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RESUMEN

Prevalencia del fenotipo Rh D débil en poblacion afroecuatoriana que acude al Centro de
Salud Tipo A Salinas, Centro de Salud Carpuela y al Puesto de Salud Chalguayacu en el
Valle del Chota, 2019.

Introduccién: El antigeno D presenta variaciones relacionadas a su expresion en la
membrana del glébulo rojo, que puede ser cuantitativa caracteristica del fenotipo D débil o
cualitativa del D parcial. Los glébulos rojos con fenotipo D débil presentan una reduccién
de los antigenos y para su identificacion requiere de etapas adicionales en pruebas de
laboratorio. La determinaciéon de las variantes de D es fundamental en medicina
transfusional como prevencion de reacciones adversas y enfermedad hemolitica del recién
nacido, asi como en poblaciones donde existe diversidad étnica como en Ecuador.
Materiales y Métodos: Se recolectaron 541 muestras sanguineas en tres servicios de
salud tipo A en Valle del Chota, durante los meses de abril, mayo y junio del afio 2019. Se
realizaron pruebas in vitro inmunohematolégicas para la identificacion del grupo ABO y
subgrupos de Ay factor Rh mediante la prueba de aglutinacion en tubo y, para las variantes
de D, fenotipos de Rh y antigeno K mediante la técnica en gel, utilizando controles internos
de calidad para la confiabilidad de los datos. Resultados: se establecié que el grupo
sanguineo mas prevalente en afroecuatorianos es el O D (positivo) con un 44,29%,
mientras que el subgrupo A1 fue de 67,21% y A2 del 32,90%. El 92% de la poblacién es D
(positivo) y el 8% restante es D (negativo). La prevalencia de la variante D débil identificada
fue del 4,80%, y fenotipicamente con cde/cde (r/r) clasificada como tipo 4.1-4.2. Se
identificd que el 79% de la poblaciéon posee una variante de D, presumiblemente DVI. El
fenotipo de Rh mas prevalente en poblacion D (positivo) es cDe/cDe (RO/R0O) y en la D
(negativo) es cde/cde (r/r) con un 85.7%. También se observo una prevalencia del 97,20%
del antigeno Cellano y 2,8% del antigeno K. Conclusiones y Recomendaciones: El
estudio determind la existencia de variantes del antigeno D (D débil y parcial), por lo que
la identificacion del factor Rh y sus fenotipos en la poblacion afroecuatoriana es de suma
importancia para los servicios de medicina transfusional, bancos de sangre y hospitales de
la Ciudad de Ibarra. La informacion generada en este estudio sera compartida con el
Programa Nacional de Sangre como aporte a la garantia de calidad de una transfusién
segura Yy la disponibilidad eficiente de componentes sanguineos. Se recomienda realizar
estudios genéticos en la poblacién que confirme la presencia y tipo de las variantes de D

en la poblacién afroecuatoriana.
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ABSTRACT

Prevalence of the weak Rh D phenotype in the Afro-Ecuadorian population that goes to
the Type A Salinas Health Center, Carpuela Health Center and the Chalguayacu Health
Post in the Chota Valley, 2019.

Introduction: The D antigen presents variations related to its expression in the red blood
cell membrane, which can be quantitative characteristic of the weak or qualitative D
phenotype of partial D. Red blood cells with a weak D phenotype have a reduction in
antigens and for their identification require additional stages in laboratory tests. The
determination of the variants of D is fundamental in transfusion medicine as prevention of
adverse reactions and haemolytic disease of the newborn, as well as in populations where
there is ethnic diversity as in Ecuador. Materials and Methods: 541 blood samples were
collected in three type A health services in Valle del Chota, during the months of April, May
and June of the year 2019. The samples were analyzed in the Immunology / Blood Bank
laboratory of the Clinical Biochemistry Career of the PUCE-Quito. Immunohematological in
vitro tests were performed for the identification of the group and subgroups of ABO and Rh
factor by the agglutination test and, for the D variants, Rh phenotypes and K antigen using
the gel agglutination technique, using internal quality controls for data reliability. Results: It
was established that the most prevalent blood group is O D (positive) with 44.29%. The
frequency of subgroup A1 was 67.21% and subgroup A2 was 32.90%. It was determined
that 92% of the population is D (positive) and the remaining 8% is D (negative). The
prevalence of the identified weak D variant is 4.80%, and phenotypically with cde / cde (r/r)
and all being of type 4.1-4.2. It was identified that 79% of the population possesses a variant
of D, presumably variant DVI. The most prevalent phenotype in population D (positive) is
cDe / cDe (RO / RO) and the most prevalent in population D (negative) is cde / cde (r/ r)
with 85.7%. A prevalence of 97.20% of the Cellano antigen and a prevalence of 2.8% of the
K antigen was found. The prevalence of each of the variables was established with respect
to age, gender, pregnancy and locality. Conclusions and Recommendations: The study
determined the existence of variants of the D antigen (weak and partial D), so the
identification of the Rh factor and its phenotypes in the Afro-Ecuadorian population is of
paramount importance for the services of transfusion medicine, blood banks and hospitals
of the Ibarra city. The information generated in this study will be shared with the National
Blood Program as a contribution to the quality assurance of a safe transfusion and the
efficient availability of blood components. It is recommended to carry out genetic studies in
the population that confirms the presence and type of D variants in the Afro-Ecuadorian

population.
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INTRODUCCION

El factor Rh es parte del grupo sanguineo de una persona, es una proteina integral de la
membrana de los glébulos rojos, y se conoce como antigeno D. Los Rh D positivos son
aquellas personas que presentan dicha proteina en sus glébulos rojos, y D negativos
quienes no la presentan. El antigeno D presenta variaciones debido a su expresion en la
membrana del gldbulo rojo, la que puede ser cualitativa (mutaciones) o cuantitativa
(cantidad de sitios antigénicos) a esta variedad se le denomina D débil o Du. El antigeno
D se encuentra en la proteina RhD, esta puede atravesar la membrana de los eritrocitos
muchas veces exponiendo una parte en la superficie dando lugar a mutaciones o
sustituciones de aminoacidos en la proteina, lo que se conoce como D parcial, mientras
que si las mutaciones y/o substituciones de aminoacidos se dan dentro de la membrana
eritrocitaria o el citoplasma, se conoce como D débil (Flegel, 2007b). Las muestras
sanguineas con antigeno D Rh(negativo), ya sea en técnica de tubo, placa, gel o
microplaca, deben ser confirmadas para el antigeno D débil mediante la prueba de
antiglobulina humana indirecta (PAIl) y para su identificacion dentro del proceso de
tipificacion se requiere de etapas adicionales como: aumento en el tiempo de incubacién,
adicion del suero antiglobulina humana y seleccion de reactivos anti-D monoclonales de
acuerdo a la poblacién, con la finalidad de evitar resultados equivocos y modificar procesos
que no estan bien definidos en todos los laboratorios clinicos y centros de salud que

realizan pruebas de tipificacion sanguinea (Dava et. al., 2018).

El Sistema ABO es el mas importante en la transfusion sanguinea y en los trasplantes
(Cortés, Muiiz-Diaz y Ledn, 2014), en caso de que exista una incompatibilidad de hematies
ABO se pueden producir reacciones hemoliticas severas. En paises como Colombia,
Estados Unidos y Africa la poblacion afrodescendiente tiene mayor frecuencia del antigeno

O, mientras que el antigeno AB es menor.

El factor Rh es uno de los mas importantes en las mujeres embarazadas, ya sea Rh D
(positivo) o Rh D (negativo), ya que es el mas polimoérfico e inmunogénico. Este antigeno
esta relacionado con la enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido, las reacciones
de transfusion hemolitica y la anemia hemolitica autoinmune (Ba, Beley, Chiaroni, Bailly y
Silvy, 2015). El fenotipo D (negativo) es menos frecuente en individuos afrodescendientes,
mientras que el fenotipo D (positivo) es mas frecuente en esta poblacion. Las variantes D
son frecuentemente encontradas en personas de ascendencia africana siendo menos

frecuentes en poblacion de origen europeo o asiatico (Zacarias, et al., 2016a).



Debido a que la prevalencia de estas variantes D difiere de acuerdo a los grupos étnicos,
estudios precedentes han buscado establecer su frecuencia en poblaciones heterogéneas.
Zacarias, et. al (2016a) realizaron un estudio en Parana, Brasil, donde hay una gran
diversidad étnica y existe una contribucién de genes africanos, determinando una
frecuencia alta de estas variantes que le permitié identificar el impacto de éstas en los
procesos de transfusion sanguinea en una poblacién con una constitucion étnica tan
diversa. Por ello, es indispensable que se realicen estudios sobre estas variantes en

Ecuador en individuos con contribucién genética africana (Zacarias, et. al, 2016a).

En individuos con variante D existe el riesgo de aloinmunizacion anti-D, es por ello que las
mujeres embarazadas portadoras de una variante D y/o sensibilizadas pueden producir
EHRN grave en el feto e incluso puede ocasionar muerte fetal. Debido a esto el monitoreo
inmunohematoldgico obstétrico es esencial, ya que las mujeres gestantes seran candidatas

para recibir la dosis de gammaglobulina anti-D (Sandler, Chen, & Flegel, 2017).

El fenotipo Rh puede ayudar a predecir los tipos de variantes D (D débil y D parcial) ya que
algunos estan relacionados con haplotipos RH (Cortés, Mufiiz-Diaz y Leodn, 2014). La
expresion del antigeno “e” es mas compleja y se encuentra mayoritariamente en personas

de ascendencia africana (Westhoff, 2005a).

En el pais no existen estudios sobre la determinacion del Sistema Sanguineo Kell en
poblacién afroecuatoriana. Este sistema esta compuesto por seis conjuntos de antigenos
antitéticos localizados en la superficie de los gldbulos rojos, siendo los mas importantes el
antigeno Kell y el Cellano (Chargoy, Azcona y Ramirez, 2016). En individuos
afrodescendientes el antigeno k (Cellano) es el mas frecuente. Especificamente, en el Valle
del Chota gran parte de las mujeres se encuentran en edad fértil y/o en estado de gestacion,
por esta razén la identificacion temprana de este antigeno ayudara a prevenir la
enfermedad hemolitica del recién nacido, ya que se puede dar una incompatibilidad

materno-fetal debido a la inhibicion de la eritropoyesis (Canle, 2013).

En Ecuador los estudios sobre la frecuencia del Sistema ABO, factor Rh, fenotipo Rh,
variantes D, y Sistema Kell relacionados con las regiones y etnias son escasos. Por otro
lado, todos estos son heredados bajo procesos y leyes genéticas, por esta razon el estudio
de la relacion entre los sistemas sanguineos y grupos étnicos, como la afrodescendiente,
es fundamental para establecer un perfil de la distribucion de frecuencias de grupos
sanguineos en el pais, y asi prevenir futuras transfusiones sanguineas y evitar reacciones

hemoliticas transfusionales inmediatas y tardias.



