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RESUMEN

La realizacion de las pruebas de coombs o llamadas antiglobulinicas, son pruebas que se
aplican en la rutina de bancos de sangre o servicios transfusionales, como lo es el
servicio de Medicina Transfusional del Hospital General Docente de la ciudad de
Riobamba, la importancia radica en que esta prueba esta destinada a la identificacion de
anticuerpos, es un proceso de vital importancia que se somete a toda muestra de sangre

procedentes de pacientes que requieren de la administracion de sangre o sus derivados.

Esto permite asegurar invitro e in vivo al proceso transfusional, para descartar
reacciones adversas posibles o evidentes que se expresen durante o después de la
transfusion. Este trabajo investigativo se sustenta con la formulacion del problema,
importancia y justificacion, desarrollo del marco teorico, aplicacion del método de
investigacion deductiva e inductiva, empleo de los principios de la investigacion
cientifica la cual estd sujeta a comprobaciones, tiene como objetivo prevenir las
reacciones adversas al identificar anticuerpos irregulares mediante la técnica de Coombs
indirecto a través del proceso descarte que nos permite validar el ensayo para
interpretar las caracteristicas en las que se desenvuelve la clinica del paciente, las
exposiciones a estimulos por antigenos propios o extrafios, posibles gestaciones o
antecedentes transfusionales, en fin a una serie de condiciones en las que una persona
pueda desarrollar o adquirir uno o mas anticuerpos. De la hipotesis planteada se
comprueba de manera afirmativa llegando a la conclusion que al emplear el proceso de
descarte permite validar el ensayo para interpretar las caracteristicas en las que se
desenvuelve la clinica del paciente, las exposiciones a estimulos por antigenos propios o
extrafios, posibles gestaciones o antecedentes transfusionales.

\



ABSTRACT

The testing of coombs or antiglobulin calls, tests are applied in the routine of blood
banks of transformation service of transfusion medicine department of the Public
Hospital of the city of Riobamba, the importance lies in the fact that this test is aimed at
the identification of antibodies, is an important process that is subjected to any sample of
blood from patients requiring the administration of blood or its derivatives. This helps to
ensure the in vitro and in vivo transfusion. This investigative work is based on the
formulation, importance and justification of the problem, development of the theoretical
framework, application of the method of inductive and deductive research, use of the
principles of scientific research which is subject to checks, aims to prevent adverse
reactions to identify irregular antibodies using the technique of indirect coombs through
the discard process that allows us to validate the test to interpret the features that unfolds
the clinical manifestations of the patients, the exposures to stimuli by proper and strange
antigens, possible pregnancies or transfusion history, at the end to a series of conditions
in which a person can develop or acquire one or more antibodies. The hypothesis is
checked in an affirmative manner coming to the conclusion that by employing
discarding process allows you to validate the test o interpret the features that unfolds the
clinical manifestations of the patient, the exposure to stimuli by proper and strange
antigens, possible pregnancies or transfusion history.
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INTRODUCCION

La identificacion de anticuerpos, es un proceso de vital importancia que se somete a toda
muestra de sangre procedente de pacientes que requieren de la administracion de sangre

y sus derivados.

Esto permite asegurar invitro e in vivo al proceso transfusional, para descartar
reacciones adversas posibles o evidentes que se expresen durante o después de la

transfusion.

Varias técnicas existen para la identificacion de los anticuerpos llamados irregulares,
algunos de estos procedimientos siguen en vigencia y otros han sido modificados sus

procesos con la finalidad de asegurar una mejor calidad de resultados.

De igual manera existen condiciones en la que se someten a validarse la condicion del
proceso utilizado, el tipo de muestra de sangre recolectado para su estudio, y algunas
condiciones relacionadas a la calidad de la muestra para asegurar la efectividad de la

prueba.

Es usual encontrar un solo anticuerpo en el reporte 0 a su vez es comun reportar un solo
anticuerpo, pero hay un porcentaje considerable de pacientes en los que se ha encontrado
mas de un anticuerpo y su interpretacién se limita a una resolucion especifica del

anticuerpo identificado.

El descarte es un proceso que permite validar el ensayo para interpretar las
caracteristicas en las que se desenvuelve la clinica del paciente, las exposiciones a
estimulos por antigenos propios o extrafios, posibles gestaciones o antecedentes
transfusionales, en fin a una serie de condiciones en las que una persona pueda

desarrollar o adquirir uno o mas anticuerpos.

Este proceso es util cuando se parte para la identificacion de anticuerpos desde la
realizacion de las pantallas de células y se confirma con la realizacion del panel o

conocido también multipanel de células reactivas.



Es importante considerar la frecuencia antigénica en la poblacion para relacionarlo con
el porcentaje de anticuerpos a los que se puede enfrentar o encontrarse a causa de

transfusiones sanguineas o sus derivados.

El pasar por alto la identificacion de anticuerpos irregulares genera altos riesgos de
reacciones transfusionales sobre todo hemoliticas, el cual involucra complicaciones

severas e irreversibles ocasionando en muchos de los casos la muerte.

Es por ello que el acto de practicar una transfusion de sangre o de sus derivados
involucra un riesgo sanitario alto, la prescripcion de la transfusion debe darse
Unicamente en los casos que amerita o justifica, de igual manera el célculo de la dosis 0
del tipo de hemoderivados a transfundirse debe ser considerado en base a la clinica de la

enfermedad y no por realizar un acto de rutina.

La seguridad de la transfusion también abarca las propiedades terapéuticas y la
minimizacion del riesgo de transmision de enfermedades infecciosas. En cuanto a las
propiedades terapéuticas, ha de tenerse en cuenta que la sangre y los componentes
labiles obtenidos de ella son productos bioldgicos que reflejan la variabilidad interindivi-
dual de los donantes de sangre. Asi, aunque el donante pasa por un escrutinio que lo
descarta temporalmente si estd anémico, resulta imposible garantizar que todas las
unidades de concentrado de hematies tengan el mismo contenido de hemoglobina; y
ocurre lo mismo, por ejemplo, con las plaguetas o con el contenido de fibrindgeno en el
plasma. No obstante, la normativa y los estdndares de calidad exigen que los
componentes sanguineos destinados a transfusion cumplan con unos dinteles minimos
en cuanto a la cantidad de producto terapéutico que contienen y obligan a los bancos de

sangre a comprobar que efectivamente sea asi.



CAPITULO |

1. Problematizacion.

1.1 Planteamiento del Problema

A pesar de que se habla de seguridad en las transfusiones, no se descarta la posibilidad
de generar efectos adversos a causa de las transfusiones porque otro campo de estudio,

es el paciente que lo recibe.

Esto se relaciona que en el organismo del paciente se encuentran un historial antigénico
y de anticuerpos a efectos de una vida expuesta a este tipo de estimulos que van desde la
generacion de enfermedades, exposiciones a farmacos, en mujeres de edad fértil, los

embarazos, abortos, las mismas transfusiones como antecedentes.

A respuesta del organismo por lo descrito anteriormente, este responde generando la
respuesta inmune y titulando anticuerpos, término utilizado en los laboratorios para

identificar a los mismos mediante diversos ensayos,

En algunas ocasiones pacientes reciben transfusiones emergentes porque asi se presenta
esta necesidad, la realizacion de pruebas llamadas de compatibilidad no se las practica
debido al tiempo en que se requiere para esta accion versus el tiempo en la que el
paciente requiere la transfusion, este es un claro ejemplo en las que el paciente puede
generar la produccién de anticuerpos irregulares relacionados por la transfusion de
sangre, este mismo paciente puede requerir de nuevas transfusiones lo que evidencie una

clara reaccion por la carga antigénica que recibe por cada transfusion de sangre.

El estudio e identificacion de anticuerpos es clave fundamental para cuidar
serologicamente al donante o receptor de sangre, por ello la importancia de generar

resultados de alta precision y confiabilidad.



1.2 Formulacion del problema.

¢ Se puede prevenir reacciones transfusionales al identificar anticuerpos irregulares
mediante la prueba de coombs indirecto y el proceso de descarte en muestras de sangre
obtenidas en el servicio de medicina Transfusional de Riobamba Durante el periodo de

Junio — Noviembre 2015?

1.3 Objetivos.

1.3.1 Objetivo General.

Prevenir las reacciones transfusionales al identificar anticuerpos irregulares mediante la
prueba de Coombs indirecto y el proceso de descarte en muestras de sangre obtenidas en
el servicio de Medicina Transfusional de Riobamba durante el periodo de Junio —
Noviembre 2015.

1.3.2 Objetivos Especificos.

e Aplicar la técnica del coombs indirecto mediante las pruebas de pantallas para
apreciar invitro la presencia o ausencia de anticuerpos irregulares.

e Confirmar la presencia de anticuerpos irregulares evaluados en las pantallas con el
multipanel o panel de células.

e Aplicar el proceso de descarte para identificar la presencia de mas de un anticuerpo

en las muestras de sangre en estudio.

1.4 Justificacion e Importancia.

El proceso de la transfusion comprende las tareas que van desde la prescripcion por

parte del médico responsable del paciente hasta que este Gltimo recibe el componente



sanguineo indicado, aunque la seguridad de este proceso suela asociarse con la
realizacion de las pruebas de laboratorio de compatibilidad transfusional, lo cierto es que

los principales puntos criticos quedan fuera del laboratorio de compatibilidad.

El proceso de la transfusibn posee una serie de caracteristicas que lo hacen
particularmente vulnerable a la comision de errores, asi, se producen mdltiples tras-
cripciones de datos criticos, como la identificacion del paciente, que pasa de la mente
del médico al impreso de solicitud de transfusion; y de éste a las hojas de trabajo del
laboratorio de compatibilidad y a los registros del servicio de transfusiones; y de estos
ultimos a la bolsa de sangre que vuelve a la cabecera del paciente para ser transfundida.
No es raro, ademas, que coexistan multiples cédigos diferentes como: el nimero de
historia clinica, el de admision, el asignado a la muestra de sangre del paciente y el que
emplee el servicio de transfusion a las bolsas de sangre o componentes que van a ser

administrados.

Ha de tenerse en cuenta, ademas, que el proceso de la transfusion esta sujeto a las
vicisitudes de la préactica clinica, donde las situaciones de extrema urgencia, la atencion
dividida entre multiples tareas perentorias, la incapacidad de muchos pacientes para
identificarse por si mismos y la coexistencia de varias transfusiones en una misma
unidad asistencial contribuyen a la comision de errores, por muy bien regulado y

protocolizado que esté el proceso.

Cuando en el estudio de anticuerpos irregulares se presenta subjetivamente méas de uno,
la cartilla de referencia para guia e interpretacion de resultados conlleva a una confusion
de los mismos, es por ello que la experiencia de los técnicos o personal de servicios
transfusionales direccionan a realizar una serie de eventos para garantizar y especificar
el resultados, debido a que este ensayo orienta evitar complicaciones transfusionales que

comprometan la vida del paciente transfundido independiente de edad, sexo o patologia.

10



CAPITULO 11

2. Marco Tedrico.

2.1. Posicionamiento Personal.

La teoria del conocimiento o creencia, es lo que conlleva al trabajo de esta investigacion
el cual se elabora basado o partiendo del conocimiento del pragmatismo considerado la
relacién teorica y practica, para alcanzar los objetivos finales de este proceso
investigativo por lo tanto todo ensayo de laboratorio relaciona, el sustento cientifico con

todos los aportes practicos.

La filosofia que se aplica en este trabajo investigativo es el pragmatismo se caracteriza
por las consecuencia de las cosas oponiéndose a la vision que de los conceptos humanos
y el intelecto representan el significado real de las cosas, en el cual se cree que el
hombre es incapaz de captar la esencia intima de las cosas, que la razén humana es
incapaz de resolver los enigmas metafisicos y desvia entonces su atencién a los

resultados practicos de las ideas Punam Hilary.

2.2 Fundamentacion tedrica.

2.2.1 Antigenos
2.2.1.1 Definicion.

Un antigeno es una molécula capaz de producir una respuesta del sistema inmune
adaptativo mediante la activacién de linfocitos. Esta definicién amplia el concepto de
antigeno mas alld del concepto clasico que definia antigeno como la sustancia que
desencadena la produccion de anticuerpos.

Asi dentro de esta definicion de antigeno se incluyen las moléculas que, previa
presentacion antigénica, son capaces de desencadenar la activacion de células T

citotdxicas capaces de destruir las células diana sin la participacion de anticuerpos.
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La mayoria de los antigenos son de naturaleza peptidica, aunque también pueden actuar
como antigenos moléculas de distintos tipos como lipopolisacaridos e incluso ADN. Los
antigenos pueden ser moléculas enteras pero generalmente son el resultado del
procesamiento por células presentadoras de antigenos. A las regiones especificas de los
antigenos que son reconocidas por los anticuerpos o por los receptores de células T

(TCRs) se les conoce como epitopos o determinantes antigénicos (LEON,2002)

Figura 1 Antigeno

ANTIGENO = formador de anticuerpos

A I

ANTIsomatoGENO = formador de antisomas

SJINMUNOGENO = ANTIGENO?
i a2

Sustancia capaz Sustancia que
de una con los
respuesta inmune productos de esa
respuesta

Fuente: http://es.slideshare.net/maribela2/antigenos

Los anticuerpos reconocen epitopos conformacionales que deben ser accesibles en la
proteina original. Los TCR reconocen la estructura que adopta un antigeno, ya
procesado, dentro de la binding-groove de las moléculas MHC. En el proceso de
presentacion antigénica las células presentadoras de antigeno procesan y presentan tanto
proteinas propias como extrafias a las células T. A los péptidos propios que son

reconocidos como extrafios por el sistema inmune se les llama autoantigenos.

