + Bombay
4+ - 4+ - 4+ A Negativo
_ A+ A+ - 4+ 4+ Negativo
4+ 4+ 4+ - AB | Negativo
- - - - 4+ 4+ 4+ 0 Negativo

Tabla 2. Antigenos eritrocitarios, sistema ABO.

TECNICA EN TARJETA DE GEL PARA SISTEMA ABO

Material

Centrifuga serologica.

Equipo automatizado

Reactivos

Tarjetas para fenotipo eritrocitario del sistema Rh (C,E,c,e). Solucion DG-Gel

Solucién A Solucién B
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Técnica automatizada

1. Colocacion de las muestras (tubo de biometria hematica, previamente
centrifugada en el carro del equipo), asi como los reactivos y tarjetas en el carrusel

respectivo.

2. Programacién del equipo con los datos del paciente, y la técnica a utilizar

(Determinacién de GRUPO ABO).

3. Marcar la tarjeta con el nombre de la muestra correspondiente.

4. Colocar todos los reactivos en el equipo WaDiana.

5. Verificar los niveles de soluciones y reactivos del equipo WabDiana.
6. Inicio del equipo para su procesamiento.

7. Lectura y validacién de los resultados.

Interpretacion de los resultados:
Prueba directa o celular:

- La aglutinacion del antisuero especifico con los eritrocitos en estudio
constituye una prueba POSITIVA y la presencia del Antigeno especifico con el que

se aglutina.

- La no aglutinacion del antisuero especifico con los eritrocitos en estudio

constituye una prueba NEGATIVA o ausencia del Antigeno especifico.

Prueba inversa:
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- La aglutinacion de los glébulos rojos conocidos en estudio y la hemdlisis o
aglutinaciéon con el suero de la muestra en estudio constituye resultados

POSITIVOS o presencia de los anticuerpos especificos aglutinados.

- La suspension uniforme después de la resuspension de las células conocidas
con el suero/plasma de la muestra en estudio constituye un resultado NEGATIVO o

ausencia de los anticuerpos especificos buscados.

Antigeno (D) del sistema Rh

- La aglutinacion del antisuero especifico con los eritrocitos en estudio

constituye una prueba POSITIVA Yy la presencia del Antigeno (D).

- La no aglutinacion del antisuero con los eritrocitos en estudio constituye una
prueba NEGATIVA o ausencia del Antigeno (D). En este caso se debera realizar la

prueba de detecciéon del Antigeno Ddébil para confirmar D negativo.

Control

El tubo marcado como C, corresponde al Control de la prueba por lo que:

- La aglutinacion refiere la presencia de alguna proteina unida a la membrana
eritrocitaria de los eritrocitos en estudio. Se debera buscar la causa e invalida la

lectura de la prueba directa o celular.

- La no aglutinacién refiere eritrocitos en estudio sin presencia de proteinas
adheridas a la membrana eritrocitaria y valida los resultados obtenidos en la prueba

directa o celular.
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DETERMINACION DE FENOTIPOS DEL SISTEMARH (C, E, C, E) EN TARJETA

Técnica automatizada

1.

Colocacion de las muestras (tubo de biometria hematica, previamente

centrifugada en el carro del equipo), asi como los reactivos y tarjetas en el carrusel

respectivo.

2.

Programacién del equipo con los datos del paciente, y la técnica a utilizar

(Determinacién de Fenotipo de Rh).

Marcacién de la tarjeta con el nombre de la muestra correspondiente.

Colocacion de todos los reactivos en el equipo WabDiana.

Verificacion de los niveles de soluciones y reactivos del equipo WaDiana.

Iniciacidn del equipo para su procesamiento.

Lectura y validacion de resultados.