CAPITULO |

1.1. JUSTIFICACION

La determinacion de las variantes del antigeno D es fundamental en medicina transfusional
y en mujeres embarazadas, como prevencion de reacciones adversas y la enfermedad
hemolitica del recién nacido. Algunos estudios han determinado la existencia de variantes
del antigeno D en poblaciones caucasicas, africanas y asiaticas debido a la mezcla racial
(Martin, et. al., 2013; Luo, et. al., 2018). Sin embargo, existen escasos estudios en la
poblaciéon afroecuatoriana. En el Ecuador existe una diversidad étnica, por lo que el
propésito de este estudio es determinar la prevalencia de la variante D débil que facilite la
prevencion de complicaciones en el embarazo y problemas transfusionales en esta

poblacion al recibir sangre incompatible.

En el estudio de Martin, et. al. (2013) se determin6 que los factores étnicos influyen en la
cantidad y tipo de mutaciones genéticas dando lugar a mayores polimorfismos del antigeno
D. La variante D débil ha sido identificada mayoritariamente en la poblacion africana y su
identificacion es necesaria, puesto que se han reportado casos de individuos portadores
de esta variante que han generado anti-D. Es igual de importante la identificaciéon de
individuos con la variante D parcial, siendo capaces de producir aloanticuerpos anti-D tras
una inmunizacion previa con glébulos rojos D positivo. De igual manera, la identificacién
precoz de estas variantes en gestantes permite el tratamiento oportuno de las mismas con
gammaglobulina anti-D. Es necesario tomar en cuenta que al ser paciente receptor, es
decir, a quien se le realizara una transfusion sanguinea, se debe considerar como paciente
Rh D(negativo), y al ser paciente donante, es decir a quien se le realiza la extraccién de
los componentes sanguineos, debe ser considerado como paciente Rh D(positivo); esta
variacion en la identificacion del antigeno D evitara posteriores aloinmunizaciones, es decir
produccion de anticuerpos irregulares que destruyen a los eritrocitos transfundidos o los
del feto (Yazer, et. al., 2016)

Es de gran relevancia que cada banco de sangre y servicio de medicina transfusional
evalue sus estrategias de tipificacion RhD dependiendo de las condiciones locales, en
vista de que se pueden presentar estas discrepancias incluso con el uso de técnicas
estandarizadas y reactivos certificados por los fabricantes. Asi, en el estudio de Cayres,
et. al. (2015) en un banco de sangre en Brasil, se enfatizé en el desafio que constituye la

fenotipificacion RhD debido a la cantidad de métodos y reactivos disponibles en el
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mercado, y comparo la efectividad de tres métodos para la confirmacién RhD mediante la
prueba de antiglobulina indirecta, concluyendo que la implementacion de una prueba
confirmatorio mediante PAI en gel proporciona mejores resultados y constituye un

progreso hacia las transfusiones seguras.

Por lo tanto, en nuestro pais es indispensable establecer la importancia de variantes del
antigeno D, es decir la precision de los resultados de tipificacion y la determinacion de
este en la poblacion afroecuatoriana, ya que son criticos en los aspectos de seguridad de
transfusiones sanguineas. Ademas, implementar estrategias de identificacion del grupo
sanguineo en mujeres embarazadas y nuevos algoritmos de tipificacion sanguinea que
aporten al Programa de Maternidad Gratuita para la proteccion de reacciones
transfusionales y enfermedad hemolitica del recién nacido, asi también permitira la
eleccion de reactivos para la deteccion de las variantes del antigeno D y su correcta

identificacion.

1.2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El antigeno D débil es definido como la expresion debilitada del D normal y para su
identificacion dentro del proceso de tipificacion se requiere de etapas adicionales como:
aumento en el tiempo de incubacion, adicién del suero antiglobulina humana y seleccion
de reactivos anti-D de acuerdo a la poblacion, con la finalidad de evitar resultados
equivocos y modificar procesos que no estan bien definidos en todos los laboratorios
clinicos y centros de salud que realizan pruebas de tipificacion sanguinea (Dava, et. al.,
2018). La variante D débil presenta sustituciones de aminoacidos que afectan su expresion
0 exposicion en la superficie de los gldbulos rojos dificultando la deteccion del mismo, una
identificacion errada del antigeno D es causa de aloinmunizacion y reacciones adversas a

una transfusion sanguinea (Luo, et. al., 2018).

Una de las causas para que un individuo presente fenotipo D débil es la herencia de alelos
RHD que codifican la produccion de proteinas con cambios o sustituciones de aminoacidos,
provocando una expresion menor de la proteina RhD y generando un antigeno D
incompleto (Yazer, et. al., 2016), siendo esto comun en individuos afrodescendientes
(Gaspardi et. al., 2016). En Ecuador se desconoce la presencia del antigeno D débil en la
poblacion afroecuatoriana especialmente del Valle del Chota donde se localizan 21.505

individuos afrodescendientes (INEC, 2010). La investigacion realizada por Baptista en el,
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2005 determiné que la poblacion afrodescendiente es portadora del antigeno D débil,

constituyéndose un problema de salud por su relevancia clinica (Baptista, 2005).

Otro aspecto a considerar es la previsiéon de sangre compatible para esta poblacién; en el
Chota a nivel del Centro de Salud no se encuentra disponible el servicio de medicina
transfusional, por lo que es necesario obtener informacidén acerca de la prevalencia de la
variante D débil en esta poblacién con el fin de ofrecer estos resultados tanto a la poblacion
como al servicio de medicina transfusional del Hospital San Vicente de Padl, lugar de
referencia de los centros de salud cuando la poblacion requiere transfusiones de sangre

compatible o existen complicaciones en mujeres embarazadas y en recién nacidos.

En este contexto, se propone la siguiente pregunta de investigacion: ;Cual es la
prevalencia del fenotipo D débil en la poblacién afroecuatoriana del valle del Chota que
acude al Centro de Salud Tipo A Salinas, Centro de Salud Carpuela y el Puesto de Salud
Chalguayacu, 2019?
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1.3.

1.3.1.

OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia y tipos del antigeno D débil en la poblacion afroecuatoriana que

acude al Centro de Salud Tipo A Salinas, al Centro de Salud Carpuela y al Puesto de Salud
Chalguayacu en Valle del Chota, 2019.

1.3.2.

1.3.3.

OBJETIVO ESPECIFICOS

Determinar la frecuencia de portadores de antigeno D en los pobladores
afroecuatorianos que acuden al Centro de Salud Tipo A Salinas, al Centro de Salud
Carpuela y al Puesto de Salud Chalguayacu en Valle del Chota, mediante la
metodologia de tubo.

Establecer la frecuencia del antigeno D débil en los pobladores afroecuatorianos
que acuden al Centro de Salud Tipo A Salinas, al Centro de Salud Carpuela y al
Puesto de Salud Chalguayacu en Valle del Chota, mediante la metodologia en gel
de Coombs.

Determinar los fenotipos del sistema Rh de los pobladores afroecuatorianos que
acuden al Centro de Salud Tipo A Salinas, al Centro de Salud Carpuela y al Puesto
de Salud Chalguayacu en Valle del Chota mediante metodologia en tubo.
Establecer los tipos del antigeno D débil de los pobladores afroecuatorianos que
acuden al Centro de Salud Tipo A Salinas, al Centro de Salud Carpuela y al Puesto
de Salud Chalguayacu en Valle del Chota mediante analisis del fenotipo del sistema
Rh.

Relacionar la presencia del antigeno D débil con los fenotipos del sistema Rh, edad
y género de los pobladores afroecuatorianos que acuden al Centro de Salud Tipo
A Salinas, al Centro de Salud Carpuela y al Puesto de Salud Chalguayacu en Valle
del Chota.

LIMITACION DEL ESTUDIO

El estudio se enfoca en la determinacién de la frecuencia de la expresion del antigeno D

débil y sus fenotipos en individuos afroecuatorianos mediante la aplicacién de la técnica

seroldgica en tarjetas de gel. No se realizaran estudios moleculares por los costos que

implica.
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CAPITULO Il

2.1. MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1.1 Antecedentes

El sistema Rh esta formado por 54 antigenos, de los cuales cinco son los principales
responsables de la mayoria de las incompatibilidades y de la aparicion de anticuerpos
clinicamente significativos, son los antigenos D, C, c, E, e (Daniels, 2013a; AABB, 2012).
Estos cinco antigenos son codificados por los genes RHD y RHCE y heredados bajo las
leyes de Mendel, sin embargo, pueden sufrir variaciones genéticas y afectar directamente
a la transcripcién antigénica. Variaciones como delecion, insercion o mutaciones puntuales
perjudican a la expresién fenotipica del Factor Rh (D), siendo la eliminacion total del gen
RHD la que da origen al fenotipo D negativo comun en el 10-23% en africanos y 70% en
asiaticos. Asi, las variaciones gendmicas estructurales, entre estos dos genes de alta
homologia, constituyen la causa principal de las marcadas diferencias raciales con

respecto a la expresién del fenotipo D negativo en la poblacién. (Martin, et. al., 2013).

En vista de que la prevalencia de alelos RHD difiere significativamente entre grupos
étnicos, un estudio realizado en donantes de sangre en el Estado de Paran4, sur de Brasil,
donde existe poblacion fenotipicamente blanca, con una contribucién de genes africanos
del 12.5%, y mulata, con una contribucion del 49.5% de ascendencia africana, determiné
la frecuencia de variantes RHD. De las 400 muestras de donantes analizadas se reporto la
presencia del gen RHD en el 88,3%, 29 de estas muestras fueron caracterizadas con alelos
D débiles y de acuerdo con el tipo, el 4,35% correspondieron al D débil tipo 1; el 0,29% al
tipo 2; el 1,46% al tipo 3 y el 2,32% al tipo 4 (Zacarias, et. al., 2016a). Otro estudio que
confirma la existencia de variantes de RHD y RHC+E en poblacion brasilefa caracterizada
por un alto grado de mezcla entre descendientes de europeos, africanos y nativos
americanos pero esta vez en una muestra de donantes de sangre de 80.961, superior a la
anterior investigacion, reporta el 0,52% de D débiles o discrepantes y determina que la
mayoria de los alelos variantes de RHD fueron del grupo D débil tipo 4 heredados con
diferentes alelos RHCE*ce (Prisco, et. al., 2016).