La respuesta descontrolada frente a autoantigenos puede ocasionar procesos patoldgicos.
(ABBAS, 2012)
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2.2.1.2 Estructura

Algunas moléculas pequefias, pueden unirse especificamente a los anticuerpos pero no
activan a las células B o T (son antigenos, pero no inmundgenos). Sin embargo,
moléculas con bajo peso molecular, por lo general inferior a 4,000 Da, llamadas
haptenos, pueden unirse covalentemente con una proteina propia de mayor peso

(acarreadora o transportadora) y formar un inmundgeno.

Este mecanismo estd presente cuando algunos farmacos, originalmente carentes de
inmunogenicidad, ingresan al organismo y la adquieren al unirse a proteinas aut6logas.
Algo similar sucede en el mecanismo involucrado en la dermatitis por contacto:
Moléculas como el pentadecatecol de la hiedra venenosa o iones metalicos como el
cromo o el niquel presentes en aretes u otros accesorios, son haptenos, lo que les permite
penetrar facilmente la piel; estos haptenos se unen con proteinas propias y se crean
complejos hapteno-acarreador, que funcionan como inmundgenos. Los inmundgenos
son capturados por las células de Langerhans y presentados a células T en los ganglios
mas cercanos, lo que origina, en individuos hipersensibles, una potente respuesta que se

manifiesta como una reaccion severa en piel.( ROJAS,2008)

Figura 2 Antigeno Anticuerpo

Antigenos

D Antigenao
\7Iugar de unkbn a antigeno
Anticuerpo

Fuente: http:// es.wikipedia.org

13



Caracteristicas del Antigeno

Para poder verificar el analisis de un antigeno depende de las caracteristicas intrinsicas,
de este asi como las condiciones en que se administra el huésped y la capacidad que este
posea para reaccionar y estimular la produccion de anticuerpos para que una molécula

sea considerada un potente inmunogeno se deben tener en cuenta los siguientes factores:

e EIl tamafio molecular: este debe ser superior a 10.000 Daltons. Sin embargo existen
muchos elementos que actian como inmunogenos cuando son acoplados a sustancias
transportadoras y son introducidos al organismo como potenciadores de la respuesta

inmune (adyuvante)

e Los grupos quimicos activos: las proteinas con radicales acidos o arométicos son
inmunogenos potentes. Asimismo, los polisacaridos presentan una alta antigenicidad
debido a su conformacion con subunidades repetidas de azucares, las que confieren

una estructura rigida favorable a la respuesta humoral. (FIORENTINO, 1995)

2.2.1.3 Clasificacién
La clasificacion puede ser de diferentes formas en la siguiente informacion presento una

lista de los distintos criterios que se ha utilizado para clasificarlos

Origen de los Antigenos
De acuerdo con el origen de los antigenos pueden ser exdgenos o enddgenos.

Los exdgenos son moléculas extrafias al organismo cuyo sistema inmunitario puede
reconocer. Representan la principal fuente de inmunogenos para cualquier individuo
sano, estos antigenos son los que el individuo reconoce como propios contra los cuales

puede 0 no iniciar una respuesta.

En el caso que los antigenos enddgenos se comportan como inmunogenos, ellos

estimulan una respuesta inmunitaria, la cual puede ser benéfica ( como en el caso de las
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inmunoglobulinas o anticuerpos ) como cuando se producen los anticuerpos anti DNA o
Anti-tiroides que provocan las enfermedades por autoinmunidad, en otros casos como en
las personas de edad avanzada la produccion de anticuerpos se eleva significativamente

sin que, hasta ahora se les haya asignado un significado biolégico completamente claro.
Naturaleza Quimica

Segun la naturaleza quimica, los antigenos pueden ser clasificados: como proteinas,
carbohidratos, lipidos o acidos nucleicos. La naturaleza de los antigenos es importate
para su reconocimiento por los linfocitos, ya que mientras los receptores de las células B
pueden reconocer los determinantes de todas las moléculas, los receptores de los

linfocitos T en cambio solo reconocen los determinantes de las proteinas.
Forma de obtencion

Es otra forma de clasificacion de los antigenos segun la forma de obtenerlos. Desde este

punto de vista, ellos pueden ser distinguidos como naturales o artificiales o sintéticos.
Conformacion

Desacuerdo con la conformacién estérica, los antigenos también han sido clasificados en
conformacionales o secuenciales. Las secuencias de aminoacidos de estos ultimos

pueden ser continuas o descontinuas.

El receptor de los linfocitos t no reconoce la conformacion de los epitopes de las
proteinas sino la secuencia continua de los aminoacidos que los conforman expuestos

como oligopeptido unido a una molécula de histocompatibilidad.
Distribucion

Estos antigenos poseen una distribucién variable, en la naturaleza, lo cual ha servido
para proponer otras clasificaciones diferentes asi por ejemplo algunos han sido
considerados antigenos especificos de cierto drganos y/o tejidos mientras que otros estan
registrados a una sola especie animal y, por esta razén se conocen como especificos de

especie. La mayoria de los antigenos asociados a las neoplasias malignas no han
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resultados especificos de los tumores, sino mas bien, de las células en donde se origina
la neoplasia. (GARCIA, 1994)

Conjunto de Antigenos de Diferenciacion

Se llaman antigenos de Diferenciacion (antigeno CD) a un conjunto de glicoproteinas
que aparecen paulatinamente sobre la membrana de las células sanguineas vy
endoteliales a medida que avanza su maduracion o se activa algunas de sus funciones.
Los antigenos CD reciben ese nombre porque su produccion y su expresion en la
membrana varian segun el grado de diferenciacion que alcanzado cada célula. La
identificacion de los antigenos permite clasificar todas las células que derivan del tejido
hematopoyético, pero principalmente a las células del sistema inmunitario segun la etapa
de maduracién en que se encuentra, el linaje al que pertenecen o la condicion fisioldgica
(reposo o actividad) que tienen en un momento dado. La mayoria de los antigenos son
receptores de membrana, pero en el laboratorio clinico tiene significado de "
marcadores” que permiten identificar y o clasificar las células endoteliales y las que

circulan en la sangre entre ellas los linfocitos del sistema inmunitario.

A medida que se ha ido descubriendo los antigenos CD han sido purificados
caracterizados y utilizados para obtener anticuerpos monoclonales, que estan dirigidos
contra sus principales antigénicos. Hasta ahora se conoce aproximadamente 140
antigenos CD. (GARCIA, 1994)

2.2.2. Antigenos del Sistema ABO

Los antigenos A vy B fueron originalmente identificados en los glébulos rojos, sin
embargo mas adelante también  se  encontraronen otros tipos de célulasy
secreciones. Por ejemplo, las células endoteliales que formanlas paredes de

los capilares expresan estos antigenos, dependiendo del grupo sanguineo.
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Figura 3 Los Grupos Sanguineos

Antigeno A Antigeno B

Tipo sanguineo A Tipo sahguineo B

Antigeno AB Sin antigenos

BY ‘\.:

Tipo sanguineo AB Tipo sanguineo O

Fuente: http://medicinapreventiva.com.ve

Por lo tanto, el sistema ABO de grupo sanguineo es importante no sélo para transfusion

de sangre, sino también para el trasplante de células, tejidos y érganos.

Sangre, pelos y liquido seminal son elementos importantes como pruebas en la escena de
un crimen, los antigenos A yBno se limitan UGnicamentea los seres humanos,
tanto estos mismos antigenos como otros similares se han encontrado en diversas
especies de organismos. Por ejemplo, los chimpancés expresan los grupos sanguineos A
y O, mientras que los gorilas expresan el grupo sanguineo B. Ademas de los primates,
muchos  mamiferosy  vertebrados, plantas yciertos  microorganismos han
demostrado expresar antigenos iguales o similares. La evolucion del sistema ABO es,

por tanto, de interés cientifico.

La expresion de los antigenos A 'y B no es siempre constante sino que fluct(a durante el
desarrollo, la diferenciacion e incluso durante la carcinogénesis de las células. Es otra
importante cuestion por  resolver por  que estan  presentes de  forma "natural”
los anticuerpos contra los antigenos A yBen el plasma deindividuos que no

expresan esos antl'genos.
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Los antigenos ABO estan presentes en todos los tejidos excepto el sistema nervioso
central, de donde se deduce la importancia de dicho sistema en transfusion de eritrocitos,
leucocitos, plaquetas y trasplantes de tejidos, también se encuentran presentes en las

secreciones, como polisacaridos solubles.

Las personas con sangre del tipo A tienen glébulos rojos que expresan antigenos de tipo

A en su superficie

Las personas con sangre del tipo B tienen la combinacién contraria, globulos rojos con

antigenos de tipo B en su superficie.

Los individuos con sangre del tipo O 6 O (cero) no expresan ninguno de los dos
antigenos (A o B) en la superficie de sus glébulos rojos pero tienen anticuerpos contra
ambos tipos, mientras que las personas con tipo AB expresan ambos antigenos en su

superficie y no fabrican ninguno de los dos anticuerpos.

Los grupos sanguineos estan definidos por antigenos. Estos, son la cadena de
hidrocarburos unidas a caramida que componen las glicoproteinas de la membrana de

algunos eritrocitos en la sangre
Antigenos ABO Adquiridos

En algunas situaciones, ejemplo: carcinoma, infecciones gastrointestinales, etc. En
personas grupo A, o O pueden ocurrir adquisicion de "antigeno B", el que desaparece al
desaparecer el proceso patoldgico. Esta anormalidad puede crear problemas en el tipiaje
ABO.

Antigenos ABO Débiles.

Debilidad antigénica de los grupos ABO pueden observarse en el recién nacido,

pacientes con leucemia, personas de edad avanzada
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Antigeno H

El antigeno H se encuentra en la membrana de los eritrocitos, excepto en las personas de
fenotipo On (fenotipo Bombay). Como H es un precursor de A y B, las personas de los

grupos sanguineos A, B, y AB tienen menos H que las personas O. (ROGEIRO,1997)

2.2.3 Anticuerpos

2.2.3.1 Definicién.

El sistema inmunoldgico tiene como funcidn principal proteger al organismo de agentes
extrafios, esta integrado por diferentes drganos, tejidos, células y moléculas que
funcionan coordinadamente. Sus componentes mas importantes son: la piel y las
mucosas, los érganos linfoides como las amigdalas, las adenoides, el bazo, el timo, los
ganglios linfaticos; numerosas células leucocitarias (linfocitos) y sus productos de
secrecion como citocinas, quimiocinas e inmunoglobulinas entre otros. Este sistema
tiene tres propiedades esenciales: primera, tiene la habilidad de reconocer sustancias
extrafias denominadas antigenas principalmente provenientes de patdgenos, tales como

bacterias, virus, hongos.

Los anticuerpos surgieron en los organismos en respuesta a las necesidades imperantes
de neutralizar y destruir los embates de agentes externos nocivos para los mismos. Los
anticuerpos son macromoléculas que por sus propiedades de especificidad y afinidad a
sus antigenos, han sido utilizados para toda una gama de estudios en la medicina, su
manipulacion fuera de los sistemas vivientes ha permitido su aplicacién en la terapéutica
y el diagndstico oportuno de varias enfermedades. El presente trabajo muestra una
sinopsis de las propiedades bioquimicas de los anticuerpos y de las estrategias mas
recientes que han permitido la manipulacion de estas moléculas, con la finalidad de
mejorar su afinidad y avidez, asi como en los métodos de produccion para incrementar

su potencial de aplicacion en la investigacion bioldgica y médica.
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2.2.3.2 Estructura.

Figura 4 Estructura de los anticuerpos

Antigen- Antigen-

binding binding
site Papain site
AR cleavage e
Y \ DV, sites vy /V/.,a.
vV N \""
\ Cyl | Gyl

Cy2 C,3
= H C = constant domain
Fc | V = variable domain
H, L = heavy, light chains
Cy3 C,y3
“00c coo”

Fuente: http://es.slideshare.net/maribela2/anticuerpos

En general los anticuerpos, independientemente de su especificidad tienen una estructura
comun, consistente de cuatro cadenas polipeptidicas: dos cadenas pesadas idénticas de
55-70 kDa denominadas con la letra H (del inglés heavy), unidas covalentemente a un
oligosacarido, y un par idéntico de cadenas livianas no glicosiladas de 24 kDa
denominadas con la letra L de menor tamafio (del inglés light). Un puente disulfuro y
otras uniones no covalentes unen las cadenas pesadas con las livianas. Las cadenas
pesadas también estan unidas entre si por al menos un puente disulfuro, tal unién esta
localizada en wuna regiébn conocida como “bisagra”, region formada por
aproximadamente 12 residuos de aminoacidos que proporciona una gran flexibilidad a la
molécula, éstos residuos estan expuestos a la ruptura quimica y enzimatica. La papaina
es una enzima que divide a las inmunoglobulinas en dos fragmentos idénticos conocidos
como Fab (del inglés antigen binding fragment) que en la actualidad se sabe que son los
que se unen al antigeno, y en un fragmento que posee la propiedad de ser facilmente
cristalizable denominado Fc (del inglés crystalline fragment) 4. La formacion de puentes
disulfuro internos en las cadenas H o L da como resultado la formacién de dominios
proteicos globulares (caracteristico de todos los miembros de la superfamilia de las
inmunoglobulinas). Las cadenas livianas se componen de un dominio variable (V) y uno

constante (C), denotados como VL y CL, respectivamente; mientras que las cadenas

20



pesadas presentan un dominio variable y tres constantes, VH, CH1, CH2 y CH3,
respectivamente. Las regiones variables y el primer dominio constante de las cadenas
pesadas (VH y CH1) se asocian con las cadenas livianas (VL y CL) para formar dos
sitios idénticos de unién al antigeno, los fragmentos Fab4-6, cada uno de los cuales
contiene las Regiones de Determinacion de Complementariedad o simplemente CDR
(del inglés complementarity determining region), tres aportados por la cadena ligera y
otro tanto por la cadena pesada, las cuales interaccionan directamente con un antigeno
especifico, siendo los CDR3 los que interaccionan mas estrechamente con éste . Por otro
lado, las regiones CH2 y CH3 de las cadenas pesadas forman la fraccion cristalizable o
fragmento Fc, region que cumple con funciones efectoras, tales como transporte
placentario, potenciacion de la fagocitosis (opsonizacion) o citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos. En los anticuerpos aparecen, ademas de las cuatro cadenas

polipeptidicas basicas, un componente glicosidico en el dominio. (VILLENA, 1995)