Los resultados se reportan en base a la clasificacion de Fisher Race:

ANTI FENOTIPO GENOTIPO

D C E c e Wiener Fisher- Wiener Fisher-
Race Race

+ + 0 + + Rhirh DCce R1r DCE/ce

+ + 0 0 + Rh1Rh1 DCe RIR! DCe/Dce

0 0 0 + + rhrh ce Rr Celce

+ + + + + Rh1Rh2 DCcEe R1R2 DCe/DcE

+ 0 + + + Rh2rh DcEe R2r DcE/ce

+ 0 + + 0 Rh2Rh2 DcE R2R2 DcE/DcE

+ 0 0 + + RhOrh Dce ROr Dcelce

0 + 0 + + rh’rh Cce rr Celce

0 0 + + + rh’rh cEe r'r cE/ce

Tabla 3. Clasificacion Fisher Race
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DETERMINACION DE ANTIGENOS ERITROCITARIOS DE IMPORTANCIA

CLINICA, DISTINTOS AL ABO (IRREGULARES)
Procedimiento:

a) Colocacion en una gradilla tubos de 8 ensayo limpios y rotulados con las

letras K, fya, fyb, Lwa, Lwb, M, N, S.

b) Agregar una gota de una suspension al 2 - 5% (en solucion salina) de los

glébulos rojos en estudio a cada uno de los tubos.
C) Agregar una o dos gotas de reactivo segun el instructivo del fabricante.

d) Mezclar el contenido de todos los tubos con suavidad y continuar de acuerdo

con las instrucciones del fabricante,

e) Centrifugar de acuerdo con el instructivo del fabricante (casi siempre 15 a 30
segundos a 900-1000 x g. Re-suspender con suavidad las células y examinar en

busca de aglutinacion.

f) Leer, interpretar y registrar los resultados anotando la intensidad de reaccion

de 1+ a 4+.

9) Comparar los resultados de la prueba directa (eritrocitos) con los obtenidos

en la prueba inversa (suero/plasma).
Interpretacion de los resultados:

- La aglutinacion del antisuero especifico con los eritrocitos en estudio
constituye una prueba POSITIVA y la presencia del Antigeno especifico con el que

se aglutina.
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- La no aglutinacion del antisuero especifico con los eritrocitos en estudio

constituye una prueba NEGATIVA o ausencia del Antigeno especifico.

J. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron registrados en archivo electronico y se utilizé el
programa estadistico SPSS version V21 para realizar el analisis estadistico acorde
al tipo de variable estudiada. El analisis descriptivo se realizé con medias con
desviacion estandar, medianas con rangos intercuartilares, frecuencias con
porcentajes, analisis comparativo de variables mediante pruebas paramétricas (T
de Student o ANOVA), pruebas no paramétricas (Chi cuadrada con prueba exacta
de Fisher, U de Mann-Whitney o Prueba de Wilcoxon) y analisis de asociacion de
variables para estimar el valor prondstico de las variables con significancia
estadistica en el analisis comparativo (p < 0.05) mediante analisis de regresion lineal

uni y multivariable.
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VIl. ASPECTOS ETICOS

El estudio no expone ni compromete la integridad fisica de los sujetos a estudiar, ni
supone riesgos adicionales para los pacientes a los que son inherentes al
tratamiento convencional por COVID-19 ya que la determinacion de los grupos ABO
y sus fenotipos (antigenos) se obtendra de las muestras de laboratorio que son
obtenidas de forma rutinaria. Todos los procedimientos se realizaran después de
obtener la firma del consentimiento informado. De forma adicional, los
investigadores que participaremos en el proyecto firmaremos una carta para
garantizar la confidencialidad de la informacion. Este estudio se sustenta en las
leyes y reglamentos estatales, nacionales e internacionales entre los cuales se

destacan:

1. La Ley General de Salud (publicada en el Diario Oficial de la Federacion el

martes 7 de febrero de 1984, entrando en vigor el dia 1ro. de ese mismo afio)

2. El Reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion para
la salud (publicado en el Diario Oficial de la Federacién el martes 6 de enero 1987,

entrando en vigor el dia siguiente)

3. La declaraciéon de la 18va Asamblea Médica Mundial de Helsinki, Finlandia

con modificacion en el congreso de Tokio, Japdn en 1983.