Estudios realizados en poblaciones de ascendencia africana, han reportado la presencia

de una directa correlacion entre etnia y la variante débil de RHD. Uno de ellos, realizado
14



en el norte de Uganda sobre la prevalencia de variantes de RHD en donantes del Banco
de Sangre Regional de Gulu, pertenecientes a varias tribus africanas, encontré que entre
los 138 donantes Rh D negativo existe una prevalencia de las variantes de RHD del 0.7%,
resultados concordantes con estudios precedentes obtenidos en poblaciones similares y
con un tamano de muestra mayor, donde el 6.5% en donantes en Ghana y el 2.1% de

donantes del Banco de Sangre en Kenia (Ojok, et. al., 2017).

En el estudio realizado en los donantes del Banco de Sangre de la Cruz Roja Colombiana
Seccional Antioquia, region en la que la poblacion es una mezcla de amerindios, africanos
y europeos, se determino que del 14.04% de donantes identificados como Rh D negativos,
el 0.83% correspondieron a Rh D débil, los que fueron confirmados mediante la prueba de

antiglobulina indirecta (Tobon, 2017).

En Ecuador, un estudio retrospectivo (2011 a 2014) sobre la frecuencia de la variante D
débil en donantes de sangre del Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana, encontro el
2.02% de Rh D débil del total de donantes Rh D negativos (9411), con mayor frecuencia
en los grupos en edad fértil entre 16-45 afos y mayor prevalencia de donantes Rh D débil
en la provincia de Pichincha y Guayas (Gallegos, 2016). Sin embargo, el estudio no
establecio las caracteristicas raciales de los individuos, ni considero la literatura cientifica
en base a la cual se evidencia que la prevalencia de RhD débil es alta en poblaciones de

ascendencia africana, dejando abierto este campo a futuras investigaciones.
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2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. SISTEMA Rh

El Sistema Rh es uno de los mas importantes debido a que es altamente inmunogénico y
complejo con numerosos polimorfismos y alelos clinicamente significativos tanto en la
practica transfusional como en la enfermedad hemolitica del recién nacido (Vasquez,
Castillo, Pavez, Maldonado y Mena, 2014). Por otra parte, los términos “Rh positivo” y “Rh
negativo” hacen referencia a la presencia o ausencia del antigeno D en los eritrocitos.
Dentro de este sistema se han descubierto cuatro antigenos, los cuales son: C y ¢
antitéticos y el E y e. Estudios han demostrado que las variaciones étnicas y geograficas
en alelos de los genes RHD y RHCE tienen implicancias en las practicas transfusionales y
obstétricas (AABB, 2012).

En la actualidad se toman en cuenta dos nomenclaturas para este sistema, las cuales son:
Fisher, para la escritura ordinaria y Wiener, para el lenguaje oral. En la ultima, se toma en
cuenta que aquellos que producen el antigeno D, seran R; y aquellos que no produzcan
este antigeno seran r. Con respecto a los antigenos C, c, E y e se utiliza subindices y
superindices para identificarlos (AABB, 2012). Tabla N°1

Tabla N°1 Nomenclatura del Sistema Rh

Fisher/Race Weiner Rh- Hr
CDe R1
cde r
DcE R2
cDe Ro
dcE r'
Cde r
CDE Rz
CdE ry

Autor: Héctor Baptista

Fuente: Revista Médica del Instituto Mexicano del Seguro Social
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La importancia clinica de los grupos sanguineos en inmunohematologia se debe a la
posibilidad de que los aloanticuerpos pueden ocasionar la destruccion de los hematies
transfundidos, o atravesar la placenta e inducir una hemdlisis en el feto y en el recién nacido
(Cortés, Mufiz-Diaz y Ledn, 2014).

2.2.1.1. Genes y proteinas Rh

Los genes RHD y RHCE codifican a las proteinas Rhesus RhD y RhCE. Ambas proteinas
se expresan unicamente en la membrana de los eritrocitos (Flegel, 2007b) El gen RHCE
es el primer gen descubierto, y luego el gen RHD. La diferencia entre estas dos proteinas
es de 32-35 de 416 aminoacidos (Westhoff, 2007b). De los cuales, uno codifica el antigeno
D y el otro 105 antigeno CE en varias combinaciones, tales como: ce, cE, Ce, o CE. Estos
genes tienen 10 exones, y codifican proteinas que difieren en 32 a 35 aminoacidos. El Rh
negativo tiene varios fenotipos, de los cuales la mayoria resultan de la supresion completa
del gen RHD, por lo tanto, un individuo D- negativo induce la sintesis de anticuerpos con
especificidad anti-D (AABB, 2012).

2.2.1.2. Caja Rhesus

El gen RHD y RHCE son homodlogos aproximadamente en un 97% estan ubicados en el
brazo corto del cromosoma 1, region 34-36, banda 1 (1p34-36.1). El gen RHD esta
flanqueado en ambos lados, es decir, en la regién terminal 5' y 3' por dos secuencias de
ADN de aproximadamente 9000 pares de bases a las cuales se denominan cajas Rhesus
superior o upstream y la caja inferior o downstream (Baptista, Rosenfeld, Trueba, Reyes, y
Jiménez, 2010).

______a w
| RED  b|fsMp1< RHCE |

Grafico N° 1: Caja Rhesus (b) y gen RHD y RHCE

Autor: Jazmin Cruz Reyes

Fuente: Caracterizacion genotipica del gen RHCE
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La caja Rhesus hibrida es una nueva estructura que se da por la eliminacién el gen RHD
(Khosroshahi, Oodi, Namjou, Gholamali, y Amirizadeh, 2019) que es dominante en
individuos con fenotipo Rh D (negativo) y sucede por el entrecruzamiento de la caja
superior e inferior, la cual es igual a la a la terminacion 5' de la caja Rh superior y la

terminacion 3' de la caja Rh inferior (Baptista, Rosenfeld, Trueba, Reyes, y Jiménez, 2010).

Genoma RhD-positivo

RHD S/IPI RHCE
" 3

Caja Rhesus Caja Rhesus

Genoma RhD-negativo

Caja Rhesus Hibrida

Gréafico N°2: Genoma RhD-positivo y Genoma RhD-negativo

Autor: Gloria Eugenia Barco A

Fuente: Hospital Pablo Tobon Uribe — Inmunohematologia

2.2.1.3. Antigeno D negativo

El fenotipo D negativo es el resultado de una delecién en el gen RHD producida por la caja
Rhesus hibrida, que consiste en un entrecruzamiento desigual de las cajas Rhesus de dos
haplotipos RH en “trans” (Cortés, Mufiz-Diaz y Ledn, 2014). En poblaciones asiaticas, es
comun un RHD intacta pero silenciada y en las poblaciones africanas, hasta un 66% de las
personas con fenotipo D negativo tienen un RHD inactivo (el pseudogen RHD o RHD * W)
a causa de un codon de parada prematuro (Reid, Lomas-Francis, & Olsson, 2012).
Aquellos individuos con dicho fenotipo no presentan anticuerpos naturales contra el
antigeno D, por lo que pueden producir anticuerpos anti-D frente a cualquier exposicion, es

decir embarazo o transfusion sanguinea con un fenotipo positivo (Kim, et. al., 2015).

2.2.1.4. Fenotipo D variante

La expresion del antigeno D en los globulos rojos puede estar disminuida debido a
variaciones fenotipicas que pueden ser cuantitativas, como el fenotipo D débil, o

cualitativas, como el fenotipo D parcial (Cortés, Muniz-Diaz y Leén, 2014). Diferenciar estas
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dos variantes a nivel serologico puede tornarse confuso y depende de las caracteristicas
del reactivo, por lo que se agrupa a estos fenotipos en uno solo denominado fenotipo D
variante, consiguiendo un unico enfoque (Cortés, Muniz-Diaz y Leén, 2014). Para poder
clasificar estos fenotipos D variante en alelos D débil y alelos D parcial es necesaria una
caracterizacion molecular, sin embargo, esto no resuelve como debe ser el manejo
transfusional u obstétrico de los pacientes y es necesario basarse en evidencias clinicas

para manejar cada alelo particularmente (Cortés, Mufiz-Diaz y Ledn, 2014).

Se ha establecido que la poblacién africana tiene una mayor incidencia de fenotipos D
variantes que la poblacién caucasica, donde tan solo el 1% o 2% de la poblacion posee

estos alelos (Cortés, Mufiz-Diaz y Ledn, 2014).

2.2.1.5. Antigeno D débil

Los glébulos rojos con fenotipo D débil poseen un nimero menor de sitios antigénicos que
los D positivo, y presentan una reaccion de aglutinacion débil o negativa con reactivos
monoclonales en medio salino. Por ello, actualmente se potencia esta reaccion con

reactivos Anti-D de tipo IgG en fase antiglobulina (Cortés, Mufiiz-Diaz y Ledn, 2014).

En esta expresidén ocurren mutaciones en los nucleétidos del RHD que inducen cambios
en los aminoacidos intracelulares, o en la region transmembrana del RHD (AABB, 2012).
Existen diferentes tipos de antigeno D débil que se pueden asociar con el fenotipo, por
ejemplo: el tipo 1 y 3 se asocian al fenotipo CDe (r1); el tipo 2 y 5 se asocian al fenotipo
cDE (R2), y por ultimo el tipo 4.1 y 4.2 con el fenotipo cDe (Ro) (Aburto, 2013). Grafico N°1

Normal D-Antigen D-weak D-Variant
Epitope: Normal Normal Mutated
Antigen frequency: Normal Reduced Normal or reduced

Legend: t:pnope—f Amlgen

Gréafico N°3: Caracteristicas del antigeno D débil

Autor: Geoff Daniels

Fuente: Essential guide to blood groups
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Es importante clasificar a estos distintos alelos D débil, ya que se han descrito mas de
ochenta, siendo los mas conocidos el tipo 1, 2, 3 y 4 en poblacién caucasica, y de igual
manera estos alelos se dividen en subtipos. ElI D débil tipo 4.2.0, conocido como DAR, se
detecta con mayor frecuencia en la raza negra africana (Cortés, Mufiz-Diaz y Ledn, 2014).
Tabla N°2

Tabla N°2 Alelos D débiles

D débil Haplotipo asociado
Tipo 1 CDe
Tipo 2 cDE
Tipo 3 CDe
Tipo 4.0 cDe
Tipo 4.1 cDe
Tipo 4.2. (DAR) cDe
Tipo 5 cDE
Tipo 11 CDe cDe
D débil Haplotipo asociado
Tipo 15 cDE
Tipo 19 CDe
Tipo 20 cDE
Tipo 38 DCe
Tipo 45 DcE
Tipo 67 DcE

Autor: Willy A. Flegel

Fuente: How | manage donors and patients with a weak D phenotype
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2.2.1.6. Antigeno D parcial

Los eritrocitos con fenotipo D parcial se identifican por la ausencia de uno o varios epitopes
del antigeno D, por ello personas con este fenotipo pueden producir anticuerpos anti-D
contra los epitopes que le faltan, después de una aloinmunizacién con eritrocitos D
positivos. El fenotipo D parcial se ha clasificado en categorias desde DIl a DVII, y algunas
categorias nuevas, tales como DBT, DFR, DMH, DHAR, etc, de acuerdo a su reaccién con
anticuerpos anti-D, que puede ser débil (como el fenotipo DVI), igual al de un D completo
(como el fenotipo DIII) o un D de expresion aumentada (como el fenotipo DIVa) (Cortés,
Mufiz-Diaz y Ledn, 2014).