2.2.3.3. Clasificacion.

Las inmunoglobulinas con este nombre se designan a un grupo amplio de
glicoproteinas, algunas de las inmunoglobulinas. Todas ellas presentan el mismo patrén
estructural y poseen caracteristicas fisico quimica muy similares se encuentran en la
superficie de determinados tipos celulares, actuando a modo de receptores de membrana
en el (linfocito B) otras (anticuerpos) aparecen de forma soluble en la sangre y linfa
presentes en el suero y fluidos tisulares de todos los mamiferos son las moléculas
mediadoras de la respuesta inmune humoral se dividen en cinco clases IgA, IgD, IgE,
IgG, IgM se distinguen sobre la base de sus diferentes estructuras de la parte constante
de la molécula y desempefian funciones efectoras distintas, entre estas funciones esta la
activacion del complemento (IgG- IgM), la ozonizacion de particulas antigénicas (1gG),

la citotoxicidad celular (IgG- IgA- IgE)
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Figura 5 Clasificacién de las inmunoglobulinas

Fuente: http://es.slideshare.net/maribela2/anticuerpos

IgM: De vida media muy corta se sintetizan durante la respuesta primaria a infecciones,
estd formada por cinco unidades basicas de inmunoglobulina unidas entre si por una
pieza J y se encuentra presente en el plasma. Tiene diez sitios de unidn con antigeno y es
secretada principalmente en respuestas humorales primarias timodependientes y en
respuestas timoindependientes. Es de baja afinidad pero presenta gran avidez por
antigenos multivalentes especialmente bacterianos. Es una potente fijadora del
complemento, al presentar cinco fragmentos Fc que unen al factor del complemento
Clg. La IgM se encuentra también en la membrana de linfocitos B en forma de

monomero, constituyendo los receptores idiotipicos de estas células.

No atraviesan la barrera placentaria pero pueden ser sintetizadas por el feto desde la

vigésima semana de gestacion en caso de estimulacion antigénica

IgG: Intervienen en la respuesta secundaria estd formada por dos cadenas pesadas
idéenticas (en verde) y dos cadenas livianas (en amarillo) el hidrato de carbono (en
turquesa) esta unido a las cadenas pesadas. El panel interior muestra la ubicacion de las

regiones variables (v) y constantes (c) en la molécula de IgG.
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Figura 6 Moléculas de IgG
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Las secuencias de las regiones del extremo amino (en rojo) de las cadenas pesadas y
livianas varian de una molécula de 1gG a otra; las regiones restantes son constantes en su
secuencia (en azul). En la 1gG existe una region de Bisagra flexible entre los dos brazos

yeltallodelayY

Es la inmunoglobulina méas abundante en el plasma, es monomérica y es producida en
grandes cantidades durante respuestas secundarias a antigenos timo dependientes. Sus
principales funciones bioldgicas incluyen fijacion del complemento, unién a receptores
para Fc en células fagociticas al opsonizar particulas durante la fagocitosis y union a
receptores en células NK durante la citotoxicidad mediada por anticuerpos (ADCC).
Esta inmunoglobulina atraviesa la placenta confiriendo proteccion al feto durante el
embarazo. (PARHAM, 2006)

IgA: Tienen una accion antibacteriana y antivirica principalmente a nivel de las
secreciones naturales; se encuentra en lagrimas, leche, saliva y mucosa del arbol
bronquial las vias respiratorias y el tracto digestivo. Esta formada por dos unidades
basicas unidas por una pieza secretora sintetizada por las células epiteliales de las

mucosas. Esta pieza secretora es un polipéptido responsable del trasporte de la IgA a
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través del epitelio. Ademas la protege de la accion de enzimas proteoliticas presentes en
las secreciones. Es sintetizada en grandes cantidades por acumulos linfoides y placas de
Peyer del intestino. No fija complemento ni es opsonina, sin embargo su importancia es

enorme al impedir el ingreso de microorganismos y macromoléculas al organismo.

IgE: Se encuentra en muy bajas concentraciones en el suero de personas normales, y en
mayores concentraciones en individuos atopicos. En estos ultimos es responsable de los
cuadros de hipersensibilidad mediada por un mecanismo de dafio inmunolégico tipo | de
la clasificacién de Gell y Coombs. El fragmento Fc de estas inmunoglobulinas presenta
gran afinidad por receptores para Fc epsilon en células cebadas y basoéfilos. Al estar
ubicada en su superficie y recibir el estimulo antigénico, la IgE induce su degranulacién
iniciando un proceso inflamatorio y produciendo la contraccion del mdsculo liso. En
condiciones normales, esta inmunoglobulina interviene en la respuesta inmune

protectora contra parasitos especialmente helmintos.

IgD: Estos anticuerpos son poco abundantes en la sangre, su existencia se establecié un
mieloma de clase diferente a las anteriores. No se sabe que tengan propiedades
bioldgicas particulares pero junto con la IgM son relativamente abundantes en la

superficie de los linfocitos B maduros no estimulados por antigeno.

Esta practicamente ausente en el suero. (VILLENA, 1995)

2.2.3.4. Anticuerpos Naturales

Se describen a los anticuerpos naturales aquellos que no necesitan de un estimulo

inmunogénico, el cual es reconocido como extrafio para el organismo de una persona.

Los anticuerpos anti A y Anti B son producidos por individuos que carecen de los
antigenos y su anticuerpo correspondiente, nunca se encuentran juntos en la sangre de

una misma persona, dichos anticuerpos son predominantemente del tipo IgM y también
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menos frecuentes y de caracter inmunogenico, del tipo IgG, Este tipo de anticuerpos

pude ser producidos por individuos del grupo O

Figura 7 Antigenos y anticuerpos
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Fuente: Fuente: http://www.blogdebiologia.com/relaciones-alelicas.html

La existencia predecible de estos anticuerpos tiene de gran utilidad en las pruebas de
clasificacion inversa o sérica puesto que sirven de apoyo para la confirmacion del grupo

sanguineo hematico y para la resolucion de problemas en la clasificacion sanguinea.

Esos anticuerpos son considerados “naturales” puesto que aparecen en la circulacion de
personas que no han tenido transfusiones previas ni embarazos. En los recién nacidos
estos anticuerpos estan ausentes y se ha observado que su sintesis comienza entre los

tres y seis meses de edad, y decrecen en la vejes.
El hecho que los recién nacidos no tengan estos anticuerpos sugiere que debe existir un

estimulo persistente en el medio ambiente que induce su produccion. En efecto bacteria

ubicua en el medio ambiente se ha encontrado sustancias quimicamente similares al
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antigeno A, B y H, constituyéndose en el estimulo que inicia la produccién de los

anticuerpos del sistema que generalmente son de clase de inmunoglobulina M.

Por otro lado, la isoinmunizacion que ocurre tras un embarazo ABO incompatible o la
trasfusion de glébulos rojos incompatibles y plasma que contiene sustancias especificas
de grupo da origen a la produccion de anticuerpos inmunes anti-A y anti-B de tipo 1gG

capaces de traspasar barrera placentaria.

En las personas de grupo sanguineo O, aparte de anti-A y el anti-B se encuentra otro
anticuerpo denominado anti-AB que se caracteriza por su actividad anti-A y anti-B no
puede ser separadas por pruebas de absorcion este anticuerpo ha sido Ilamado anti-C por
Winner y se ha sugerido que reaccionan con una estructura comin a los determinantes

antigénicos de Ay B.

La importancia antigénica radica en su utilidad para evidenciar subgrupos débiles del A
y del B.

En la mayoria de los casos, los neonatos no poseen anticuerpos en el plasma, ya que
estos se producen con el contacto de antigenos similares al A, B y H en los primeros
afios de vida.

Una persona del grupo A tiene anticuerpos contra el grupo B.

Una persona del grupo B tiene anticuerpos contra en grupo A.

Una persona del grupo O tiene anticuerpos del grupo Ay del grupo B.

Una persona del grupo AB no tiene anticuerpos contra el grupo A o el grupo B.

En el caso de las transfusiones de sangre, si se mezclan dos tipos de sangre de igual
grupo lo mas probable es que no suceda nada, en cambio si se exponen dos tipos de

sangre con grupos diferentes, pueden ocurrir diversas complicaciones asociadas a una
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respuesta inmune del organismo contra las glicoproteinas de la superficie del eritrocito,
produciéndose la aglutinacion del hematie, la cual consiste en la degradacion de la
membrana, hasta transformarla en una “grumo” el cual puede ser fagocitado por los

macrofagos.

Lo que determina la compatibilidad o la incompatibilidad de dos tipos de sangre es la
presencia de antigenos, los cuales desencadenan una seria de reacciones entre ellas la
produccion de anticuerpos, por ejemplo, si una persona del tipo A donara sangre a una
persona tipo B, los antigenos del tipo A al ser extrafios al cuerpo del receptor,
posibilitaran la produccién de anticuerpos anti-A, los cuales atacaran al ser foraneo,

produciendo su lisis y su posterior eliminacion.

Dependiendo de las concentraciones y de la cantidad de la transfusion estas reacciones
pueden llegar a ser casi imperceptibles, pueden producir insuficiencia renal, o incluso la
muerte. Ya que el sistema inmunoldgico no es capaz de fagocitar a todos los grumos

generados por los anticuerpos, y se pueden alojar casi en cualquier parte del cuerpo.

Los grupo sanguineo ABO son los mas importantes. Los globulos rojos presentan cuatro
grupos A-B-O-AB los individuos que genéticamente tienen ausencia del antigeno A o
del anticuerpo B tienen anticuerpos clase IgM contra el tipo (s) de glébulos rojos que no
han heredado.

Cuando una persona no tiene un antigeno particular en sus eritrocitos, se espera que en
su suero contenga un anticuerpo dirigido contra ese antigeno que carece sin embargo la
presencia de ese anticuerpo depende si el sistema inmune de la persona ha sido expuesto

y ha respondido a este antigeno o a un antigeno similar previamente.

Por lo tanto los anticuerpos del sistema ABO se forman como resultado de la exposicion

a antigenos similares en particulas de polen, alimentos bacterias y virus. Es asi como
solo se originan anticuerpos dirigidos contra los antigenos ausentes en los eritrocitos de
cada persona. (ROJAS, 2004)
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Tabla 1 Esquema Sistema ABO

Grupo de | Antigeno presente en | Anticuerpo presente
sangre glebulos rojos en el plasma

A A Anti B

B B Anti A

AB AB .Ni} presenta anticuerpos
0 - AntiAv B

Fuente: www.google.com.ec/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source

2.2.3.5 Anticuerpos Irregulares

Figura 8 Anticuerpos Irregulares

Sistema Rh EHFN

19389: Levine y Stetsen Anticuerpo humano

Antigeno =

Aglutinacion

Fuente: http:// slideplayer.es960 x 720

Los anticuerpos del sistema Rh son generalmente producto de una respuesta inmune

aunque algunos pueden ser de ocurrencia natural, alrededor del 2%.
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El anticuerpo inmune més cominmente encontrado es el anti-D, que puede ser detectado
en la fase de antiglobulina, como asi también empleando ciertos potenciadores, como los

medios de baja fuerza idnica, medios coloidales (albdmina bovina al 22% y LISS).

La mayoria de éstos 1gG anti-D son predominantemente IgG1l — IgG3 en individuos
hiperinmunizados, aunque en las embarazadas es mas frecuente encontrar una sola clase
de 1gG.- Tanto en un caso como en el otro, estos anti-D no suelen provocar hemolisis
intravascular, la explicacion seria, primero porque la subfraccion de inmunoglobulinas

que lo componen son en lineas generales poco fijadoras de complemento.

Los anticuerpos que se producen en este sistema a diferencia del sistema ABO es que
casi siempre son el resultado de una isoinmunisacion bien sea por transfusiones abortos

embarazos.

Los antigenos que mas causan inmunizacion debido a su alto poder inmunogeno son D

sequidos por el cyel E.

Los anticuerpos que se producen son de clase 1gG, que generalmente requieren para su
determinacion de potenciadores de la reaccién antigeno-anticuerpo y normalmente se

hace necesario para la prueba de antiglobulina humana para detectarlos.

Los anticuerpos del sistema Rh particularmente el anti-c y anti-E suelen presentar
efectos de dosis es decir que su reaccion es mas fuerte con hematies homocigotos (cc y

EE) para el antigeno que con hematies heterocigoto (Cc y Ee).