4. El codigo Internacional de Etica Médica, elaborado en Octubre de 1949 en

Nuremberg, Alemania.
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VIll. RESULTADOS

Se analizaron 77 muestras de pacientes con diagnostico de Covid 19, por medio
técnica tubo antisuero ANTI-A, ANTI- B, ANTI- AB, ANTI- D y control RH y de forma
automatizada, en donde se incluyeron 20 muestras de mujeres (26%)y 57 muestras
de hombres (74%), con una media de edad de 59.2 afios. La edad minima de 28
afos y la edad maxima de 89 anos. Los datos de edad presentaron una asimetria
negativa (-0.203) lo cual nos indica que la distribucién esta sesgada a la izquierda
debido a que la mayoria de los pacientes presentan valores elevados de edad. En
lo que respecta a la dispersion de las edades esta es alta por lo que la curtosis es
negativa -0.183 con un comportamiento platicurtico, Con respecto a las
comorbilidades estudiadas, la diabetes mellitus se presentd en 36.4% (28
pacientes), la hipertension arterial sistémica en un 37.7% (29 pacientes), cancer

solido en un 1.3% (1 paciente), el cancer hematoldgico en el 0% de los pacientes.

Los grupos sanguineos se valoraron segun su frecuencia, el grupo 0 positivo se
presentd en el 74% (57 pacientes), el grupo 0 negativo 1.3% (1 paciente), el grupo
A positivo 2.6 % (2 pacientes), el grupo A1 positivo 9.1% (7 pacientes), el grupo A2
positivo 2.6% (2 pacientes), el grupo B positivo 7.8% (6 pacientes), grupo AB
positivo 1.3% (1 paciente), el grupo A1B positivo 1.3% (1 paciente), siendo el grupo
0 positivo el mas frecuente en los pacientes con Covid 19. El factor Rh positivo se
presenté en el 88.7% (76 pacientes) y Rh negativo 1.3% (1 paciente). Con respecto
al sistema RH C, E, c, e, se obtuvieron los siguientes resultados: se presentd C en
el 80.5% (62 pacientes), E en el 61% (47 pacientes), c en el 66.2 (51 pacientes), e

en el 87% (67 pacientes). El sistema Kell, el cual se divide en Kell 1 y Kell 2, el
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primero se presentd 1.3% (1 paciente) y el segundo en el 96.1% (74 pacientes)

siendo este el que predomindé en nuestra poblacidén. El sistema Duffy estuvo

presente Fya en el 92.2 (71 pacientes), y Fyb 62.3% (48 pacientes). El sistema

Lewis A se evidencio en 11.7% (9 pacientes), Lewis B 57.1 % (44 pacientes). Se

valoro el sistema MNS, presentandose M en el 94.8% (73 pacientes), N 37.7%

(pacientes), S 71.4% (55 pacientes). Sistema Kidd el cual esta compuesto por Jka

fue documentado en el 68.8 (53 pacientes), y Jkb 71.4% (55 pacientes).

En cuanto a la hospitalizacion de los pacientes con Covid 19 el 97.4% (75 pacientes)

requirieron hospitalizacion, de los cuales el 72.7% (56 pacientes) necesité apoyo

mecanico ventilatorio y la mortalidad fue del 37.7% (29 pacientes). (Tabla 1).

CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES

Caracteristicas

Frecuencia (77

Porcentaje (%)

pacientes)
Genero
e Hombre 57 74%
e Mujer 20 26%
Comorbilidades
¢ Diabetes Mellitus 28 36.4%
e Hipertension Arterial 29 37.7%
e Cancer solido 1.3%
e Cancer hematoldgico 0 0%
Grupos sanguineos
e Grupo 0 Positivo 57 74%
e Grupo 0 negativo 1 1.3%
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e Grupo A positivo 2 2.6%
e Grupo A1 positivo 7 9.1%
e Grupo A2 positivo 2 2.6%
e Grupo B positivo 6 7.8%
e Grupo AB positivo 1 1.3%
e Grupo A1B positivo 1 1.3%
Sistema RH
¢ RH positivo 76 98.7%
e RH negativo 1 1.3%
e C 62 80.5%
e E 47 61%
e C 51 66.2%
e © 67 87%
Sistema Kell
Kell 1 1 1.3%
Kell 2 74 96.1%
Sistema Duffy
e Fya 71 92.2%
e Fyb 48 62.3%
Sistema Lewis
e Lea 9 11.7%
e Leb 44 57.1%
Sistema MNS
e M 73 94.8%
e N 29 37.7%
e S 55 71.4%
Sistema Kidd
o Jka 53 68.8%
e Jkb 55 71.4%
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Hospitalizaciéon 75 97.4
Ventilacion 56 72.7%
Defuncion 29 37.7%

Tabla 4. Caracteristicas de los pacientes

Comorbilidades

40.00%
36.4 327
35.00%
30.00%
25.00%
20.00%
15.00%

10.00%

5.00%

0.00% ]

Diabetes Mellitus . Hipertension Arterial - Cancer solido . Cancer hematoldgico

Figura 1.- Grafica de barras que representa el porcentaje comorbilidades estudiadas
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Frecuencia

B Grupo 0 Positivo B Grupo 0 negativo B Grupo A positivo Grupo Al positivo

B Grupo A2 positivo B Grupo B positivo B Grupo AB positivo B Grupo A1B positivo

Figura 2.- Grafica de pastel de los grupos sanguineos representado en porcentajes

Porcentaje de los grupos sanguineos A, B,ABy O

Grupo sanguineo

A B AB o)
N 11 6 2 58
% 14.3 7.8 2.6 75.3

Tabla 5. Porcentaje de los grupos sanguineos A, B, AB y O

En cuanto a los fenotipos se encontré con mayor frecuencia el Rh1Rh2 en un 32.9%
que corresponde a 25 pacientes, seguido del Rh1Rh1 con un 15.8%
correspondiente a 12 pacientes. En un 15.8% de los pacientes no fue posible la

determinacién de fenotipo, siendo el menos comun el fenotipo rhrh en un 1.3%.
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FENOTIPOS

1.30%

L\

m INDETERMINADO = RhOrh = Rhirh Rhirh2 = Rh2rh = Rh2rh2 w=rhrh

Figura 2.- Grafica de pastel de los fenotipos sanguineos representada en porcentajes.

IX.  DISCUSION

Se ha propuesto que el tipo de sangre ABO es un marcador de susceptibilidad para
la infeccion por Covid-19, ya que previamente se ha hecho la misma correlacion
para otros tipos de coronavirus como lo describié Chen et al % acerca de la
susceptibilidad para SARS-COV en Hong Kong para los diferentes grupos

sanguineos.

Zhao J et al % estudié a un grupo de 1775 pacientes con Covid- 19 en Wuhan,
donde el grupo A dominaba con una proporcion del 37.7%y la proporcion del grupo
sanguineo 0 en pacientes con COVID-19 fue significativamente inferior a la de las

personas sanas, siendo del 25.8 % en las primeras vs 33.8% en el ultimo; a
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diferencia de nuestro estudio donde se encontré una menor prevalencia de grupo A

con un 14.3%, mientras que el grupo 0 se adjudicé el 75.1 %.

Zhao J et al %5 encontré estos resultados correspondieron a un nudmero
significativamente mayor de riesgo para el grupo sanguineo A portador de COVID-
19, con un OR de 1,279 (IC 95%1.136~1.440) y disminucion del riesgo de grupo
sanguineo 0 para COVID-19 con un OR de 0,680 (IC 95 % 0,599~0,771) en

comparacion con los grupos no Ay los grupos 0.