Algunos fenotipos D parcial, son el resultado de intercambios de aminoacidos entre los
genes RHD y RHCE. Estudios anteriores han identificado que las variantes DII, DVIl y DNB
son fenotipos debido a mutaciones puntuales, mientras que Dlla, DIl tipo IV, DIVa y DAR

son mutaciones dispersas (AABB, 2012).

Especificamente, los eritrocitos DVI tienen gran relevancia clinica puesto que carecen de
la mayoria de epitopes D. Los individuos portadores de esta variante se inmunizan con
facilidad después de la exposicién a glébulos rojos D completos, pudiendo provocar RHPT
o EHRN grave y muerte neonatal. Ademas, identificar la presencia de éste fenotipo es
esencial en receptores y mujeres embarazadas, puesto que deben recibir glébulos rojos D
negativo y recibir la profilaxis con inmunoglobulina anti-D, respectivamente (Cortés, Mufiiz-
Diaz y Leon, 2014).

2.2.1.7. DEL

El fenotipo DEL es aquel en el que los gldbulos rojos expresan una cantidad minima de
antigeno D en la membrana, sin poder ser detectada por métodos seroldgicos
convencionales. Los alelos DEL son el resultado de multiples alteraciones genéticas, son
mas frecuentes en poblacion asiatica y estan fuertemente asociados a la expresién
concomitante del antigeno C o E. La gran mayoria de pacientes con fenotipo DEL son
tipificados como D negativo, lo que pone en riesgo de aloinmunizacion a receptores D

negativo (Cortés, Muhiz-Diaz y Ledn, 2014).

2.2.1.8. Fenotipo del Sistema Rh
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Los fenotipos de Sistema Rh estan presentes en grupos étnicos especificos, tales como:
un individuo con ascendencia europea va a expresar probablemente el fenotipo DCe/ce (es
decir Rr). En cambio, un individuo de descendencia africana presentara un fenotipo
DCe/Dce, esto puede determinarse a través del uso de antisueros, pero, por otro lado, los

antisueros no pueden determinar si se trata de un individuo homocigoto o heterocigoto.

Sin embargo, la cigosidad RHD se puede determinar mediante pruebas de biologia
molecular que investigan en el ADN la presencia de una delecion del RHD o un RHD
inactivo; esto ayuda a predecir la presencia del antigeno D, como por ejemplo en el feto,
para tomar en cuenta el riesgo de EHRN. Dentro del fenotipo del Sistema Rh existen:
Fenotipo Rhmod, D elevado, DEL, y RHDy (AABB, 2012).

2.2.1.9. Antigeno D débil asociado con antigenos Cy E

El gen RHCE tiene como productos a los antigenos C y E los cuales estan presentes en
individuos D negativos (AABB, 2012). En individuos que presenten el antigeno D débil es
de importancia determinar los antigenos C y E, ya que la expresién del antigeno D es menor
en presencia de C (Gallegos, 2016). Los alelos D débil tipo 1 y 3 estan relacionados con el
antigeno C y haplotipo R1, el alelo D débil tipo 2 esta relacionado con el antigeno E y el
haplotipo Rz, y el alelo D débil tipo 4 esta relacionado con el fenotipo C-c+E-e+ y el
haplotipo Ro (Cortés, Mufiz-Diaz y Ledn, 2014).

2.2.1.10. Antigeno D débil y el sistema inmune

La aloinmunizacién de eritrocitos se da cuando un individuo esta expuesto a glébulos rojos
que presentan antigenos de grupos sanguineos diferentes al suyo provocando diferentes
consecuencias, como: enfermedad hemolitica del feto y recién nacido, reacciones de
transfusion sanguinea y puede existir una complicacion en la medicina de trasplante
(Natukunda, Brand y Schonewille, 2010). De igual manera, se debe considerar que la
malaria y el embarazo son las principales causas para realizar transfusiones sanguineas

en africanos.

La inmunogenicidad del antigeno D es elevada, pues existen casos en que individuos con
sangre D negativa reciben sangre D positiva y pueden llegar a producir anti-D, debido a

que en los individuos D negativos se puede dar la eliminacion del gen RHD en forma
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homocigota y que el polipéptido RhD muestra mas de 30 aminoacidos, por lo cual no estan
presentes en el producto génico del gen RHCE de individuos con D negativo (Gunther y
Wolfgang, 2014)

Una variable para la aloinmunizacion de eritrocitos es la dosis del antigeno del grupo
sanguineo por glébulos rojos, ya que en el caso del D débil poseen menos de mil hasta 30

sitios D dando la posibilidad de una aloinmunizacion anti-D (Gunther y Wolfgang, 2014).

2.2.2 HERENCIA DEL SISTEMA Rh

En el afio 1990 Colin propuso la teoria actual acerca de la herencia del sistema Rh en la
que se explica la existencia de dos genes, RHD y RHCE relacionados, y causantes del
polimorfismo Rh positivo y negativo (Baptista, 2005). Respectivamente, el gen RHD
codifica el antigeno D y el RHCE codifica los antigenos C/c y E/e en varias combinaciones
(ce, cE, Ce, o CE) (AABB, 2012). El patron de herencia del antigeno D es dominante,
mientras que el de los antigenos CE es codominante, es decir es posible heredar ambos

antigenos E/e y C/c y expresarlos en la superficie de los eritrocitos (Arbelaez, 2009).

Diferentes mutaciones del gen RHD en varios grupos étnicos son causantes de la falta o
cambio en la expresion del antigeno D a nivel de la membrana eritrocitaria (Baptista, 2005).
La supresion completa del gen RHD da lugar al fenotipo D negativo prevalente entre 15%
y 17% en personas de raza blanca (AABB, 2012). De igual manera, mas de 100 alelos
diferentes del gen RHD provocan cambios en la expresion del antigeno D, dando lugar a
fenotipos D débil, D parcial y Del, también presentes en diferentes grupos étnicos. Asi, se
estima que la incidencia de portadores del fenotipo D débil es mas alta en individuos
afrodescendientes, asi como los portadores del fenotipo Del son mucho menos comunes

en individuos de descendencia europea con una prevalencia del 0,027% (AABB, 2012).

2.2.3. DETECCION DEL FACTOR Rh Y SUS FENOTIPOS

A lo largo de los afios se han ido desarrollando reactivos para la deteccion del antigeno D.
Desde los primeros reactivos policlonales capaces de reconocer numerosos epitopes del
antigeno D que han sido elaborados con anticuerpos provenientes de individuos
inmunizados, hasta la aparicion de reactivos a base de anticuerpos monoclonales
especificos para un solo antigeno D, elaborados a partir de hibridomas o anticuerpos
derivados de animales (AABB, 2012; Arbelaez, 2009).
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Sin embargo, surgieron problemas con estos anticuerpos monoclonales especificos, ya que
no eran capaces de detectar todos los eritrocitos D positivos, como las variantes del
antigeno D. Para ello, la Administracién de Alimentos y Drogas de Estados Unidos (FDA)
aprobd la distribucion de reactivos anti-D que combinan un anticuerpo monoclonal IgM con
un IgG monoclonal o policlonal con fragmentos del sistema del complemento (C3d) que
trabajan bien tanto a temperatura ambiente como a 37 °C, utiles en la deteccion de los
fenotipos D débiles (AABB, 2012). Actualmente se utilizan pruebas de aglutinacion en
columna con clones unicamente de IgM monoclonal, disefiados para dar una reaccion
diferencial con eritrocitos D débil y D parcial (AABB, 2012).

Por otro lado, para la deteccion de los fenotipos de Rh se utilizan reactivos fabricados
principalmente con anticuerpos IgM monoclonales, como la mayoria de reactivos basados
en la técnica de hemaglutinacion (AABB, 2012). Estos reactivos comerciales contienen
anticuerpos especificos para cada antigeno, en este caso anti-C, anti-c, anti-E y anti-e, que
se mezclan con los eritrocitos en soluciéon de la sangre a clasificar y se centrifugan
obteniendo hemaglutinacion con las células antigeno-positivas (AABB, 2012; Arbelaez,
2009).

2.2.4. ABORDAJE DEL PACIENTE CON FENOTIPO D DEBIL

La deteccion del antigeno D débil depende fundamentalmente de las técnicas seroldgicas
utilizadas, la sensibilidad de éstas y de la precaucién en las lecturas de los resultados. Las
recomendaciones para la correcta tipificacion del paciente, incluyendo mujeres en estado
de gestacion y recién nacidos, enuncian que es necesario que se lleve a cabo una técnica
en gel con anticuerpos anti-D monoclonales IgM que no aglutinen la variante DVI en
cualquier muestra que sea sospechosa de D débil (Flegel, 2006a). De igual manera, las
técnicas en tubo deben realizarse junto con una prueba de antiglobulina y una lectura

minuciosa de los resultados.

En caso de que el receptor haya sido identificado con los alelos de D débil 1, 2, 3 0 4, el
manejo del mismo comprendera la transfusién de unidades de concentrado de gldbulos
rojos D-positivas y, en el caso de mujeres embarazadas, pueden ser manejadas de manera
segura como RhD positivas, porque no tiene riesgo de formarse anti-D y no es necesaria

la profilaxis anti-D con inmunoglobulina Rh (Rhlg) (Flegel, 2006a). Sin embargo, pacientes
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con un tipo de D débil 4.2, 5, 11, 15 deben ser transfundidos con unidades D-negativas y
las mujeres embarazadas deben recibir la Rhlg, ya que la aloinmunizacion sucede en estas
pacientes. Si el alelo de D débil del paciente no es determinado debe ser manejado
individualmente a nivel molecular y se emite una tarjeta de identificacién del paciente, que

incluya su manejo clinico en el futuro (Flegel, 2006a).

Por otra parte, toda unidad donada por un paciente que posea el fenotipo D débil debe ser
usada solo en pacientes D-positivos y, por lo tanto, el paciente debe poseer una tarjeta de

identificacién donde debe ser considerado como D-positivo si es donante (Flegel, 2006a).