La importancia de los anticuerpos del sistema Rh radica en que por ser
inmunoglobulinas de tipo G (IgG) provocan reacciones hemoliticas transfusionales

severas y hasta fatales como es la EHRN

El principal antigeno Rh es el D y el anticuerpo presente en quienes carecen de antigeno
D es el anti-D. Si el antigeno D estd presente el fenotipo es Rh positivo y si D esta
ausente es Rh negativo. Se han identificado mas de 45 antigenos del sistema Rh, pero de
todos ellos apenas cinco son frecuentes, estos son: D, C, E, c, e. Los anticuerpos a los
distintos antigenos Rh aparecen después de exponerse un individuo Rh negativo a

eritrocitos de sangre Rh positivo.
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Figura 9 Enfermedad Hemolitica del Recién Nacido

!r‘" Anticuerpos maternos ﬁ Glébulos rojos fetales

contra el antigeno Rh que llevan el antigeno Rh
1) Primer embarazo de una (b) Segundo embarazo de una
madre Rh- madre Rh-
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Fuente: http:// laphysis.blogspot.com

La herencia de los antigenos Rh es determinada por un complejo de dos genes, de los
cuales uno codifica la proteina transportadora de antigeno D y otro codifica la proteina
transportadora de antigeno "C" o "c", o de "E" y "e". Las personas Rh positivas poseen
genes RHD, que codifica la proteina transportadora de antigeno D y RHCE, que codifica
la especificidad de la proteina transportadora de C y E. Mientras el Rh negativo tiene
unicamente el gen RHCE. El 45% de los individuos Rh positivos es homocigoto al
factor D, y el 55% restante es heterocigoto por haber heredado un factor D positivo y

otro negativo de sus progenitores.

La transfusion de sangre de un Rh+ a un Rh— que no tiene dicho aglutindgeno induce la
formacion de anticuerpos, que en sucesivas donaciones puede aglutinar la sangre
(formar coagulos). De ahi que en las donaciones de sangre y érganos se tenga en cuenta
dicho factor.(DUENAS, 2003)
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Investigacion de Anticuerpos Inesperados

Dentro de los muchos avances que ocurrieron dentro de la medicina transfusional se
encuentra la implementacion de técnicas para la deteccién de anticuerpos y la

determinacion de su importancia clinica.

Los aloanticuerpos inesperados son anticuerpos (diferentes a los anti A o anti B) que
reaccionan con antigenos que estan ausentes en la membrana de los hematies del

individuo que los produce.

La produccion de estos anticuerpos por parte del individuo ocurre por la iso
inmunizacion con hematies que posee el o los antigenos a través de embarazos o

transfusiones.

La incidencia de los aloanticuerpos inesperados en el suero de las personas oscila entre
el 0.3 a 3%.

El objetivo de realizar la investigacion de anticuerpos inesperados en los donantes es
prevenir la transferencia pasiva de anticuerpos al receptor disminuyendo el riesgo de

reacciones post transfusionales

Por otro lado cuando se realiza el rastreo o investigacion de anticuerpos inesperados a
los donantes y se obtienen resultados negativos, las pruebas cruzadas se acortan en
tiempo, dado que se puede obviar la prueba cruzada menor,

Cuando se realiza el rastreo de anticuerpos inesperados a los receptores se hace con el
fin de darle mayor seguridad a la transfusién sanguinea.

Aparte de lo mencionado, la investigacion de anticuerpos inesperados se usa en los

siguientes casos.

Para determinar anticuerpos en mujeres embarazadas que pueden ocasionar enfermedad

hemolitica del recién nacido.

. Para el estudio de las reacciones transfusionales

° Para el estudio de las anemias hemoliticas autoinmunes
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o Para resolver discrepancias entre la clasificacion hematica ABO y la sérica o

prueba inversa.

Una vez determinado en el suero del individuo existe un anticuerpo, se pasa a la

identificacion de dicho anticuerpo, es decir su especificidad y su importancia clinica.

Deteccion de anticuerpos inesperados

Se realiza a todos los donantes y receptores de sangre a las mujeres embarazadas cuyo
feto tiene riesgo de sufrir enfermedad hemolitica del recién nacido, a los receptores de
sangre que han presentado reaccion transfusional, a los individuos que presentan cuadros

clinicos de anemia hemolitica autoinmune

El principio de la prueba se basa en la capacidad del suero del individuo de aglutinar y o
hemolizar células cuya composicién antigénica es conocida en cuanto a los antigenos

mas importantes en inmunohematologia.

Las células son conocidas como células pantalla que generalmente viene identificado

con numeros romanos |, 11, I11.

Las células pantallas son preparas a partir de sangre donada por individuos de grupo
sanguineo O. Una vez determinada la presencia o ausencia de los antigenos, D, E, C, e,
¢, K, k etc, las células son preservadas con agentes que retardan la hemolisis (DUENAS,
2003)

2.2.4 Pruebas de Coombs.

La prueba de Coombs, también conocida como prueba de antiglobulina, es un examen
de sangre que se usa eninmunologia y hematologia. Este analisis puede detectar la
presencia de anticuerpos en suero que reaccionan con antigenos en la superficie de

los gl6bulos rojos.
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Hay dos tipos distintos de la prueba de Coombs: el directo y el indirecto. La prueba de
Coombs directa detecta anticuerpos ya unidos a la superficie de los glébulos rojos, y
la prueba de Coombs indirecta detecta anticuerpos libres que pueden reaccionar in

vitro con gldbulos rojos que tienen antigenos especificos.

Nombres alternativos: prueba antiglobulina directa, prueba antiglobulina indirecta,
prueba de antiglobulina (MOSBY, 2008)

2.2.4.1 Caracteristicas

Las inmunoglobulinas tal como otras proteinas, son inmunogenicas cuando se usa para
inmunizar individuos de otras especies. Los anticuerpos anti-inmunoglobulinas
producidos de esta manera reconoce porciones conservadas de los anticuerpos conocidos

como dominios constantes.

El suero de Coombs es una solucion que contiene anticuerpos contra la globulina
humana, este se mescla con el suero del paciente, si los hematies presentan anticuerpos

sobre ellos se reducira aglutinacion.

Los anticuerpos anti-inmunoglobulina fueron desarrollados por Robin Coombs, para
estudiar la enfermedad Hemolitica del recién nacido o eritroblastosis fetal, y la prueba

para determinar dicha enfermedad se Ilama aun prueba de Coombs.

2.2.4.2 Funcion

La prueba de Coombs directa detecta directamente anticuerpo unido a los eritrocitos del
paciente.
Una prueba de Coombs indirecta se usa para detectar anticuerpos anti. Rh no

aglutinantes en el suero que se incuba, primero con eritrocitos para luego lavarse y
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removerse los no unidos, finalmente afiadir la anti-inmunoglobulina. La prueba indirecta
de Coombs permite probar incompatibilidades por Rh.

Esta prueba se realiza para identificar hemolisis lisis eritrocitaria o estudiar las
reacciones hemoliticas a la transfusion, es muy Util para la evaluacion de la sospecha de
reacciones a la transfusion.(GARIBAY, 2006)

2.2.4.3 Coombs Directo

Figura 10 Coombs Directo

) \ \, Resultado positivo

Fuente: http://hasangre.blogspot.com

El Coombs directo se realiza a pacientes en los primeros momentos de una reaccion
hemolitica y en el diagndstico de anemias hemoliticas auto inmunes, hemdlisis inducidas

por drogas, y enfermedad hemolitica del recién nacido.

Ademas su empleo es dtil en:

« Anemias hemoliticas inducidas por farmacos

» Lupus eritematoso sistémico

e Anemias hemoliticas inmunitarias

« Reacciones a transfusion

« Enfermedad hemolitica del recién nacido( eritroblastosis fetal)

 Trastornos linfoproliferativos, como leucemia linfocitica cronica
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+ Mononucleosis infecciosa

Fundamento:

Su principio es determinar la sensibilizacién por hematies in vitro por anticuerpos no
aglutinantes (IGg) y / o fracciones del complemento, especificamente C3d como se
menciono la prueba es Util para confirmar el diagndstico de la enfermedad hemolitica del
recién nacido, la anemia hemolitica autoinmune, la anemia hemolitica inducida por

medicamentos, y en la investigacion de las reacciones transfusionales.

Los mecanismos por los cuales algunos medicamentos inducen una reaccion positiva en
la prueba de la antiglobulina directa son variados, entre ellos se cuenta el deposito de
complejos inmunes en el cual el complejo medicamento-anticuerpo se deposita
inespecificamente sobre la membrada del hematie activando el complemento y

produciendo hemolisis intra o extravascular.

Un segundo mecanismo asociado al coombs directo positivo inducido por medicamentos
es la absorcion del medicamento a la membrana del hematie, lo cual promueve la
formacién de anticuerpos contra el medicamento. Generalmente los anticuerpos

formados son de tipo IgG y el complemento se activa eventualmente.

Un tercer mecanismo es el de la autoinmunidad, en el cual por razones no claras el
medicamento induce la formacion de anticuerpos contra los hematies. Los anticuerpos

son generalmente de la clase 1gG y rara vez se activa el complemento.

Un cuarto mecanismo trata sobre la absorcion de proteinas a la membrana del hematie

debido a causas no inmunoldgicas.

Se cree que la absorcion de esas proteinas entre la que se encuentra al albumina,
inmunoglobulinas y complemento se debe a que el medicamento produce una

modificacion en la membrana del hematie promoviendo su absorcion no especifica.
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Por altimo, existen mecanismos a un no claros por los cuales algunos medicamentos
inducen la positividad de la prueba de coombs directa y ocasionan anemia hemolitica.
(Clinical, 2012).

Técnica:

Materiales y reactivos

e Tubos de vidrio

e Pipetas Pasteur

e Centrifuga serologica

e Lampara de lectura

¢ Suero antiglobulina poli especifico (anti-19gG,C3d)

e C¢élulas control de coombs

Solucién salina fisioldgica 0.9%

Las células control de coombs son hematies sensibilizadas con IgG humana y sirven
como control de la prueba. En especial controla la actividad del suero antiglobulina y la

calidad del lavado de las células

Muestra:

Sangre anticuagulada con EDTA, CPD. ACD, PDDA-1, CPDA-2. La muestra debe ser

tomada de una adecuada técnica de flebotomia y debe ser procesada inmediatamente.
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Procedimiento

o Mesclar la muestra de sangre

. Preparar una suspension de globulos rojos al 2.5% con la solucion salina
fisioldgica

o Dispense una gota de la suspension de hematies antes prepara en un tubo

o Llene el tubo (1 cm por debajo de la boca) con solucidn salina fisioldgica,
centrifugue 1-2 minutos a 3500 rpm y descarte el sobrenadante completamente.

o Re suspenda el botdén de células suavemente y repita el procedimiento hasta
completar tres o cuatro lavados

o Después del altimo lavado descarte completamente la solucién salina fisiolégica e
inmediatamente afiada dos gotas del suero anti globulina. Mezcle.

o Centrifugue a 3500 rpm por 15 a 30 segundos

o Re suspenda suavemente el boton de células y observe la presencia o ausencia de
hemolisis o aglutinacion con ayuda de una lampara de lectura.

o Si no observa aglutinacion, incube por 5 a 10 minutos a temperatura de laboratorio
y centrifugue para volver a leer. Este procedimiento es adecuado cuando se quiere
evidenciar la sensibilizacion de los hematies por fracciones del complemento
(C3d) puesto que la incubacion incrementa la sensibilidad de la reaccion. Sin
embargo, es conveniente tener en cuenta que cuando se observan reacciones
débiles de aglutinacion debidas a la actividad IgG, la incubacion y re
centrifugacion pueden negativizar la reaccion, arrojando un falso resultado
negativo.

o Si el resultado negativo persiste agregue una gota de células control de Coombs,
mescle y centrifugue a 3500 rpm por 15 a 30 segundos.

o Re suspenda suavemente el botdon de células en este paso debe observar
aglutinaciones de 1-2 + de los hematies.

o El no observar aglutinacion en este paso invalida la prueba ya que sugiere un mal

lavado de células o la inactividad del reactivo

37



Interpretacion

La aglutinacion de los hematies por el suero anti globulina poli especifico indica que
estos fueron sensibilizados in vivo con anticuerpos no aglutinantes (IgG) y/o con

fracciones del complemento C3d.

El resultado serd reportado como Coombs directo o prueba de la anti globulina directa

positiva, indicando el grado de aglutinacion, el cual va desde débil (d) hasta 4+

La no aglutinacion indica no hubo sensibilizacion in vivo de los hematies o que a pesar
de haberla, la sensibilidad de la prueba no es suficiente para detectarla (RODRIGUEZ
2012)

Figura 11 Intensidad de la Reaccién

INTENSIDAD DE LA REACCION
4+ 3+ 2+ 1+

Fuente: http://es.slideshare.net/stterapia
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Tabla 2 Grado de Aglutinacién de los Hematies en la prueba de la Antiglobulina Directa e Indirecta

GRADO DE DESCRIPCION
REACCION
No hay aglutinacion visible de los hematies macro y
microscopicamente después de agitar suavemente el tubo.
0
1+ El botdn se divide en numerosos pedacitos después de agitar
suavemente el tubo. El fondo se observa muy coloreado.
2+ El botdn de hematies se divide en varios trozos grandes después de
agitar suavemente el tubo.
3+ El botdn de hematies se divide en varios trozos grandes después de
agitar suavemente el tubo.
4+ El boton de hematies permanece intacto o se divide en dos o tres trozos
después de agitar suavemente el tubo.

Fuente: Duefias Victor Banco de Sangre

Tabla 3 Anticuerpos con significado clinico

Clinicamente Significativos si Significativos Clinicamente
significativos reaccionan a 372C algunas veces benignos
ABO Lea Yt2

Chido/Rodgers
Rh M, N G JMH
Kell P1 Gy= Knops
Duffy Lutheran Hy Bg
Kidd Al Ata Xg
SsuU Sda Colton Csa
vel AnWj Cromer Yk=
PP1Pk Dombrock McC=
H (Oh) Indian
Jra
Lan
Lw
Scianna

Fuente: Dra. Fabiana bastos- Universidad Buenos Aires.
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Limitaciones del procedimiento

Las limitaciones del procedimiento estan dadas en términos de los falsos negativos y

falsos positivos que pueden arrojar la prueba por diferentes causas.