Un patrén de distribucion similar del grupo sanguineo A de alto riesgo y el grupo
sanguineo de bajo riesgo el grupo 0 también se observé en los pacientes fallecidos.
El grupo sanguineo A se asocio con un mayor riesgo de muerte en comparacion con
los grupos no A, con un OR de 1,482 (IC 95% 1,113~1,972, P = 0,008). Por el
contrario, el grupo sanguineo 0 se asocidé con un menor riesgo de muerte en
comparacion con los grupos no 0, con un OR de 0,660 (IC 95% 0,479~0,911, P =

0,014).

Juyi et al %6 analizd una muestra de 265 pacientes infectados con el virus de SARS-
COV2 donde la mediana de edad fue de 60.3 afios, similar a la mediana de nuestro
estudio del 59.2 afos, en cuanto a la distribucion por sexo predomind el sexo
femenino en un 57.7% y 42. % en el sexo masculino en el estudio de Juyi, mientras

que en nuestro estudio el 74% fueron hombres y el 26% mujeres.

En cuanto a las comorbilidades es de notable importancia que las de origen
cardiovascular predominan en la mayoria de los estudios que observaron la

correlacion de las mismas con el desenlace del Covid-19, en nuestro trabajo el
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36.4% de los pacientes eran portadores de DM2, mientras que el 37.7% padecian
Hipertension Arterial Sistémica, dejando muy detras a las neoplasias, ya que
solamente el 1.3% de los pacientes padecian algun tipo de cancer sélido, mientras

que el cancer hematoldgico no figuro entre nuestros pacientes.

Para el analisis estadistico se utilizaron los datos globales de los pacientes en cada
uno de los diferentes grupos sanguineos, puesto que la n de los subgrupos
sanguineos (A1 positivo, A2 positivo, A1B positivo y O negativo) era reducida para
dicho calculo. Para analizar la asociacion de las variables se utilizo el test de Fisher

de dos colas.

Considerando el analisis de razén de momios para la variable hospitalizacion y los
grupos sanguineos, los resultados nos muestra que existe un riesgo de
hospitalizacion y el grupo sanguineo A OR= 6.250 (IC=1.412 - 28.82). Para la
variable ventilacién no se observo un riesgo dependiente del grupo sanguineo, pero
para el caso de la variable defuncién, el grupo sanguineo O presentd una asociacion

de riesgo (OR=5.053 IC=2.486 - 9.803).

Para las variables de comorbilidad y su asociacion con los grupos sanguineos el
test de Fisher de dos colas mostré diferencias significativas en la variable genero
para los grupos sanguineos B, AB y O con una p menor de 0.05. Para el caso de
las variables diabetes mellitus e hipertensién arterial sistémica todos los grupos

sanguineos presentaron diferencia significativa.
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Con base al analisis de odds ratio el grupo sanguineo 0 presenta una asociacién

dependiente del género, dicha tendencia con este grupo sanguineo 0 se presento

con las variables diabetes mellitus e hipertension arterial sistémica.

Grupo sanguineo
A B AB o
Género p 0.1069 p 0.0045 p <0.0001 p <0.0001
OR 2.105 O 0.2408 O 0.076 O 87
R R R
IC  0.922- IC 093-0.626 |IC 0.017-0.318 |IC 4.281—18.31
4.512
Diabetes | p 0.0027 p  <0.0001 p  <0.0001 p  <0.0001
mellitus | OR  0.2917 O 0.1479 O 0.0533 O 5.342
R R R
IC  0.137-0.66 |IC 0.059-0.39 |IC 0.012-0.21 IC  2.619—10.42
Hiperten | p 0.0016 p  <0.0001 p  <0.0001 p  <0.0001
sion OR 0.2759 O 0.1399 O 0.044 O 5.053
arterial R R R
sistemica | & 0430621 |IC  0.056 -|I1IC 0.010-0.175 |IC 2.486-9.803
0.367

Tabla 6. Relacién entre grupos sanguineos (A, B, AB y O), género y comorbilidades. IC, intervalo de confianza; OR, odds
ratio. El valor de p fue calculado por un test de Fisher de dos colas, o < 0.05.