2.2.5. ENFERMEDAD HEMOLITICA DEL FETO Y RECIEN NACIDO

La enfermedad hemolitica del feto y recién nacido (EHRN) es un sindrome clinico que
incluye anemia hemolitica, eritroblastosis, Hydrops fetalis e ictericia de gravedad variable.
La etiologia de esta enfermedad esta relacionada con la presencia de anticuerpos
maternos que pasan a la circulacién fetal y causan la destruccion de los eritrocitos fetales
(Cortés, Muniz-Diaz, & Ledn, 2014). Estos anticuerpos contra antigenos paternos
presentes en los eritrocitos fetales pueden existir naturalmente, como es el caso de la
EHRN por incompatibilidad ABO, o pueden aparecer como resultado de una inmunizacion
0 gestacion previa, como es el caso de la EHRN por incompatibilidad Rh donde los
anticuerpos anti-D maternos son de clase IgG y atraviesan la placenta (Cortés, Mufiiz-Diaz
y Ledn, 2014).

El anticuerpo anti-D es el responsable de la mayoria de los casos de EHRN. A pesar de la
introduccion de la profilaxis con inmunoglobulina Rh, que redujo radicalmente la incidencia
de los casos de EHRN por incompatibilidad Rh, sigue ocurriendo esta enfermedad
(Bernnardello, Coluzzi, Curciarello, Todros y Villa, 2015). Algunas de las razones son la
inmunizacion anti-D a causa de una hemorragia fetal-materna oculta, falta de
administracion de Rhlg, cantidad de Rhlg mal administrada, errores en la tipificacion de la
mujer embarazada, puérpera o neonato y errores en la transfusién de mujeres en edad
fértil (Bernnardello, Coluzzi, Curciarello, Todros y Villa, 2015). En este ambito de la
obstetricia, una mujer RhD- negativa o con una variante de D, como el antigeno D débil, se
encuentra en riesgo de sensibilizacién si su bebé en gestacion es RhD-positivo, y puede

presentar EHRN por incompatibilidad Rh (Cortés, Mufiiz-Diaz y Ledn, 2014).
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2.2.6. SISTEMA KELL

En la actualidad, se conoce que el sistema Kell estd constituido por 32 antigenos
numerados desde KEL1 a KELL5. El primer antigeno identificado es el denominado
antigeno K o KEL1, y mas tarde su antigeno antitético k o KEL2, conocido como Cellano,
juntos constituyen los antigenos mas importantes de este sistema, que incluye cinco pares
(K/k, Js?/ JsP, K11/K17, K14/K24, VLAN/VONG) y un triplete (Kp?/ Kp®/ Kp®) de antigenos
antitéticos Kell (AABB, 2012).

Estos antigenos altamente inmunogénicos se encuentran ubicados en una glicoproteina
de membrana tipo Il, la cual se encuentra ligada a la proteina Xk mediante un enlace
disulfuro. Se conoce que la ausencia de la proteina Xk en la membrana de los glébulos
rojos conduce a una reduccion en la expresion de las glicoproteinas Kell y antigenos Kell
(AABB, 2012).

Anticuerpos Kell y su importancia clinica

Los anticuerpos anti-Kell de tipo IgG y, principalmente subclase IgG1, se consideran
clinicamente relevantes puesto que pueden provocar EHRN y RHPT agudas o tardias
severas (AABB, 2012). Concretamente, el anti-K es el anticuerpo inmune mas comdun
después de los anticuerpos del sistema ABO y Rh. La mayoria de los anticuerpos anti-K
son inducidos por embarazo o transfusiones sanguineas previas, aunque se han descrito
casos de anti-K de origen no inmune por sensibilizacion a infecciones microbianas (AABB,
2012).

En cuanto al manejo del paciente con anticuerpos anti-Kell es importante que el paciente
sea transfundido con unidades de glébulos rojos negativas para el antigeno K siempre que
sea posible, asi como a nifias y mujeres en edad fértil para evitar la EHRN severa (AABB,
2012).
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2.3. MARCO CONCEPTUAL

Aloinmunizacién: Produccion de anticuerpos como respuesta a la exposicion de
antigenos de eritrocitos diferentes a los propios a raiz de una transfusion incompatible
(Molina y Kenneth, 2009).

Enfermedad hemolitica del recién nacido: Hace referencia a la reduccion de la vida
media de los glébulos rojos fetales por anticuerpos maternos (Rodriguez, Hernandez y
Garcia, 2004).

Inmunogenicidad: La capacidad de determinada sustancia de generar respuestas

inmunes (Ministerio de Salud de Colombia, 2015).

Inmunogénico: Aquellos antigenos que son capaces de provocar una respuesta
inmunoldgica mediada por anticuerpos si son inducidos como sustancias extrafias dentro

de un huésped sensible (McPherson, Pincus, y Henry, 2011).

Sensibilizacién: Se da cuando un antigeno induce anticuerpos especificos o una
respuesta inmune celular teniendo como resultado manifestaciones clinicas (Clinica
Universidad de Navarra, 2015).

Alelo: Cada una de las formas que puede tener un mismo gen en un locus determinado
dentro de un cromosoma (AABB, 2012).

Gen: Es una unidad de informacién que son heredados de padres a hijos, es decir es un

segmento de ADN que codifica a una proteina (Moran, 2013).

Grupo sanguineo: Antigenos ubicados sobre la superficie de la membrana de los glébulos
rojos, los cuales se pueden detectar por medio de un anticuerpo (AABB, 2012; Fundacion

banco de sangre y tejidos de las Islas Baleares, 2019).

Factor Rh: Proteina de transmembrana ubicada en la superficie de los gldbulos rojos que
expresa el antigeno D que se encuentra en la sangre dando lugar a los fenotipos Rh

D(positivo) y Rh D (negativo) (Cruz Roja Espanola, 2019).

Tipo de sangre: Aquel que se determina por los antigenos presentes en los glébulos rojos,

estableciendo cuatro tipos: A, B, AB, O (Cruz Roja Espafiola, 2019).
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Polimorfismo: Dos o mas alelos en un locus, existentes en la misma poblaciéon con una
frecuencia apreciable (AABB, 2012).

Mutacion: Acontecimiento que conduce a la produccién de un gen alterado y un alelo

nuevo o polimorfismo que no existia en los padres bioldgicos (AABB, 2012).

Fenotipo: Expresion observable de los genes heredados por una persona y que refleja la
actividad bioldgica de los genes (AABB, 2012).

Antigeno D: Antigeno compuesto por numerosos epitopes D cuya expresion en la

membrana del eritrocito esta codificada por el gen RHD (AABB, 2012).

D parcial: Variante del antigeno D debida a genes hibridos caracterizada por la pérdida de

partes del antigeno D en la membrana del eritrocito (AABB, 2012).

D débil: Variante del antigeno D caracterizada por la reduccién de sitios antigénicos en la
membrana del eritrocito (AABB, 2012).
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CAPITULO 1l

3.1. MARCO METODOLOGICO

3.1.1. MATERIALES Y METODOS

3.1.1.1. Tipo de Estudio

Estudio observacional descriptivo transversal, sin intervencion o manipulacion de las
variables en estudio; descriptivo porque busca establecer la frecuencia de una
caracteristica en la muestra, frecuencia del antigeno D débil y de sus tipos, en funcién de
la edad y del género de la poblacion del Valle del Chota que acude a los centros y puesto
de salud establecidos en la zona, y transversal porque las variables se miden en un periodo

de tiempo establecido y en un unico momento.

3.1.1.2. Tipo de Muestreo

El muestreo fue de tipo aleatorio simple, se tomaron las muestras sanguineas a la
poblacion que acudié a los centros y puesto de salud en diferentes dias en el Valle del
Chota.

3.1.1.3. Tamafno de Muestra

Para el calculo de la muestra, se partié de una poblacion finita de 4361 afrodescendientes
hombres y mujeres, que habitan en la zona y concurren regularmente al Centro de Salud
Tipo A Salinas, al Centro de Salud Carpuela y al puesto de Salud Chalguayacu en el Valle
del Chota, a la que se aplicod la siguiente férmula para poblacion finita y estimé una

proporcion:

3 NxZ,_*xpxq
S d2x(N-1D+ Z_ 2 xp xq

n

Donde:

N = Total de la poblacién
Z,? = 1.967 (si la seguridad es del 95%)
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p = proporcion esperada (proporcion de individuos que poseen en la poblacién la
caracteristica de estudio)
q = (1 — p); proporcion de individuos que no poseen esa caracteristica

d = precision o limite aceptable de error muestral

En la presente investigacion:
N= 4361
Z.= 1.96 (para un intervalo de confianza del 95%)

p = 8.41% (0.0841). De acuerdo al estudio de Zacarias et al. (2016), la frecuencia de

individuos que expresan el antigeno D débil es de 8.41% en poblacion afrodescendiente.
g=(1-p)=(1-0.0841) = 0.9159)

d = precision = 3% o 0,03.

Reemplazando en la formula indicada

~ 4361 x (1.96)% x 0.0841 x 0.9159
~0.032x (2618 — 1) + 1.96% x 0.0841 x 0.09159

n

n =541

Decision: para un nivel de confianza del 95% y una precision del 3%, el tamafio muestral
para determinar la frecuencia del antigeno D débil en la poblacién afroecuatoriana adulta
que acude al Centro de Salud Tipo A Salinas, Centro de Salud Carpuela y el puesto de
salud Chalguayacu en el Valle del Chota es de 541 individuos afroecuatorianos, hombres
y mujeres adultos, durante el periodo de estudio y que cumplan con los criterios

establecidos para el estudio, que se mencionan a continuacion.

3.1.1.4. Criterios de Inclusion

e Hombres y mujeres entre 10 y 64 afios inclusive que deseen participar libre y
voluntariamente en el estudio y firmen el consentimiento informado
e Menores de edad entre 10 y 17 afios que acepten participar libre y voluntariamente
en el estudio y firmen el asentimiento informado junto con el consentimiento
informado firmado por el representante legal.
e Individuos afroecuatorianos.
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¢ Individuos afroecuatorianos nativos de la comunidad Chalguayacu, Carpuela y la
parroquia de Salinas.
e Mujeres afroecuatorianas embarazadas en periodo de gestacion que sean nativas

de la comunidad Chalguayacu, Carpuela y la parroquia de Salinas.

3.1.1.5. Criterios de Exclusién

e Hombres y mujeres entre 18 y 64 afios que no acepten participar en el estudio
y no firmen el consentimiento informado.

e Menores de edad entre 10 y 17 afos que no firmen el asentimiento informado
y/o cuyo representante legal no firme el consentimiento informado.

¢ Individuos que no sean afroecuatorianos.

¢ Individuos afroecuatorianos que habiten en la comunidad Chalguayacu,
Carpuela y la parroquia de Salinas, pero no sean nativos de estas zonas.

e Individuos cuyas muestras biolégicas para el estudio no cumplan con las
condiciones de calidad: presenten hemdlisis y coagulos, que el volumen sea
insuficiente para el analisis o que no se cumpla la relacion volumen sanguineo:

anticoagulante.