Falsos negativos

Las reacciones falsas negativas pueden ocurrir:

Cuando se realiza un deficiente lavado de los hematies a analizar.

Un mal lavado deja trazas de inmunoglobulinas y complemento no fijados que
pueden inactivar el reactivo de antiglobulina produciendo resultando falsos

negativos

Cuando el anticuerpo se eluye de las células mediante la incubacién o el lavado para
evitar que los anticuerpos que sensibilizan la célula se desprendan de ella, es

conveniente realizar la prueba de una forma ininterrumpida.

La adicion del suero antiglobulina debe hacerse inmediatamente se termine los

lavados de los hematies y seguido se debe centrifugar y realizar la lectura.

El proceso de lavado debe hacerse rapido no es conveniente dejar los tubos con
salina por largos periodos de tiempo, ya esto podria provocar la elucion de los

anticuerpos arrojando resultados falsos negativos.

Cuando los hematies o el suero antiglobulina son almacenados inapropiadamente.

Las muestras de sangre que no vayan a ser inmediatamente analizadas deben ser

refrigeradas a 2-8°C para evitar una pérdida de reactividad.
Es preferible analizar las muestras frescas para obtener resultados confiables.

Por su parte el suero antiglobulina debe ser almacenado de 2-8°C cuando no se esté

utilizando.
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Antes de usar el reactivo de Coombs se debe dejar alcanzar la temperatura ambiente
y controlarlo con células sensibilizadas.

e Cuando se realiza una centrifugacion inadecuada

e Cuando se agita vigorosamente los tubos en la fase de lectura, lo cual desvanece las
reacciones de aglutinacion debiles

e Cuando se re centrifugan tubos en los cuales se observé inicialmente una reaccion

de aglutinacion débil o dudosa
Falsos Positivos

Por parte las reaccione falsas positivas en la prueba de antiglobulina directa ocurre

cuando

e Los hematies se han contaminado, con agentes microbianos, debido a su inadecuado

manejo y almacenamiento.

La centrifugacion de los tubos es inadecuada (exceso de centrifugacion) (DUENAS,
2003)

2.2.4.4 Coombs Indirecto.

Figura 12 Coombs Indirecto

"\ N\
" ) Resultado positivo
A A%
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Fuente: http://es.slideshare.net/stterapia
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También conocido como: prueba de antiglobulina indirecta, screening de anticuerpos,
células I, 1l o 1l o pantallas I, Il, o Il Se utiliza para determinar la presencia de
anticuerpos no aglutinantes en el suero o plasma de sujetos sensibilizados a uno o mas

antigenos

Es util en el estudio de suero de mujeres con isoimnunizacién materno-fetal y se emplea
también en otro tipo de pruebas como la identificacion de auto anticuerpos, pruebas de
compatibilidad sanguinea y en la blsqueda de anticuerpos no aglutinantes contra

microorganismos principalmente bacterias.

El principio de la prueba de la antiglobulina indirecta, es determinar la sensibilizacion

invitro de los hematies con moléculas de anticuerpos no aglutinantes (1gG)

En la prueba, los hematies y el suero que contienen los anticuerpos y el complemento
son incubados (tiempo y temperatura adecuada) bajo la accion d un potenciador que

generalmente es la albumina, soluciones de bajo poder idnico. (ABBAS, 2012).

Figura 13 Interpretacion Esquematica de la Técnica de la Prueba Indirecta de Coombs

B. Indirecta (IDAT)

" +
©

©

RBC no Suero con
recubierto con  anticuerpo Rd‘zc recublierto
anticuerpo  contra RBC S Aglutinacion de RBC

Fuente: Inmunologia de Abbas
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Técnica:

Materiales

e Tubosde 12 x 75

Suero o plasma del receptor

e Suspension de células del receptor
e Solucion salina al 0.9%

e Suspension de células |

e Suspension de células Il

e Suspension de células 111

e Pipetas Pasteur

e LISS

e Reactivo de AHG ( Anti- Globulina Humana Poliespecifica)
e Células control Coombs

e Gradillas para tubos

e Centrifuga inmunohematoldgica
e Bafio Mariaa 37°C

e Cronometro

FASE SALINA

e Resuspender suavemente la suspension de eritrocitos o pantallas I, 1 y Il invirtiendo

los frascos varias veces.
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¢ Identificar 4 tubos de vidrio como I, Il, 1l y autocontrol.

e Colocar una gota de suspension de células I, I1 'y 111 en el tubo correspondiente, y gota
de la suspension de células del receptor en el tubo del control.

e Anadir dos gotas de suero o plasma del receptor.
e Mesclar cuidadosamente e incubar 5 minutos a temperatura ambiente.
e Centrifugar 15 segundos a 3000 rpm.

e Resuspender los eritrocitos cuidadosamente y realizar la observacion macroscépica,

sobre una fuente de luz indirecta observando si existe aglutinacion o hemadlisis.

FASE DE LISS

e Colocar a cada tubo 4 gotas de LISS

e Agitar suavemente e incubar 8 minutos a 37 °C
e Luego centrifugar 15 segundos a 3000 rpm.

e Resuspender los eritrocitos y realizar observacién macroscopica, sobre una fuente de

luz indirecta comprobando si existe aglutinacion o hemolisis.

FASE AHG (ANTI-GLOBULINA HUMANA POLI ESPECIFICA)

e Lavar tres veces el contenido de los tubos con solucion salina al 0.9%, eliminando el
sobrenadante, cada lavado 1 minutos a 3000 rpm.

e Afadir a cada tubo dos gotas de AHG

e Mesclar suavemente y centrifugar 15 segundos a 3000 rpm.
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¢ Resuspender los eritrocitos sobre una lampara de luz indirecta y comprobar que exista
2+ de aglutinacion que demuestre que el reactivo utilizado estd funcionando

correctamente.

Interpretacion de Resultados

e Una reaccion negativa indica la ausencia de anticuerpos irregulares detectables en el

suero o plasma del receptor
e Una reaccion positiva indica la presencia de anticuerpos irregulares.

e Cuando se utiliza hematies comerciales registrar en la tabla de antigenos y
compararlos con el patrén de reaccién y la configuracién de antigenos puede indicar
el tipo de anticuerpo presente. Se debe realizar pruebas adicionales para identificar el

tipo de anticuerpo.

e Una reaccion positiva con una 0 mas células reactivas y un auto control negativo

sugiera la presencia de un alo anticuerpo especifico

e Una reaccion positivo con una o mas células reactivas y un auto control positivo

puede deberse a un autoanticuerpo.

e Si existe una reaccion positiva con todas las células reactivas y un autocontrol
positivo pero a su vez, se detecta que la reaccion positiva con una o varias de las
células reactivas es mas intensa que la observada en el autocontrol, sera preciso
descartar en el paciente la posible presencia de un aloanticuerpo subyacente.
(JARAMILLO, 2012)
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Variables o factores que afectan la sensibilidad de la prueba de la antiglobulina

indirecta

La prueba antiglobulina directa puede ser dividida en cuatro fases y cada una de ellas es

afectada por diferentes variables o factores:

e Fase de sensibilizacion.- en esta los hematies son incubados in vitro con el suero la
sensibilizacion depende de variables como la temperatura, el medio de reaccion, la

proporcion células suero y el tiempo de incubacion.

e Fase de lavado: esta fase tiene como proposito eliminar los anticuerpos y/o el

complemento no unido a los hematies.

Las variables que la afectan son tiempo de lavado, volumen de la solucion salina,
residuos de la solucion salina entre lavado y lavado, velocidad y tiempo de

centrifugacion.

e Fase de antiglobulina y lectura: en la cual se trata de evidenciar si los hematies
fueron sensibilizados in vitro con anticuerpos tipo 1gG y/o complemento (C3d).

Las variables que pueden afectar esta fase son el volumen del suero antiglobulina, la

velocidad y tiempo de centrifugacion y el modo de realizar la lectura de la prueba.

e Fase de control: al igual que para la prueba de antiglobulina directa, cuando no se
observa aglutinacién de los hematies con el suero antiglobulina debe controlarse con

células sensibilizadas (células control Coombs).

Los cuadros muestran los factores o variables que afectan cada fase de la prueba y los
valores y descripcion de ellos para no incurrir en falsos resultados negativos (DUENAS,
2003)
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Tabla 4 Variables que afectan la sensibilidad de la prueba de la antiglobulina directa en la fase de

sensibilizacién

VARIABLE VALOR O DESCRIPCION
Temperatura de La temperatura optima de reaccion de los anticuerpos de
incubacion importancia clinica es de 37° C

Medio de reaccion

La reaccién antigeno anticuerpo debe potenciarse con
solucién de bajo poder idnico (LISS) o con albumina. Estos
potenciadores aumentan la capacidad de anticuerpos por los

hematies, incrementando la sensibilidad de la prueba

Reaccién células-

SUEro

Comunmente se usa una gota de suero por una de hematies

suspendidos al 2-5% en solucién salina fisioldgica

Tiempo de incubacion

El tiempo de incubacion depende del potenciador utilizado.
Cuando se usa albumina un tiempo de incubacién de 30
minutos es suficiente para determinar la mayoria de

anticuerpos de importancia clinica.

Cuando se usa LISS el tiempo de incubacion varia de 10 a

15 minutos.

Fuente: Banco de Sangre Duefias Victor
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Tabla 5 Variables que afectan la sensibilidad de la prueba de la antiglobulina indirecta en la fase de

sensibilizacién

VARIABLE

VALOR O DESCRIPCION

Tiempo de lavado

El lavado de las células debe iniciarse inmediatamente
finalizado el tiempo de incubacion. El proceso de lavo debe
ser continuo para evitar la elacion de los anticuerpos de los

hematies

Volumen de suero

fisioldgico

El volumen del SSF en cada lavado debe ser minimo de 3 ml,
esto se logra llenando hasta un centimetro por debajo de la
boca de los tubos de 12 x 75

Resuspencion del

botdén de células

Entre lavado y lavado antes de adicionar nuevamente el SSF
al tubo el boton de hematies debe ser re suspendido para

asegurar e adecuado lavado.

Residuo de SSF

El residuo de SSF que queda al decantar el sobrenadante en el
proceso de lavado debe ser lo méas bajo posible. Esto se logra
invirtiendo los tubos unos segundos sobre una compresa

limpia y seca.

Velocidad y tiempo

de centrifugacion

Para evitar la pérdida de células entre lavado y lavado es

conveniente centrifugar los tubos 15 segundos a 3500 rpm

Fuente: Banco de Sangre Duefias Victor
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Causas de Falsos Positivos en la Prueba de Inmunoglobulina Directa.

Tabla 6 Variables que afectan la sensibilidad de la prueba de la antiglobulina indirecta en la fase de

antiglobulinay lectura

VARIABLE

VALOR O DESCRIPCION

Volumen del suero

Usualmente se usan dos gotas del suero antiglobulina. Sin
embargo, es conveniente seguir las instrucciones del fabricante

del reactivo.

Velocidad y tiempo

de centrifugacion

Para la fase de antiglobulina y lectura se recomienda centrifugar
los tubos a 3500 rpm por 15 segundos. Este procedimiento
permite una adecuada lectura y evita falsos positivos 0 negativos

por exceso o falta de centrifugacion respectivamente.

Modo de realizar la

lectura

Para una adecuada lectura, los tubos deben tomarse formando un
angulo de 45° con respecto a la lampara de lectura. Los
movimientos para la resuspencion del boton de las células deben
ser suaves pero firmes para evitar que reacciones de aglutinacion

débil sean pasadas por alto.

Fuente: Banco de Sangre Duefias Victor
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Tabla 7 Variables que afectan la sensibilidad de la prueba de la antiglobulina indirecta en la fase de

antiglobulina y lectura

CAUSA DE FALSO
POSITIVO

MODO DE PREVENIR LA SITUACION

Contaminacién bacteriana de
muestra de sangre y o

reactivos

Procesar inmediatamente las muestras. Cuando no se vayas

a procesar inmediatamente, refrigerarlas a 2-8 °C

Hematies previamente

sensibilizados in-vivo

Utilizar hematies que presenten un Coombs directo positivo
para la realizacion de la prueba de antiglobulina indirecta
(pruebas cruzadas variante Du) es causa de falsos resultados
positivos. Esta situacion se evita haciendo elucion de los
anticuerpos fijados a las células y repitiendo la prueba con
los hematies asi tratados.

Contaminacion de las
solucidn salina con silice

coloidal

La solucién salina debe ser almacenada en recipientes de
plastico para evita su contaminacion con silice coloidal

proveniente del vidrio.

Contaminacién del material

de vidrio

Usar tubos limpios y libres de polvo detergentes y otros
elementos que puedan producir agregacion no especifica de

los hematies.

Fuente: Banco de Sangre Duefias Victor
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2.2.4.5 Fundamento del Descarte

La realizacion de las pruebas antiglobulinicas tienen como objetivo detectar la presencia
de anticuerpos de los globulos rojos inespecificos o inesperados, que pueden ser

causantes de reacciones hemoliticas.

Aparecen por estimulos antigénicos a consecuencia de transfusiones de sangre o
embarazos incompatibles, los anticuerpos inespecificos son de tipo 1gG, su rango de
reaccion optima es de 37°c.

Las pruebas antiglobulinicas indirectas se las realizan mediante el empleo de un panel de
celulas conocidas como pantallas y su confirmacion se lo hace empleados el multipanel

de células.