Se realizo la prueba de Chi cuadrada de Pearson para revisar la relaciéon que existe

entre los diversos fenotipos y la necesidad de ventilacion mecanica encontrandose

una p de 0.584 la cual nos indica que no existe una relacion entre estas variables,

asi mismo se aplico la misma prueba para determinar la relacion entre los fenotipos

y el desenlace por defuncién obteniéndose una p de 0.397 donde tampoco se

obtuvo una relacién estadisticamente significativa.
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X. CONCLUSIONES

En este estudio prospectivo observacional donde se buscoé identificar la asociacion
que existe entre los grupos y los fenotipos sanguineos con el prondstico de
pacientes con COVID-19 se analizaron 77 muestras donde se determiné el grupo
mas frecuente fue el 0 positivo en un 74% (57 pacientes), y el fenotipo mas frecuente

fue el Rh1Rh2 en un 32.9% que corresponde a 25 pacientes.

Considerando el analisis de razén de momios para la variable hospitalizacion y los
grupos sanguineos, los resultados nos muestra que existe un riesgo de
hospitalizacion y el grupo sanguineo A OR= 6.250 (IC=1.412 - 28.82). Para la
variable ventilacion no se observo un riesgo dependiente del grupo sanguineo, pero
para el caso de la variable defuncién, el grupo sanguineo O presentd una asociacion

de riesgo (OR=5.053 IC=2.486 - 9.803).

En cuanto a los fenotipos no se encontré asociacién de riesgo para ventilacion
mecanica encontrandose una p de 0.584, de igual forma la relacién entre los
fenotipos y el desenlace por defuncion se encontré una p de 0.397 donde tampoco

se obtuvo una relacion estadisticamente significativa.

En conclusiéon, no se encontré asociacion entre los fenotipos y el riesgo de
ventilacidn mecanica o muerte en pacientes con Covid-19 en el Hospital Regional

de Alta Especialidad de Oaxaca.
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XII.

ANEXOS

SALUD | HRAEG S

SECRETARIA DE SALUD E

San Bartolo Coyotepec, Oaxaca; 03 de julio de 2023
Oficio No. HRAEO/DG/390/2023

Asunto: Carta de aprobacién de protocolo de investigacién.

DRA. ELISA CASTILLO ALONSO
MEDICO RESIDENTE
INVESTIGADOR PRINCIPAL

Presente

Por medio de la presente me permito informarle respecto al protocolo titulado
“Estudio prospectivo para evaluar la asociacién que existe entre los grupos
sanguineos y fenotipos (antigenos) de los eritrocitos con el pronéstico de
la enfermedad en pacientes con COVID-19 tratados en el Hospital Regional de
Alta Especialidad de Oaxaca.”, este protocolo ha sido registrado con el
siguiente numero HRAEO-CI-CEI-014-2020 ante los Comités de Investigacién y
Etica en Investigacién.

Asi mismo me permito informarle que su protocolo ha sido APROBADO por 1los
Comités de Investigacién y Etica en Investigacién.

Sin mas por el momento, aprovecho la ocasién para enviarle un cordial saludo.

—_—

ATENTAMENTE SALYD | @ HRAEU ¢

BQ (o HOSPITAL REGION?, D
DRA. ALBA VASQUEZ PALACIO TAMGWJW
DIRECTORA GENERAL DEL HOSPIT.

REGIONAL DE ALTA ESPECIALIDAD DE O

DE JESUS PINACHO COLMENARES
SENANZA E INVESTIGACION

jy 2023
Francisco
N VILA
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