3.1.1.6. Andlisis Estadistico

Para el analisis estadistico de la informacion, se exportd la hoja de registro en Excel al
programa estadistico IBM SPSS Statistics version (64 bits) 20, en la que se trabajé la
estadistica descriptiva (frecuencias absolutas y relativas) para cada variable, asi como para
el cruce de variables sociodemograficas con los resultados de laboratorio, las mismas que
se presentaron en tablas y graficos respectivos y su significancia estadistica por medio del

analisis chi cuadrado. Estudio de la concordancia entre operadores se aplico indice Kappa.
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3.2. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

3.2.1. Variables principales:

Antigeno D

Antigeno D débil
Fenotipo del sistema Rh
Tipos de antigeno D débil
Edad

Género

3.2.2. Variable interviniente: Grupo étnico
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3.3.

3.3.1.

3.3.2.

MATERIALES Y PROCESO

Materiales

Guantes de manejo

Tubos de ensayo de vidrio 10 x100 mm de 5 mL

Pipetas Pasteur 1 mL

Puntas plasticas para pipeta automatica 10-100 uL/100-1000 uL
Gradillas

Reactivos

Antisuero Anti-D BIORAD

Antisuero Anti-C BIORAD

Antisuero Anti-c BIORAD

Antisuero Anti-E BIORAD

Antisuero Anti-e BIORAD

Antiglobulina humana poliespecifica (Coombs) BIORAD
Cloruro de sodio 0.85%

Diluyente LISS BIORAD

Tarjetas de técnica en gel LISS COOMBS BIORAD

. Equipos

ID- Centrifuga 12S Il Dia-Med ID para tarjetas de técnica en gel
Centrifuga serolégica SERO-FUGE 2002 BECTON DICKINSON
Incubadora marca GCA

Pipeta automatica volumen fijo de 50 uL

Pipeta automatica volumen fijo de 25 uL

Pipeta automatico volumen variable de 100-1000 uL



3.4. PROCEDIMIENTO

Ese estudio se realizd en cuatro fases:
3.4.1. Fase Uno:

El inicio del estudio demandd la obtencidén de los permisos, autorizaciones y aprobaciones
previas a llevar a cabo el proyecto de investigacion, por lo tanto, en una primera fase se

tramitaron:

e Carta de interés por parte del presidente de la comunidad y los coordinadores del
Centro de Salud tipo 1 Salinas, Centro de Salud Carpuela y el Puesto de Salud
Chalguayacu en el Valle del Chota, para la realizacién del estudio luego de la
presentacion del proyecto por las estudiantes.

e Autorizacién por parte del director del Distrito 10D01 Ibarra- Pimampiro- San Miguel de
Urcuqui para la realizacion del trabajo de titulacion en las Unidades de Salud: Salinas,
Carpuela y Chalguayacu del distrito de salud 10D01.

e Autorizacién del Comité de Etica de Investigaciones en Seres Humanos de la Pontificia
Universidad Catdlica del Ecuador (CEISH-PUCE) el 20 de Febrero del 2019.

e Autorizaciéon de la Direccion de Inteligencia en Salud (DINS) del Ministerio de Salud
Publica del MSP, el 01 de Abril del 2019.

3.4.2. Fase Dos:

Una vez obtenidas las aprobaciones para el estudio, se inicio la recoleccion de informacion y
muestras biolégicas, para lo cual se solicitd una reunion con el presidente de la comunidad y
los pobladores para solicitarles la participacion en el estudio indicandoles el propdsito,
ventajas, desventajas, la obtencion de la muestra biolégica, su uso, transporte,
almacenamiento y desecho de esta, como de la confidencialidad de la informacién y entrega

de resultados.

También se realizé una visita previa a los diferentes servicios médicos y se contacté con el
director y personal a cargo de la atencion de los individuos afroecuatorianos que alli acuden

para concretar aspectos para la recoleccion de informacion y la toma de muestra sanguinea
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de aquellas personas que acudan y deseen participar. Adicionalmente, se realizaron algunas
visitas domiciliarias para brindar la misma informacion a los pobladores que no podian acudir

a los centros de salud.

Si el individuo decidié participar en el estudio, se procedié a la lectura respectiva del
consentimiento informado por las estudiantes quienes contestaron con suficiente detalle
cualquier duda, inquietud o pregunta que les realizaron. Si el sujeto que aceptd es mayor de
edad firm¢ individualmente y de forma libre y voluntaria el consentimiento informado, mientras
que los sujetos menores de edad aceptaron su participacion a través del asentimiento
informado junto con la firma del consentimiento informado de su representante legal. En el
caso de personas analfabetas, aceptaron su participacion colocando su huella dactilar y las

firmas de dos testigos en el consentimiento informado.

Para la recoleccion de la informacién se asigno un cédigo alfanumérico a cada participante en
sustitucion de los identificadores (nombres y apellidos completos) y se cre6 una lista que
conecta el codigo y el identificador por un cierto periodo de tiempo, la misma que fue
resguardada por la directora del proyecto en formato fisico y electrénico (esta ultima con clave
de acceso a la hoja electrénica trabajada con Excel) y a las que tuvo acceso Unicamente las
investigadoras previa autorizacion de la directora del proyecto. La lista tanto fisica como
electronica sera destruida una vez que se presenten los informes de resultados al director del
Distrito 10D01 Ibarra- Pimampiro-San Miguel Urcuqui Salud y se realice la defensa oral y

publicacion del trabajo de titulacion.

Una vez firmado el consentimiento informado, se le solicité que contesten el cuestionario para
recabar informacién sociodemogréfica, para lo cual se utilizé el cédigo alfanumérico asignado

a cada participante con la finalidad de asegurar la confidencialidad de la informacion.

3.4.3. Fase Tres:

Los individuos que quisieron participar libre y voluntariamente cumpliendo con los criterios de
inclusién establecidos en el estudio, se tomo la muestra biolégica en el sitio asignado por los
directivos de los tres servicios de salud, tomando en consideracion las medidas de
bioseguridad, tales como: guantes, mandil, calzado con suela resistente a puncion y protector

de calzado, gafas de proteccién y gorro, como lo indica la OMS (OMS, 2014).
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La muestra bioldgica utilizada fue sangre obtenida mediante la técnica de extraccion por
sistema al vacio en tubo con anticoagulante EDTA-K; (sélido) o EDTA-Kj3 (liquido) por puncion
venosa de venas de antebrazo, para un volumen de 4 mL. La recoleccion de la muestra
sanguinea se realizé una unica vez en cada individuo que participo en el estudio y se realizd
de acuerdo con el procedimiento operativo estandar del Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI).

Identificacion de la muestra sanguinea: los tubos de recoleccion con las muestras sanguineas
fueron etiquetados con cédigo alfanumérico asignado a cada sujeto para asegurar la

confidencialidad de la informacion y la fecha de la toma de muestra.

Almacenamiento y transporte: las muestras sanguineas recolectadas durante el dia asignado
para el efecto fueron almacenadas a 4°C. Al terminar la jornada de trabajo se embalaron de
acuerdo a las directrices y normativa IATA, es decir un sistema de triple embalaje, utilizando
un recipiente secundario de icopor, envueltas previamente en papel absorbente o algodon para
evitar posibles rupturas por choques y derrames. El recipiente secundario se colocé en una
nevera de plastico (cooler) con geles refrigerantes que aseguren la temperatura entre 4°C y
8°C, las muestras fueron empacadas en un embalaje con ventilacion. Ademas, se
especificaron en el exterior de la caja: contenido, N° bultos y numero de geles refrigerantes.
Las muestras fueron trasladadas en cadena de frio hasta el laboratorio de Inmunologia/Banco
de Sangre de la Carrera de Bioquimica Clinica de la PUCE-Quito para su posterior
procesamiento (IATA, 2013).

3.4.4. Fase Cuatro:
Una vez trasladadas las muestras biolégicas desde los Centros y Puesto de Salud al

laboratorio asignado de la Carrera de Bioquimica Clinica, se procedié a la preparacion previa

de la muestra y a la realizacién de las pruebas inmunohematoldgicas.

3.4.4.1. Preparacién de la muestra

Una vez que las muestras sanguineas tomaron la temperatura ambiente (20°C) se realizo el
lavado de células y preparacion de la suspension de eritrocitos al 3% con solucion fisiolégica
al 0.85% para la realizacion de las pruebas inmunohematolégicas por la metodologia en tubo.
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De igual manera, para la metodologia en gel se prepard la dilucién de las células con diluyente

LISS como paso previo a la realizacion de la prueba.

3.4.4.2. Pruebas inmunohematoldgicas

Determinacion del factor Rh mediante prueba de aglutinaciéon: en un tubo de vidrio se anadio

una gota del antisuero anti-D y una gota de la suspension de eritrocitos al 5%, se centrifuga
15 segundos a 3500 rpm y se observa a través de la luz, de manera que se formara un boton
de células, mediante un suave movimiento del tubo, se determinara que, si el boton se
desprende totalmente sera negativo, pero si el boton se mantiene sera positivo. Los resultados

se anotaron en el cuaderno de laboratorio.

Determinacion del antigeno D débil: en aquellas muestras Rh (-) se realiz6 la confirmacion de

D débil por metodologia en gel. Para la técnica de aglutinacion en gel, poner 50 ul de la
solucion de eritrocitos con LISS en el microtubo correspondiente de la tarjeta, ahadir 50 ul de
“ID-DiaClon Anti-D” para confirmacion variantes D mediante PAI, incubar por 15 min a 37°C y
centrifugar la tarjeta 10 min a 1030 rpm respetando todos los pasos del procedimiento, lectura
e interpretacion establecidos por la casa comercial BIO-RAD. Los resultados se anotaron en

el cuaderno de laboratorio.

Determinacion del fenotipo de Rh mediante la prueba de aglutinacion: en todas las muestras

recolectadas se realizé la determinacion del fenotipo de Rh y antigeno K por metodologia en
gel. Para la técnica de aglutinacion en gel, poner 10 o 12,5 ul de la solucidon de eritrocitos con
LISS en todos los microtubos de la tarjeta, centrifugar la tarjeta 10 min a 1030 rpm respetando
todos los pasos del procedimiento, lectura e interpretacion establecidos por la casa comercial

BIO-RAD. Los resultados se anotaron en el cuaderno de laboratorio.

Determinacion de las variantes de D: en todas las muestras Rh (+) se realiz6 la identificacion

de la variante D por metodologia en gel. Para la técnica de aglutinacion en gel, afiadir 50 ul de
la suspensién de eritrocitos con LISS en el microtubo correspondiente de la tarjeta, afadir 50
ul de “ID-DiaClon Anti-D” para confirmacion variantes D mediante PAI, incubar por 15 min a

37°C y centrifugar la tarjeta 10 min a 1500 rpm respetando todos los pasos del procedimiento,
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lectura e interpretacion establecidos por la casa comercial BIO-RAD. Los resultados se

anotaron en el cuaderno de laboratorio

Determinacion del tipo de D débil: se relacionaron los fenotipos de Rh CE/ce en haplotipos

para establecer el tipo de fenotipo D débil asi: D débil 1 y 3 se asocian al fenotipo CDe; cDE

con el fenotipo 2 y 5 y por ultimo el fenotipo cDe con el tipo 4.1 y 4.2 conocido como (DAR).