De acuerdo a la variacion y combinacion de células humanas marcadas con antigenos
eritrocitarios pueden detectar uno 0 més anticuerpos de tipo irregulares y su lectura se da
mediante la apreciacion microscépica del aglutinado, el cual se compara con la
secuencia de reaccion en la cartilla de referencia, empleando el sigo (+) como reaccion y

el (0) como una no reaccion de aglutinacion.

La primera prueba empleada es el panel de tres células llamadas pantallas I-11 y Il en
este ensayo los resultados suelen darse en la positividad o negatividad, al ser el segundo
reporte se registra como resultado negativo al coombs indirecto, si el resultado es
positivo se detecta o compara la secuencia de reaccion empezando en el tubo I, luego el
I1'y por altimo el 111

Los resultados pueden ser uno o mas anticuerpos, por lo tanto al tener una combinacion
de anticuerpos como reporte y que pueden o no pertenecer a un mismo sistema de
grupos sanguineos se procede a realizar la segunda prueba llamada multipanel de
células, el principio de la prueba es la misma a la anterior (pantallas) aqui se aumenta el
namero de ensayos, ya no seria tres ensayos, en esta ocasion se hace 11 ensayos, el
numero de pruebas de once determinaciones permite ampliar la identificacion del

anticuerpo que se observo en la lectura de las pantallas.
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Los resultados pueden ser simples de identificarlos cuando coinciden las reacciones de
las once determinaciones con la cartilla del multipanel asi por ejemplo se puede

identificar anticuerpos dirigidos a los antigenos del sistema Rh.

Pero como interpretar los resultados cuando las reacciones de las once determinaciones
no coincide con las secuencias de la cartilla, esto parece ser un resultado dificil de
interpretar, lo que se procede a realizar es el descarte, este procedimiento permite anular
el resultado de la cartilla pre impresa para eliminar resultados y dejar de manera mas

especifica la interpretacion del o los anticuerpo al que se puede relacionar el ensayo.

Se procede aplicar la siguiente regla: los resultados obtenidos como negativos anulan a
los resultados positivos impresos en la cartilla, esta anulacion puede presentarse en la
primera determinacion (1) o en cualquiera de las 11 determinaciones que registra la
plantilla, cuando se anula por la aplicacién del descarte se anula toda la columna asi nos

permite eliminar reportes que confunden la identificacion especifica del ensayo.

Los reportes al final de la aplicacion del descarte pueden tener méas de un anticuerpos,
esto ayuda en la seleccion de sangre para evitar transfundir hematies que contienen el
antigeno dirigido al anticuerpo del paciente, evitando asi reacciones a la transfusion de

manera inmediata o tardia.

2.2.4.6 Técnica de pantallas I - 11 Y 111

e Requerimiento.

e Pantallas I -11'Y 1l

e Suero o plasma del receptor o paciente.
e Tubos

e Lampara de blanco

e Centrifuga

52



Método.

1. Rotular los tubos de ensayo con sus determinaciones 1, 11, 111
2. Utilizar suero o plasma de estudio 100ul en los tubos rotulados
3. Afiadir 50 ul de la reactiva pantalla I, I1, I1I, en cada tubo.

4. Centrifugar 0.15 segundos a 3000 rpm

5. Observar en luz blanca.

Reportar.

Los resultados de pantallas | — 11 son positivos, mientras que los resultados de pantallas
I11, es negativo pero su interpretacion mejora para el anticuerpo Anti-D, debido a la
reaccion con la pantalla tres por su composicién antigénica c,c,d,e,e, que descarta al

anticuerpo anti-D, por esta razon es una prueba confirmatoria.
Interpretacion de Resultados
Pantallas | — 11

Interpretacion de resultados en ensayos negativos Los resultados negativos daran
positividad con células control Coombs si se mantuviera la negatividad el ensayo no es

valido
Interpretacion de resultados en ensayos positivos

Los resultados de pantallas | y 1l positivos deberan ser analizados con multipanel de 11

células, la técnica es similar, lo que difiere es que se trabaja con 11 tubos (9 tubos mas)
Pantalla I — 11y IlI.
Interpretacion

Los resultados de pantallas I — 11 son positivos, mientras que los resultados de pantallas

I11, es negativo pero su interpretacion mejora para el anticuerpo Anti-D, debido a la
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reaccion con la pantalla tres por su composicion antigénica c,c,d,e,e, que descarta al

anticuerpo anti-D, por esta razon es una prueba confirmatoria.

Figura 14 Pantallas Positivas

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR

2.2.4.7 Prueba de Pantalla y Multipanel.

Figura 15 Multipanel de Células

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR

El panel es realizado para identificar anticuerpos irregulares en el suero de pacientes que

tienen un tamizaje positivo, para identificar anticuerpos desconocidos. Es también hecho
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sobre suspension de células rojas que tienen un test positivo anti globulina directa. La
identificacion de los anticuerpos es necesaria antes de cualquier transfusion, si el
tamizaje es positivo. Esta prueba es utilizada en estudios de pacientes obstétricas con
anticuerpos positivos, para el diagndstico antenatal, de una posible enfermedad
hemolitica del recién nacido y en estudios de anemia hemolitica cuando el coombs

directo o indirecto son positivos.
Fase salina 1

e Identifique los tubos de ensayo correspondientes a los distintos hematies reactivos

de Pantalla o Multipanel.
e Afiada a cada tubo 1 gota (50 ul) de los hematies reactivo correspondientes
e Afada a cada tubo 2 gotas (100 ul) del suero o plasma que debe analizarse

e Mezcle cuidadosamente e incube durante 5 minutos a temperatura ambiente (18-
25°C).

e Centrifugue 20 segundosa3500rpm.

e Resuspenda cuidadosamente los eritrocitos y realice una observacion macroscopica

sobre una fuente de luz indirecta comprobando si exista aglutinacion o hemdlisis.

Fase Liss:

e Afada a cada tubo 2 gotas (100 ul) de LISS

e Agite suavemente e incube durante 15 minutos a 37°C.
e Centrifugue 20 segundos a 3500 rpm.

e Resuspenda cuidadosamente los eritrocitos y realice una observacién macroscépica

sobre una fuente de luz directa comprobando si exista aglutinacion.
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Fase (Coombs):

e Lave 3 veces al contenido de los tubos con solucion salina isotonica y elimine.
e Anada a cada tubo 2 gotas (100 ul) de “Coombs-serum”.

e Mezclar suavemente y centrifugo durante 20 segundos a 3500.

e Resuspenda cuidadosamente los eritrocitos y realice una observacion macroscopica

sobre una fuente da luz directa comprobando si existe aglutinacion.

e Confirme los resultados negativos con “DiaMad Coombs-CostrollgG®.

(JARAMILLO, 2010)

2.2.5 Pruebas de Compatibilidad

Figura 16 Grupos Sanguineos

Las personas del grupo
0 pueden donar
Qlbulos rojos a 0 . > 0
cualquler persona. Es el
donante universal.

Las personas del grupo A
pueden donar giobulos A A
10jos a las personas del - ™ ~ >
grupo Ay AB.

Las personas del grupo B
pueden donar gidbulos

10jos a las personas del B - N » B
grupo By AB.
Las personas del grupo AB .
pueden donar a otras
personas del grupo AB, AB AB
pero pueden recibir sangre

de todos los demas grupos.

Fuente: http://horacioalarcon-dvs.blogspot.com

Dentro del campo de la transfusion se puede decir que es una fortuna que exista una alta

correlacion entre las pruebas serolégicas o de compatibilidad in vitro. Las pruebas de
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compatibilidad es un procedimiento de laboratorio que permite conocer si existe
compatibilidad serolégica entre la sangre de una persona donante y la de un receptor.

La prueba de compatibilidad sanguinea es la mas importante efectuada en un servicio
transfucional. Es importante sefialar que un error en la prueba de compatibilidad puede

conducir a una reaccion hemolitica, cuyas consecuencias pueden ser incluso fatales.

El propodsito de la pruebas de Compatibilidad es prevenir la transfusion de sangre
incompatible. Este procedimiento incluye pruebas cruzadas Mayor y Menor, que tienen
como funcion poner de manifiesto la existencia de anticuerpos dirigidos contra antigenos

de sistemas menores o secundarios.

Estas pruebas deben realizarse en diferentes condiciones que favorezcan la reaccion
antigeno-anticuerpo y la formacién de aglutinados celulares, tales pruebas se efectdan
rutinariamente en solucidn salina al 0.9% en este medio los anticuerpos que aglutinan

son los de clase IgM.

El empleo de albumina bovina facilita la deteccién de anticuerpos de la clase IgG, ya
que estos se ven impedidos muy frecuentemente en su efecto aglutinante por el potencial
Z (fuerza de repulsion entre eritrocitos por las cargas eléctricas negativas sobre las
membranas). La anti inmunoglobulina de Coombs se utiliza para poner de manifiesto

anticuerpos unidos a la membrana de los eritrocitos que no tienen actividad aglutinante.

La prueba cruzada consiste en poner en contacto el suero del receptor con los glébulos
rojos del donante a esta se la llama Prueba Cruzada Mayor, y suero del donador con
eritrocitos del receptor se denomina Prueba Cruzada Menor esta prueba es un
requerimiento fundamental porque es la mejor manera de detectar anticuerpos que
puedan dafiar las células rojas transfundidas y causar una reaccion hemolitica

transfusional.
Estas pruebas tienen como objetivos:

Garantizar que los eritrocitos a transfundir son ABO compatibles con el receptor.
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Detectar anticuerpos en el suero del receptor que estén dirigidos contra antigenos
presentes en los eritrocitos del donante.

Sinénimos

Pruebas de compatibilidad sanguinea.
Pruebas cruzadas.

Pruebas pre transfusionales.

Cross match.

Clasificacién

e Prueba cruzada mayor
e Prueba cruzada menor.

e Testigo o autocontrol

Limitaciones

¢ No garantizan la sobrevida normal de los glébulos rojos transfundidos.

e No previene la inmunizacion del receptor.

¢ No detectan errores en la clasificacion del sistema ABO.

e No detectan errores en la clasificacion Rh.

e No previenen reacciones hemoliticas tardias, secundarias a reacciones a amnésicas
hacia antigenos contra los cuales el paciente habia sido previamente inmunizado.

¢ No detectan anticuerpos anti-leucocitarios, anti-plagquetarios, o contra proteinas del

SU€ero.

Las pruebas de compatibilidad comprenden una serie de procedimientos que deben

realizarse correctamente para que la transfusion de sangre sea segura. Entre estos estan:

Identificacion y estudio clinico del paciente y coleccion de la muestra adecuadamente.
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Estudios del receptor: determinacion de los antigenos ABO/ Rh y Coombs Directo estas
deben resolverse antes de proceder a la prueba cruzada.

2.2.5.1. Prueba Cruzada Mayor.

Que consta de poner en contacto el plasma del receptor con eritrocitos del donante que
esto conocemos como prueba mayor. Se requiere de esta prueba ya que es la mejor
manera de detectar anticuerpos que puedan dafiar las células transfundidas y tener una
reaccion hemolitica transfunsional, de igual manera se necesita de una prueba menor que
hace reaccionar el plasma del donador con las células del receptor. En el caso de una
incompatibilidad puede presentar aglutinacion o hemolisis, dependiendo la salud de

nuestro receptor de la buena realizacion de estas pruebas.

Principio

Consiste en enfrentar el suero del receptor con Glébulos rojos del donante esta se estudia
en diferentes temperaturas en un medio de reaccion (potenciador) si en el suero del
receptor hubiera un anticuerpo dirigido contra un antigeno sobre los glébulos rojos del
donante se observara aglutinacion y o hemolisis.

Permite conocer si existe afinidad seroldgica entre la sangre de una persona

donante y la de un receptor.

Técnica del lavado de células eliminacion buffy coate (leucocitos agregados y
plaquetas)

Requerimientos

e Tubos de ensayo (12x75)
e Pipetas Pasteur

e Gradilla

e Centrifuga

e Demogréafico

e Guantes
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e Mandil

e Solucion salina

Muestras

Sangre del donante unidades a transfundir

Sangre del receptor o paciente ( anexo a la solicitud de transfusion)

Procedimiento

Con una pipeta de Pasteur dispensar 1 ml de sangre total.
Complementar con solucion salina hasta 1 cm. del borde.

Centrifugar por dos minutos a 3400 rpm para sedimentar las células

Eliminar el sobrenadante por aspiracion, tratando de no perder hematies.

Repetir procedimiento por tres veces.

Suspensién celular al 5%

En un tubo de 12x75 dispensar 19 gotas de SSF y adicionar una gota de GR

Homogenizar y mantener en refrigeracion (4°C).

Técnica de la prueba Cruzada Mayor

Reactivos suministros y equipos

Albumina bovina 22% o Liss

Suero de Combs

Células control de coombs (sensibilizadas con Ig G)
Tubos de vidrio

Pipetas Pasteur

Centrifuga

Bafio maria 37 °C

Lampara de luz blanca
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Lente de magnificacion

FASE I: Centrifugacion salina inmediata

Preparar una suspension de GR del donante (paquete globular).
Rotular con PC.

Colocar 2 gotas del suero problema (suero del receptor).
Colocar una gota del GR suspendidos.

Mezclar, centrifugar los tubos a 3500 rpm durante 15 segundos.

Observar la presencia de hemolisis o aglutinacion anotar los resultados por cruses.

FASE Il: Térmica

Agregar dos gotas de albumina bovina al 22% o Liss al tubo. Mesclar centrifugar a
3500 r.p.m. durante 15 segundos, leer la hemolisis y o aglutinacion hacer la lectura
por cruses y anotar los resultados.

Incubar a bafio maria a 37°C durante 30 minutos (albumina ) o 15 minutos (Liss)

Centrifugar observar hemolisis y anotar resultados.

FASE I11: Antiglobulinica

Lavar tres veces con solucion salina fisioldgica al 0.9%.

Se llena el tubo hasta cerca del borde con solucién salina al 0.9%. Se centrifuga a
3500 r.p.m. durante un minuto.

Se decanta todo se adiciona uno o dos gotas de solucion salina, se re suspende el
botdn se vuelve a llenar y se repite el paso anterior.

Agregar dos gotas de Antiglobulina humana mezclar, centrifugar 3500 rpm durante
15 segundos y leer.

Los resultados negativos deben ser comprobados con células control Coombs.
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Figura 17 Células de control coombs comercial.

Fuente: http://www.grupolabca.com.mx/laboratorios%20clinicos/Licon/banco%20de%20sangre

Interpretacion
Si no hay hemolisis y/o aglutinacién: Prueba cruzada compatible.

Si hay hemolisis y/ 0 aglutinacion: Prueba cruzada incompatible

Prueba positiva

La aglutinacion indica incompatibilidad ya que significa que algin Ac del suero del
receptor se ha unido a los hematies del donante. La valoracion se puede hacer con
cruces, o bien se puede hacer una prueba cruzada titulada empleando diluciones dobles
progresivas.

Para diferenciar aloAc de los autoAc se debe disponer de un autocontrol, y cuando éste
es negativo se sospecha la existencia de aloAc en una prueba cruzada incompatible. Los
Ac se deben identificar antes de que el paciente reciba la transfusion.

Si el autocontrol es positivo se sospecha la presencia de autoAc.

Los aloAc producen reacciones transfusionales mas graves que los autoAc.
(JARAMILLO, 2010)
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2.2.5.2. Prueba Cruzada Menor

Figura 18 Pruebas de Compatibilidad

Prevencion | Prueba de compatibilidad sanguinea

PRUEBA DE CRUZAMIENTO (Reaccién cruzada)

MAYOR MENOR

Dl %OO% Glébulos rojos %OO% i

+ +

RECEPTOR i e i DONANTE

37° C 30 minutos

LECTURA E INTERPRETACION

Fuente: deliamm96cuadernopracticashemal4.blogspot.com
Fundamento:

Consiste en poner a reaccionar el suero del donador con los eritrocitos del receptor. Se la

realiza para determinar el tipo de sangre y su compatibilidad

En ella el suero del donante se enfrenta con hematies del paciente. (Se llama menor
porgue el plasma del donante sufre una dilucidn rapida al entrar en el torrente sanguineo
del receptor, lo que hace que los problemas debidos a los Ac transfundidos sean menores

en el peor de los casos).

Actualmente se utiliza poco, debido al uso generalizado de los concentrados de hematies
y a la deteccién habitual de los Ac en la sangre del donante. Sin embargo cuando se

utilice un gran volumen de plasma si esta aconsejada su realizacion.

Esta prueba puede, también, poner de manifiesto la presencia de Ac del donante contra

Ag de baja frecuencia.
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Premisas para la Realizacion de una Prueba Cruzada Perfecta

Es importante recordar que un error en la realizacién de las pruebas cruzadas puede
producir en el receptor efectos que van desde una reaccion transfucional leve hasta la

muerte.

Gran parte de la responsabilidad de ejecutar una prueba cruzada de calidad recae sobre
el banco de sangre, sin embargo, no debemos perder de vista que existen algunas
variables que se escapan al control del banco de sangre y que pueden afectar la calidad

que evite la transfusion de sangre incompatible y reduce

La correcta Identificacion del Receptor y de la Muestra de la Sangre

En los bancos de sangre es frecuente que la toma de la muestra del receptor no sea una
responsabilidad directa del servicio. Generalmente la muestra llega al banco
acompafada de una solicitud de transfusion.

La transfusion accidental de una muestra de sangre ABO incompatible es la causa méas

frecuente de reacciones transfusionales.

Varias causas contribuyentes a este fendémeno han sido asociadas entre ellas se
encuentran la mala identificacion del receptor cuando fue tomada la muestra de sangre
para la realizacion de las pruebas de compatibilidad, la confusion de las muestras en el
laboratorio y la mala identificacion del paciente al momento de la transfusion. Es apenas
l6gico que nada gane el banco de sangre con realizar pruebas cruzadas perfectas si la
muestra no corresponde al receptor, o si al final la sangre resulta siendo transfundida a

otro paciente diferente al que iba destinada.

La mala identificacién de los pacientes es un problema que ocurre con cierta frecuencia
en los hospitales es por ello una tarea fundamental del banco de sangre debe ser la de
concientizar e instruir al personal que toma las muestras y en realizar correctamente las

hemoclasificaciones. Y por ultimo el acto de la transfusion debe realizarse una vez que

64



se tenga plena certeza sobre la identificacion del paciente y durante la transfusion se

debe monitorear constantemente la evolucion del receptor.

La correcta hemoclasificacion del receptor

Cuando llega la solicitud al banco de sangre para la transfusion acompafiada de las
muestras de sangre se debe comprobar que los datos consignados en la solicitud y en el

vial de la muestra coincidan correctamente.

La clasificacion sanguinea ABO del receptor deben hacerse utilizando los hematies

(clasificacion directa) y el suero o plasma (clasificacion inversa).

La clasificacién Rh también debe ser realizada, cualquier discrepancia en la clasificacion

debe ser resuelta antes de realizar las pruebas cruzadas.

Seleccion de la sangre adecuada.
La sangre se selecciona de tal modo que sea compatible ABO y Rh con el receptor.

En los bancos de sangre, las unidades aptas para la trasfundir se encuentra previamente

hemoclasificadas sin embargo es conveniente re chequear el grupo sanguineo

Si el grupo sanguineo ABO que necesita el receptor no se encuentra disponible en el
banco de sangre, existen alternativas las cuales deben ser evaluados por el médico

responsable del paciente.

Eleccion de reactivos de calidad y ejecucion de las pruebas de acuerdo al manual de

procedimientos

Un requerimiento béasico es la garantia de calidad en la eleccion de los mejores del

mercado que garanticen la ejecucion de procedimientos correctos.
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Los reactivos para la hemoclasificacion ABO Rh asi como las soluciones potenciadores

deben ser de la mejor calidad posible.

No obstante se elijan reactivos de excelente calidad eso no significa nada si el analista
no realiza los procedimientos de acuerdo al manual existente y siguiendo las

recomendaciones del fabricante del reactivo.

Los procedimientos que involucran las pruebas de compatibilidad como son la
clasificacion ABO y Rh y pruebas cruzadas deben ser ejecutadas aplicando controles y

criterios claros de interpretacion.
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2.3 Definicion de Términos Basicos

1. Aglutinacidn.- Proceso por el cual los globulos rojos se unen y ligan entre si.

2. Aloinmunizacion.- Es la generacion de aloanticuerpos o anticuerpos irregulares o
isoanticuerpos, generalmente de las de las células sanguineas como consecuencia de

embarazo o transfusion anterior.

3. Anemia hemolitica.- es una afeccion en la cual hay un numero insuficiente de

gldbulos rojos en la sangre, debido a su destruccion prematura.

4. Anticuerpo.- Molécula producida por los animales como respuesta a un antigeno,
que tiene la propiedad de combinarse especificamente con el antigeno que indujo su

produccion.

5. Antigeno.- Molécula gue reacciona con un anticuerpo formado previamente en los

receptores especificos de las células T y B.

6. Anticuerpos naturales.- Son anticuerpos que estan presentes en el suero del
individuo sin la evidencia de un estimulo antigénico previo. En el momento actual
se sabe que los anticuerpos naturales dirigidos contra antigenos eritrocitarios son
consecuencia del reconocimiento de estructuras antigénicas compartidas con

bacterias del tubo digestivo.

7. Antigenos alogénicos (Homologos). Estan presentes en individuos de una especie

no iguales genéticamente.

8. Antigenos autogenos (Autdlogos). Del mismo individuo.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Antigenos de diferenciacion. Estructuras de superficie celular encontradas
solamente en células de un determinado tipo o estadio de su desarrollo, identificados

por el uso de anticuerpos especificos (de ahi el nombre de antigenos).

Antigenos dependientes e independientes de células T.Los antigenos
dependientes de células T deben ser reconocidos por las células T y B para inducir
una respuesta inmunitaria. Por el contrario, los antigenos independientes de células
T pueden estimular directamente la produccion de anticuerpos por parte de las

células B.

Antigenos Ly. Grupo de marcadores de la superficie celular que poseen las células
T murinas y que estan relacionados con la diferenciacion de las subpoblaciones de
las células T. En la actualidad muchos se relacionan con el sistema CD.

Antigenos Singénicos (I1s6logos). Genéticamente idénticos (gemelos univitelinos).

Antigenos xenogénicos (heterdlogos).- Los que se encuentran en especies no
relacionadas filogenéticamente.

Autoanticuerpos.- Son anticuerpos generados por un individuo dirigidos contra

antigenos de los tejidos del propio indivio.
Apoptosis. Mecanismo de autodestruccion celular por fragmentacion del DNA en
segmentos de unos 200 pb, debido a endonucleasas dependientes de calcio activadas

por estimulos exdgenos.

Ceélula accesoria. Generalmente se utiliza para definir a los macrofagos y otras

células presentadoras de antigenos.
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17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

Célula inmunocompetente. Poblaciones celulares que hacen posible la accion del
sistema inmune: son los linfocitos T, B, células K, NK, macrofagos y

polimorfonucleares.

Célula K. Célula responsable de la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo.

Célula plasmatica. Célula B productora de anticuerpos que ha alcanzado su estado

de maxima diferenciacion.

Células asesinas activadas por linfocinas (LAK). Células citotoxicas generadas ex

vivo, mediante la estimulacion con IL-2 y posiblemente con otras citocinas.

Células B. Linfocitos que se desarrollan en la medula 6sea de los adultos y

producen anticuerpos.

Células de Kupffer. Células fagociticas que recubren los sinusoides hepaticos.

Células de Langerhans. Células presentadoras de antigenos de la piel, que migran
a los ganglios linfaticos y se transforman en células dendriticas; son muy activos en

la presentacion de antigenos a las células T.

Donacidén voluntaria de sangre.- es el acto por el cual una persona entrega de
forma gratuita una parte de su sangre cumpliendo los siguientes criterios, solidarios,

no dirigido, no remunerado, repetitivo

Enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN).-  También
Ilamada eritroblastosis fetal, es un trastorno sanguineo en la que una madre produce
anticuerpos durante el embarazo que atacan los glébulos rojos de su propio feto,
cuando la madre y el bebé tienen tipos de sangre diferentes.
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26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

Globulo rojo.- (Eritrocito o Hematie).- Célula de la sangre cuya funcion es
transportar el oxigeno desde los pulmones hasta las células de todos los tejidos
corporales. Para ello utiliza una proteina llamada hemoglobina, que contiene hierro

y trasporta oxigeno.

Globulos rojos lavados.- Es la unidad de sangre desplasmatizada sometida a tres
lavados sucesivos con solucion salina fisiologica con el fin de reducir el plasma

contaminante.

Grupo sanguineo.- Es una clasificacion de lasangrede acuerdo con las
caracteristicas presentes en la superficie de los glébulos rojosy en el suero de la
sangre. Las dos clasificaciones mas importantes para describir grupos sanguineos en

humanos son los antigenos (el sistema ABO) y el factor Rh.

Hematologia.- Es una ciencia que comprende el estudio de la etiologia,
diagndstico, tratamiento, pronéstico y prevencion de las enfermedades de la sangre
y organos hemolinfoproductores. Los especialistas en este dominio son llamados

hematologos.

Hemolisis.- Destruccidn (lisis) de la membrana eritrocitaria que libera el contenido
hem y globina. Resulta de la reaccion de un anticuerpo hemolitico y el antigeno

eritrocitario, correspondiente en presencia del complemento.

Hemoterapia.- Es la parte de la medicina que se ocupa del tratamiento de diferentes
cuadros clinicos mediante el empleo de sangre o sus derivados como medio
terapéutico. Su objetivo principal es la obtencion de productos sanguineos para

transfundirlos de manera segura, eficaz y eficiente

IgD. Inmunoglobulina cuyo significado fisioldgico no se conoce. Su concentracion
sérica es muy pequefia aunque paradojicamente la mayoria de linfocitos B maduros

coexpresan en su superficie IgM e IgD.

70


https://es.wikipedia.org/wiki/Sangre
https://es.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%B3bulo_rojo
https://es.wikipedia.org/wiki/Suero_sangu%C3%ADneo
https://es.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%ADgeno
https://es.wikipedia.org/wiki/Factor_Rh

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

IgE. Inmunoglobulina involucrada en reacciones de hipersensibilidad inmediata con
capacidad de unirse a basofilos y mastocitos a través de receptores de gran afinidad

que estas células poseen para su extremo Fc.

19G. Inmunoglobulina predominante en suero, en el espacio extravascular, en las

secreciones internas y en la fase secundaria de la respuesta inmunitaria.

IgM. Inmunoglobulina mas primitiva y la mas frecuente durante la respuesta
primaria caracterizada por ser un pentamero y por su gran peso molecular lo que

origina su situacion exclusivamente intravascular.

Inmunologia.- Es una rama amplia de biologia y de las ciencias biomédicas que se
ocupa del estudio del sistema inmunitario, entendiendo como tal al conjunto de
organos, tejidos y células que, en los vertebrados, tienen como funcidn reconocer

elementos ajenos dando una respuesta (respuesta inmunitaria).