3.4.5. Base de datos

Para el registro de la informacion se cre6 una base de datos en una pagina electrénica (Excel
v.2013) en la que se ingresaron el cédigo alfanumérico (nombres y apellidos completos) del
individuo que participo en el estudio, las variables sociodemograficas codificadas (edad, sexo,

grupo étnico y zona natal) y los resultados obtenidos en las pruebas de laboratorio.
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CAPITULO IV

4. CONTROL DE CALIDAD

4.1. Pruebas de aglutinacion monoclonales con antisueros ABO y
Rh

Para la tipificacion del sistema ABO, se utilizaron antisueros monoclonales anti-A, anti-B y anti-
AB de la casa comercial Antec, lote 088077, 094057 y 286026, respectivamente, con fecha de
caducidad 2019-08, y el antisuero anti-A1 Lectina de la casa comercial BIO-RAD, lote
118100301 con fecha de caducidad 2020-07-31. Para la tipificacion del sistema Rh, se utilizd
antisuero monoclonal anti-D de la casa comercial Antec, lote 129017 con fecha de caducidad
2019-08.

En el control de calidad de estos reactivos se evaluaron la potencia, que mide la capacidad del
antisuero para reaccionar con sus respectivas células y la formacion del aglutinado (Tabla
N°4.1), avidez, que corresponde a la velocidad e intensidad de la reaccion Ag-Ac al inicio de
la aglutinacion medida en segundos (Tabla N° 4.2) y especificidad, que corresponde a la
capacidad del anticuerpo de reconocer unicamente su antigeno correspondiente (Tabla N°

4.3), de acuerdo al protocolo establecido por la AABB.

Tabla N° 4.1 Evaluacion de la potencia en antisueros monoclonales ABO y Rh

Antisuero Células Titulo minimo Titulo obtenido
A1 1/256 1/256
Anti-A A2 1/32 1/32
AB 1/128 1/256
B 1/256 1/128
Anti-B AB 1/64 1/32
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Anti-AB

Anti-A1 Lectina

Anti-D

A1
A2
B
A1

AB

D (positivas)

1/256
1/64

1/256
1/64
1/64

1/64

1/256
1/32

1/128
1/64
1/32

1/32

Los titulos alcanzados aseguran la idoneidad de los reactivos.

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti

Fuente: (AABB, 2012)

Tabla N° 4.2 Evaluacion de la avidez en antisueros monoclonales ABO y Rh

Antisuero Células Tiempo de inicio de Tiempo obtenido
aglutinacion (seg)

A1 Hasta 15 3"
Anti-A A2 Hasta 20 3’
AB Hasta 15 4”
B Hasta 15 4”
Anti-B AB Hasta 15 4”
A1 Hasta 15 5"
Anti-AB A2 Hasta 20 4”
B Hasta 15 2’
Anti-A1 Lectina A1 Hasta 15 3’
AB Hasta 15 2’
Anti-D D (positivas) Hasta 30 6”

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti

Fuente: (AABB, 2012)
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Tabla N° 4.3 Evaluacidon de la especificidad de antisueros monoclonales ABO y Rh

Antisuero Células Ausencia de
aglutinacién
Anti-A B v
Anti-B A v
Anti-AB O v
Anti-A1 A2 v
Anti-D D(negativas) v

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti

4.2. Tarjetas de gel Coombs Anti-lgG

Se utilizaron tarjetas de gel ID-Coombs Anti-lgG de la casa comercial BIO-RAD, lote
2433300407 con fecha de caducidad 2019-09-30. Para el control de calidad se verific el
estado de la tarjeta de acuerdo con las especificaciones del fabricante, observando que
ninguna tarjeta presente signos de desecacion, burbujas en el gel, sellado defectuoso, gotas
de gel o de sobrenadante en la parte superior de los microtubos o en la superficie interior del
aluminio de sellado. Ademas, para el control de calidad interno se utilizo la tarjeta junto con el
reactivo ID-DiaClon Anti-D de la casa comercial BIO-RAD, lote 3553666201 con fecha de
caducidad 220-04-30, y se evaluaron muestras D variantes positivas y negativas obteniendo

los resultados esperados de acuerdo con el fabricante (Tabla N° 4.4).
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Tabla N°4.4 Control de calidad de Tarjetas de gel Coombs-IgG

Grupo de Temperatura de Apariencia Aglutinacion con células conocidas
pruebas almacenamiento del gel
18-25°C Intacto D variante D positiva D negativa
ler grupo v v +a+++ ++++ X
2do grupo v v +a+++ ++++ X
3er grupo v v +a+++ ++++ X

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti

4.3. Tarjeta de gel Rh-Subgroups + K

Se utilizaron tarjetas de gel Rh-Subgroups + K para la determinacion del fenotipo de Rh
(antigenos C,c,E,e) y el antigeno K, de la casa comercial BIO-RAD, lote 37005515201 con
fecha de caducidad 2020-04-30. Para el control de calidad se verifico la deteccion de los
antigenos con células comerciales BIO-RAD, lote 06171.24.x, con fecha de caducidad 2019-
06-30 (Tabla N°4.5) obteniendo los resultados esperados. (Imagen N°4.1).
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Tabla N°4.5 Control de calidad de Tarjetas de gel Rh-Subgroups+K

Grupo Temperatura de Apariencia Células comerciales Lectura

de almacenamiento  del gel
Lote 06171.24.x

pruebas
18-25°C Intacto ccD.EE ccddeEe CCddeeK Aglutinacion

1er v v v v v v
grupo

2do v v v v v v
grupo

3er v v v v v v
grupo

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti

CONTROL DB CAUDAD
10 Diafanel 4316

Grafico N°4.1 Deteccion de antigenos CDE/cde- control de calidad interno
Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti
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4.4. Comparacion intraoperador

Se realiz6 la verificacion cualitativa de las reacciones de aglutinacion en las tarjetas de gel por
medio de la comparacién intraoperador de las lecturas y de la cartilla de lectura proporcionada
por la casa comercial BIO-RAD. Se realizaron 54 lecturas por cada operador que corresponde
al 10% del calculo de la muestra, obteniendo una indice kappa de 0,829 (p=0.000) entre la
operadora 1y la operadora 2 calificando la concordancia como muy buena, es decir que existe
un alto grado de acuerdo, logrando la estandarizacién en las lecturas. (Imagen N°4.2) (Tabla
N°4.6)

Tabla N°4.6 Comparacién intraoperador del gel Coombs Anti-lgG
Medidas simétrica

Valor = Significacion aproximada

Kappa 0,829 0,000
N de casos validos 54

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti

Grado de concordancia segun el indice Kappa

Concordancia entre los
Valor del indice
resultados obtenidos con

dos pruebas distintas Rapp
Deficiente <020
Regular 021-040
Moderada 041-060
Buena 061-080
Muy buena 0.81-1.00
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A continuacién, se detalla la estandarizacion de lectura de reaccion en tarjetas de gel realizada
para el estudio.

Interpretacion en gel Control de Interpretacion en gel Control de
calidad calidad

100 %|
5%
50%
2%%

Grafico N°4.2 Reaccion Negativo Grafico N°4.3 Reaccion Positiva +
Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti

100 %
5%
50 %
5%

Gréfico N°4.4 Reaccidén Positiva 1+ Gréfico N°4.5 Reaccidn Positiva 2+
Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti

* GR en linea compacta
sobre el gel

Gréfico N°4.6 Reaccidén Positiva 3+ Gréfico N°4.7 Reaccidn Positiva 4+
Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti
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CAPITULO V

5. RESULTADOS

5.1. Descripcién de la Poblacion de Estudio

En el estudio participaron un total de 541 personas, de las cuales 429 fueron mujeres (79,3%)
y 112 hombres (20,7%). (Grafico N°5.1)

B Hombre
B Mujer

Grafico N°5.1 Poblacién de estudio segun el género
Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti

Los participantes fueron clasificados de acuerdo con el servicio de salud que acudieron
relacionado directamente con la procedencia. Se visitaron tres servicios de salud: centro de
salud tipo A1 (Salinas), unidad de salud tipo A (Chalguayacu) y (Carpuela). La edad de la
poblacion de estudio fluctio entre 10 a 65 afios. En Chalguayacu de las 226 mujeres que

acudieron el 31,40% tienen de 18-25 afios, similar al de Carpuela y Salinas. Sin embargo, en
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Chalguayacu la frecuencia de hombres fue de 36,40% en edad de 10-17 afos, similar al de
Salinas, mientras que en Carpuela la frecuencia de asistencia de hombres es de 33,30% en
edad de 58-65 afios. (Tabla N°5.1)

Tabla N°5.1. Distribucién de la poblacidon segun género, edad y zona natal.

Género
Hombre Mujer Total
Recuento % Recuento % Recuento %
10-17 24 36,40% 39 17,30% 63 21,60%
18-25 14 21,20% 7 31,40% 85 29,10%
26-33 8 12,10% 53 23,50% 61 20,90%
34-41 10 15,20% 26 11,50% 36 12,30%
Chalguayacu Edad
42-49 1 1,50% 18 8,00% 19 6,50%
50-57 3 4,50% 12 5,30% 15 5,10%
58-65 6 9,10% 7 3,10% 13 4,50%
Total 66 100,00% 226 100,00% 292 100,00%
10-17 1 6,70% 3 5,30% 4 5,60%
18-25 3 20,00% 23 40,40% 26 36,10%
26-33 2 13,30% 7 12,30% 9 12,50%
34-41 2 13,30% 3 5,30% 5 6,90%
Carpuela Edad
42-49 1 6,70% 6 10,50% 7 9,70%
50-57 1 6,70% 11 19,30% 12 16,70%
58-65 5 33,30% 4 7,00% 9 12,50%
Total 15 100,00% 57 100,00% 72 100,00%
10-17 15 48,40% 24 16,40% 39 22,00%
18-25 4 12,90% 40 27,40% 44 24,90%
26-33 5 16,10% 29 19,90% 34 19,20%
34-41 2 6,50% 20 13,70% 22 12,40%
Salinas Edad
42-49 1 3,20% 12 8,20% 13 7,30%
50-57 1 3,20% 7 4,80% 8 4,50%
58-65 3 9,70% 14 9,60% 17 9,60%
Total 31 100,00% 146 100,00% 177 100,00%

Se observa la falta de concurrencia de poblacién entre 42 a 49 afios

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti
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En el estudio también participaron mujeres en estado de gravidez procedentes de los tres
servicios de salud en los que se realizaron el estudio. En Chalguayacu acudieron 14 (56%), 6
(24%) en Salinas y 5 (20%) en Carpuela. (Grafico N° 5.2).