Leucemia linfocitica cronica (LLC).- Es un cancer de un tipo de glébulos blancos
Ilamados linfocitos. Estas células se encuentran en la médula 6sea y otras partes del
cuerpo. La médula dsea es el tejido suave en el centro de los huesos que ayuda a la

formacion de todas las células de la sangre.

Macromolécula.- Es una molécula muy grande creada cominmente por la
polimerizacion de subunidades méas pequefias (monomeros). Por lo general se

componen de miles, 0 mas, de &tomos.

Medicina Transfusional.- Ciencia que tiene como objetivo la conservacion y el
restablecimiento de la salud apoyada en la terapéutica transfusional, una parte de la
medicina que ensefia el modo de tratar las enfermedades proporcionando los

elementos sanguineos celulares o plasmaticos que el enfermo requiera.
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40.

41.

42.

43.

44,

Mononucleosis infecciosa.- ES una enfermedad provocada por un virus de la
familia de los Herpes conocido como virus de Epstein-Barr. La enfermedad se

caracteriza por dolor de garganta, fiebre, linfadenopatia y una linfocitosis atipica.

Lupus eritematoso sistémico.- El lupus es una enfermedad cronica en la que el
sistema inmunitario del paciente ataca a diferentes 6rganos y tejidos (puede afectar
a la piel, las articulaciones, los rifiones, los pulmones, el sistema nervioso, etc.)

provocando dafio e inflamacion.

Sangre.- Es un tipo de tejido conjuntivo especializado. Proviene de la medula dsea,
tiene una fase solida (elementos formes que incluye a los glébulos blancos, los
glébulos rojos y las plaquetas) y una fase liquida, representado por el plasma

sanguineo.

Solucion isotdnica.- Es aquel en el cual la concentracion de soluto es igual fuera y
dentro de una célula. En hematologia, se dice de las soluciones que tienen la misma

concentracion de sales que las células de la sangre son isoténicas.

Transfusion de sangre.- Técnica que consiste en hacer pasar un liquido
especialmente sangre o algunos de sus derivados de un donante a un receptor. La
decision de transfundir a un enfermo supone evaluar las necesidades del paciente y

determinar cdmo mejora estas con componentes y fracciones sanguineas
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2.4. Hipdtesis y Variables.

2.4.1 Hipotesis.

Empleando el proceso de descarte se identificaron anticuerpos irregulares valorados con
el panel de células cuando los resultados son positivos para mas de un anticuerpo

irregular.

2.4.2Variables

Variable independiente.

Proceso de descarte
Variable dependiente.

Identificacidn de anticuerpos irregulares
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2.5 Operacionalizacion de Variables

VARIABLE CONCEPTO CATEGORIA INDICADORES INSTRUMENTO
Procedimiento
Independiente: empleado
cuando en el
Proceso de | panel de células Reacciones de B )
Pruebas Observacion y guia

descarte

reactivas del
Coombs
indirecto se
aprecian més de

un anticuerpo

antiglobulinicas

hemaglutinacion
4,3,2y1cruz.

de observacion

Dependiente:

Identificacién de
anticuerpos

irregulares

Inmunoglobulin
as de
importancia
clinica que
compromete a
las reacciones
hemoliticas por
transfusiones de
sangre o

derivados.

Pruebas

antiglobulinicas

Reacciones de
hemaglutinacion
4,3,2y1cruz.

Observacion y guia

de observacion
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CAPITULO III

3 Marco Metodoldgico

3.1 Método Cientifico

Se emplea el método cientifico en el desarrollo del proyecto de investigacion, por ser un
método sujeto a comprobaciones, basados en enunciados, principios y leyes, asi como
los principios de las pruebas o ensayos de laboratorios aplicados al proceso de control

para prevenir las reacciones transfusionales.

Ademas se sustentara para el desarrollo de la teoria cientifica que sirvio de respaldo para
los resultados de la investigacion, para lo cual se utilizd los métodos de: induccion y

deduccioén.

Método deductivo- inductivo: se emplea este método por ir en principio de hechos
particulares a lo general, esto se explica por ir en principio a los ensayos de los
resultados de cada caso estudiado y concluir con los resultados de compatibilidad para

asi prevenir reacciones transfusionales al identificar anticuerpos irregulares.

La aplicacion del método analitico nos permitio analizar las muestras tanto del

donador como del receptor de los componentes sanguineos.

La utilizacién del método sintético nos permitié unificar todos los conceptos y los

diversos elementos para formular una teoria.

3.2. Tipo de Investigacion

La investigacion se caracteriza por ser de tipo descriptiva- explicativa de campo no

experimental.

Descriptiva Se describe los pasos a realizarse en el estudio de la sangre destinada a la

transfusion y sus respectivos fenomenos de resultados, como de los pasos y procesos
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para garantizar el éxito de la transfusion y como también de las precauciones a seguirse

o aplicarse para reduccion de los efectos adversos a la transfusion.
Explicativa Porque sobre la base del procedimiento de la informacion recopilacion de

textos, libros, folletos, llegamos a establecer las causas y consecuencias por las que se
realizan las pruebas de coombs indirecto y el proceso de descarte.

3.2.1 Disefio de Investigacion

Esta investigacion fue de campo no experimental

De Campo Debido a que el proceso investigativo se llevara a cabo en un lugar
especifico en este caso en el laboratorio de Inmunohematologia del Servicio de
Medicina Transfusional del Hospital Provincial General Docente de Riobamba, en el

cual se maneja las muestras de sangre a analizarse.

3.3 Poblacién y Muestra

3.3.1 Poblacion

La presente investigacion esta constituida por el total de ensayos que se realizd durante
el tiempo planteado en la investigacién que es de 61 casos de pacientes atendidos por el
servicio de medicina Transfusional del Hospital Provincial General Docente de

Riobamba

3.3.2 Muestra

Se trabaja con el total de la poblacidn por ser una cantidad pequefia no se extrae muestra
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3.4 Técnicas e Instrumentos de Recoleccién de Datos

3.4.1. Técnicas:

Observacion de los distintos resultados obtenidos mediante la aplicacion de la técnica de
Coombs y el proceso de descarte.

Anélisis documental de la informacion cientifica que nos ayudara al desarrollo del
marco tedrico y a realizar las tablas estadisticas de este trabajo.

Recopilacion bibliografica para ser pre analizado para dar conceptos especificos y

claros.

Técnicas para la realizacion de las pruebas de laboratorio que no serviran como guia

practica y de control de calidad.

3.4.2. Instrumentos:

Guia de observacion: resultados de las pruebas de tipificacion de antigenos, anticuerpos

y pruebas de compatibilidad del Servicio de Medicina Transfusional del Hospital

General Docente Riobamba.
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3.5 Analisis de resultados

3.5.1Ensayo de Coombs indirecto periodo junio- noviembre 2015

Tabla 8 Estadistica de Ensayos de Coombs indirecto

MES PRUEBAS %
Junio 145 17
Julio 130 15
Agosto 137 16
Septiembre 165 19
Octubre 156 18
Noviembre 129 15
Total 862 100%

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Stalin Gualpa

Grafico 17 Representacion grafica de la tabla 8

ENSAYOS DE COOMBS INDIRECTO
PERIODO JUNIO - NOVIEMBRE 2015

B PRUEBAS m%

165
145 130 137 156 129

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Stalin Gualpa

Interpretacion: Durante el periodo Junio a Noviembre afio 2015 se registran 862
ensayos realizados por el servicio de Medicina Transfusional del Hospital Docente de
Riobamba, de esta cantidad de ensayos 165 se analizaron en septiembre representados

por un 19% y siendo el mes con méas cantidad de pruebas, el mes de julio y noviembre
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se realizaron 130 y 129 pruebas respectivamente siendo los meses con menos ensayos y
representados con el 15%, se trabajara con los resultados positivos de coombs indirecto.

3.5.2 Ensayos, positivos de Coombs indirecto

Tabla 9 Ensayos, positivos de coombs indirecto

PRUEBAS
MES POSITIVAS %
Junio 17 28
Julio 14 23
Agosto 7 11
Septiembre 9 15
Octubre 6 10
Noviembre 8 13
Total 61 100%

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Stalin Gualpa

Grafico 18 Representacion grafica de la tabla 9

ENSAYOS POSITIVOS DE COOMBS
INDIRECTO

H Junio

W Julio

W Agosto

M Septiembre
B Octubre

H Noviembre

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Stalin Gualpa

Interpretacion: Se efectuaron 61 ensayos positivos de coombs indirectos en los cuales

se identifica el o los anticuerpos comprometidos en las reacciones, teniendo asi mayor
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cantidad de casos positivos en junio con 17 pruebas representadas por un 28% y los méas
bajos en octubre con 6 casos que representan el 10%, se procede a la realizacion del
descarte el cual consiste en que ensayos negativos invalida a los resultados positivos de

la plantilla.

3.5.3 Ensayos positivos de coombs indirectos con resultados de de
anticuerpos especificos e indefinidos

Tabla 10 Ensayos positivos de coombs indirectos con resultados de anticuerpos especificos e indefinidos

ANTICUERPOS % ANTICUERPOS %
ESPECIFICOS INDEFINIDOS
47 77 14 23
Total 61

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Stalin Gualpa

Gréfico 20 Representacion gréafica de la tabla 11

ENSAYOS POSITIVOS DE COOMBS INDIRECTOS CON
RESULTADOS DE AC - ESPECIFICOS E INDEFINIDOS

M Seriesl M Series2

77
47
23
. 1
ANTICUERPOS % ANTICUERPOS %
ESPECIFICOS INDEFINIDOS

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Stalin Gualpa

Interpretacion: De los 61 ensayos positivos para coombs indirecto se registran 47
ensayos para reportes de anticuerpos especificos correspondiente al 77% de la poblacién
estudiada y 14 ensayos con reportes indefinidos para anticuerpos con relacion porcentual
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del 23%, a estos ultimos se realiza la técnica de descarte para valorar el o los anticuerpos

encontrados.

3.5.4 Tipos de anticuerpos especificos identificados con el coombs indirecto

Tabla 11 Tipos de anticuerpos especificos identificados con el coombs indirecto

ANTI-D | ANTI-E | ANTI-C | ANTI-K
9 [19%| 21 [45% | 15 |32%| 2 | 4%
TOTAL 47

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Stalin Gualpa

Grafico. 19 Representacion grafica de la tabla 10

TIPOS DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS
IDENTIFICADOS CON EL COOMBS INDIRECTO

25

20

15
10

5

0

ANTI-D ANTI-E ANTI-C ANTI-k
M Seriesl 9 21 15 2

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Stalin Gualpa

Interpretacion: De los 61 ensayos positivos 47 son identificados anticuerpos
especificos valorados con la prueba de coombs indirecto, se encontraron para Anti-D, 9
para Anti-E, 21 para Anti-C 15y para Anti-k 2.
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3.6 Comprobacion de la Hipotesis

Tabla 12 Comprobacion de la Hipotesis

ANTI-Cy ANTI-E ANTI-C
8 57% 6 | 43%

TOTAL 14

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Stalin Gualpa

Gréfico 20 Representacién de la Comprobacion de la Hipétesis

ANTICUERPOS IDENTIFICADOS POR

DESCARTE EN EL COOMBS INDIRECTO
10

8

6

4

2

° ANTI-Cy ANTI-E ANTI-C

B Seriesl 8 6

Fuente: Servicio de Medicina Transfusional - HPGDR
Disefio: Stalin Gualpa

Comprobacion.- De los 14 ensayos con reportes indefinidos para anticuerpos con
relacién porcentual del 23% de la poblacion, se aplica el proceso de descarte para
valorar los anticuerpos encontrados y se registra 8 anticuerpos especificos ANTI-C y
ANTI-E y 6 para ANTI-C.
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CAPITULO IV

4. Conclusiones y Recomendaciones.
4.1 Conclusiones.

e Se identificaron anticuerpos irregulares mediante los ensayos de coombs indirectos;
este es un proceso de vital importancia ya que ayuda asegurar in vitro e in vivo el
proceso transfucional, previniendo las complicaciones asociadas a las transfusiones
e incompatibilidades feto maternas en las que interactdan las inmunoglobulinas de

tipo IgG.

e Al utilizar el panel de células o multipanel se determina la presencia de anticuerpos
no aglutinantes en el suero o plasma de sujetos sensibilizados con uno o mas
antigenos, asi no se deja pasar por alto la identificacion de anticuerpos irregulares
que genera altos riesgos de reacciones transfusionales sobre todo hemoliticas, el
cual involucra complicaciones severas e irreversibles ocasionando en muchos de los

casos la muerte.

e EIl emplear el proceso de descarte permite validar el ensayo de coombs indirecto
positivo para interpretar las caracteristicas en las que se desenvuelve la clinica del
paciente, las exposiciones a estimulos por antigenos propios o extrafios, posibles

gestaciones o antecedentes transfusionales.

4.2 Recomendaciones

e Se recomienda en especial en las pruebas de coombs indirecto negativas el uso de
de las células control de coombs que son hematies sensibilizadas con IgG humana y
sirven como control de la prueba, estas valora la actividad del suero antiglobulina y

la calidad del lavado de las células
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e A cada prueba de coombs indirecta positiva se debe aplicar la prueba de

confirmacion con el panel o multipanel de celulas para especificar el tipo de
anticuerpo presente.

e Al reportar un coombs indirecto indeterminado se debera aplicar el descarte asi se

logra identificar el o los anticuerpos presentes que generan problemas al reportarlos.
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Pantallas Positiva

Multipanel Positivo
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Multipanel Positivo

Pantallas Positivas
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