24%

56%

20%

® Chalguayacu Carpuela = Salinas

Grafico N°5.2 Mujeres embarazadas segun los servicios de salud

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti
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5.2. Determinacién de grupo sanguineo ABO-Rh

El grupo sanguineo mas frecuente en la poblaciéon procedente de los tres servicios de salud
fue el O D (positivo) con el 44,29%, seguido del grupo B D (positivo) con el 26,85% y el AD

(positivo) con el 24,65%, mientras que el grupo AB fue el menos prevalente. (Grafico N°5.3)

50,00%
40,00%
30,00%
20,00%

10,00%

000 ]

A B AB o)
m D (positivo)  24,65% 26,85% 4,21% 44,29%

Gréfico N°5.3 Distribucion de los grupos sanguineos y D(positivo) de la poblacion

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti

Por otro lado, el grupo sanguineo mas frecuente fue el B D (negativo) con el 40,48%, seguido
del grupo O D (negativo) con el 33,33% y el A D (negativo) con el 26,19%. (Grafico N°5.4)
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50,00%

40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00%
B AB (0]

B D (negativo) 26,19% 40,48% 0,00% 33,33%

Grafico N°5.4 Distribucion de los grupos sanguineos y D(negativo) de la poblacién

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti

Se observa que existe un 24,65% de grupos A D (positivo) y el 26,19% de A D (negativo). Al
analizar el subgrupo del antigeno A se establecio que el 67,10% corresponden al subgrupo A1
y el 32,90% al A2. (Gréafico N°5.5)

A2;32,90%

Al; 67,10%

mAl mA2

Grafico N°5.5 Distribucién del subgrupo del antigeno A

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti
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La distribucion de los subgrupos de A es heterogénea, observandose una mayor frecuencia
del antigeno A1y A2 en hombres entre 10-17 anos. En el caso de las mujeres se observo que
el antigeno A1 se distribuye principalmente en el rango de edad comprendido entre 18-25

anos, mientras que el antigeno A2 se encuentra en mujeres entre 10 a 33 afios. (Tabla N°5.2)

Tabla N°5.2. Distribucion del subgrupo A segun el género y la edad

Subgrupo A
Al A2
Recuento % Recuento %
10-17 7 35,00% 4 30,80%
18-25 5 25,00% 3 23,10%
26-33 0 0,00% 1 7,70%
Hombre Edad 34-41 4 20,00% 3 23,10%
42-49 1 5,00% 0 0,00%
50-57 1 5,00% 1 7,70%
58-65 2 10,00% 1 7,70%
Total 20 100,00% 13 100,00%
10-17 11 13,10% 5 13,20%
18-25 27 32,10% 13 34,20%
26-33 20 23,80% 13 34,20%
e Edad 34-41 9 10,70% 1 2,60%
42-49 7 8,30% 2 5,30%
50-57 4 4,80% 2 5,30%
58-65 6 7,10% 2 5,30%
Total 84 100,00% 38 100,00%

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti

Se determind que en el grupo sanguineo A tiene mayor prevalencia el subgrupo A1 con el
86,50% (90), seguido del subgrupo A2 con el 86,30% (44) personas. En el grupo sanguineo
AB existe una menor frecuencia de los dos subgrupos del antigeno A. (Tabla N° 5.3.).
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Tabla N°5.3. Subgrupo A asociado con el grupo sanguineo Ay AB

Subgrupo A
Al A2
Recuento % Recuento %
A 90 86,50% 44 86,30%
AB 14 13,50% 7 13,70%

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti

5.3. Frecuencia del antigeno D

La identificacion inicial del antigeno D mediante la prueba en tubo determiné que el 92% de la
poblacion presentaba una reaccion positiva clasificandose inicialmente como D (positivo),

mientras que el 8% tuvo una reaccién seroldgica negativa D (negativo). (Grafico N°5.6)

8%

92%
m D (positivo) = D (negativo)

Gréfico N°5.6 Distribucion del antigeno D

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti

El analisis de la distribucion del antigeno D en relacién con la procedencia y género se
determin6 que en Chalguayacu existe el 76,80% (205) mujeres portadoras de D (positivo) y

23,20% (62) hombres; Carpuela no se encontrd el antigeno D (negativo) en hombres y las
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mujeres fueron D (positivo) en el 78,90% (56); mientras que en Salinas el 75% (12) mujeres

fue tipificada como D (negativo) (Tabla N°5.4.)

Tabla N°5.4. Antigeno D (positivo) y D (negativo) segun localidad y género

Rh
D (positivo) D (negativo)
Recuento % Recuento %
Hombre 62 23,20% 4 16,00%
Chalguayacu Género Mujer 205 76,80% 21 84,00%
Total 267 100,00% 25 100,00%
Hombre 15 21,10% 0 0,00%
Carpuela Género Mujer 56 78,90% 1 100,00%
Total 71 100,00% 1 100,00%
Hombre 27 16,80% 4 25,00%
Salinas Género Mujer 134 83,20% 12 75,00%
Total 161 100,00% 16 100,00%

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti

Las 25 mujeres embarazadas fueron identificadas como Rh D (positivo) y sus rangos de edad

fueron entre 18 y 41 afos. (Grafico N° 5.7)

34-41 16,00%
0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00%

W 18-25 mW26-33 m34-41

Gréfico N°5.7 Rh D(positivo) en mujeres embarazadas segun la edad

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti
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5.4. Prevalencia de Variantes del antigeno D

Se realizo el andlisis de las variantes del antigeno D mediante el uso de tarjetas ID-Coombs

Anti-lgG que de acuerdo con el inserto discriminan entre D débil y D variante DVI.

D débil: todas las personas identificadas inicialmente como Rh D (negativo) fueron sometidas
ala prueba de Gel Coombs Anti-IgG, 4,80% (2) fueron confirmadas como D débil. (Tabla N°5.5)

Tabla N°5.5. Prevalencia del antigeno D débil de la poblacion afroecuatoriana

Recuento %
Ausencia 40 95,20%
Antigeno D débil Presencia 2 4,80%
Total 42 100,00%

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti

Las dos muestras confirmadas con el antigeno D débil proceden de dos servicios de salud,
Chalguayacu y Salinas, son de género femenino, con fenotipo C-c+e+E- (r/r), perteneciente al
tipo 4.1 -4.2. (Tabla N°5.6.)

Tabla N°5.6. Tipo de D débil relacionado con la localidad, género, fenotipo
Antigeno D débil

Presencia Género Edad Fenotipo Tipo D débil

Recuento Recuento Recuento  Recuento Recuento
C-cte+E-
Chalguayacu 1 Mujer 41 afios 41-42
(r/r)
C-cte+E-
Salinas 1 Mujer 61 afios 41-42
(r/r)

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti
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D variante: Un hallazgo importante fue la presencia de D variantes, identificandose que el
79% de los individuos presentan presumiblemente la variante DVI y el 21% son Rh D

(positivos) confirmados. (Grafico N°5.8)

21%

79%

= Ausencia = Presencia

Grafico N°5.8 Distribucién porcentual de la variante DVI en la poblacién

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti

La localidad que presenté un mayor porcentaje de variante DVI fue Chalguayacu 46,2%,

seguido de Salinas con el 38,30% y por ultimo Carpuela con el 15,50%. (Tabla N°5.7.)

Tabla N°5.7. Distribucién del antigeno DVI por localidad

Antigeno DVI
Presencia
Recuento %
Chalguayacu 182 46,20%
Carpuela 61 15,50%
Salinas 151 38,30%
Total 394 100,00%

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti
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Todas las mujeres embarazadas presentaron la variante DVI y segun la zona de procedencia
se establecid que 6 pertenecen a Chalguayacu con el 40% similar a Salinas, y en menor

cantidad en Carpuela siendo 3 mujeres embarazadas con el 20%. (Grafico N°5.9)

40% 40%

20%

® Chalguayacu Carpuela = Salinas

Gréafico N°5.9 Distribucion porcentual de la variante DVI en mujeres embarazadas

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti
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5.5. Determinacion de fenotipos del sistema Rh

En el estudio se identificd los antigenos mas relevantes del sistema Rh (CcDdeE) y se
clasificaron en 5 fenotipos en base de la nomenclatura de Fisher-Race y Wiener, el fenotipo
cDe/cDe (RO/RO) fue el mas frecuente con el 36,70%, seguido de CDe/cDe (R1/R0) con el
29,70%, cDE/cDe (R2/R0) con el 20,60%, y los de menor frecuencia fueron: el fenotipo
C+ct+e+E+ (Rz/R0/R1/R2) con el 8%, seguido de CDe/CDe (R1/R1) con el 5%. Por otro lado,
para Rh D(negativo) el de mayor frecuencia fue el fenotipo cde/cde (r/r) con el 85,70%, y los
de menor frecuencia fueron: el fenotipo Cde/cde (r'/r) con el 9,50%, seguido del fenotipo
cdE/cde (r'/r) con el 4,80%. (Tabla N° 5.8.)

Tabla N°5.8. Distribucién porcentual de los fenotipos del Sistema Rh
Fenotipos del Sistema Rh

Recuento %
C+c+e+E+
40 8,00%
Rz/R0O/R1/R2
C-cte+E+
103 20,60%
R2/RO
C-c+e+E-
Rh D(positivo) 183 36,70%
RO/RO
C+c-e+E-
25 5,00%
R1/R1
C+ct+e+E-
148 29,70%
R1/R0O
Total 100%
C-cte+E+
2 4,80%
r/r
C-ct+etE-
Rh D(negativo) ; 36 85,70%
rlr
C+c+e+E-
; 4 9,50%
r'/r
Total 100%

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti
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También se determiné que en las mujeres el fenotipo de mayor frecuencia fue el de cDe/cDe
(RO/RO) con el 41,0%, seguido de CDe/cDe (R1/R0) con el 26,3%, y el fenotipo cDE/cDe
(R2/R0) con el 20,3%. De igual forma, en el género masculino se identifico al fenotipo cDe/cDe
(RO/RO0) con el 38,4%, seguido de CDe/cDe (R1/R0) con el 34,8% (Tabla N° 5.9.)

Tabla N°5.9. Distribucion porcentual de los fenotipos del Sistema Rh segin el género

Género
Hombre Mujer
Recuento % Recuento %

C+c+e+E+ Rz/RO/R1//R2 6 5,40% 34 7,90%

C-c+e+E+ R2/R0O 18 16,10% 87 20,30%

) C-c+e+E- RO/RO 43 38,40% 176 41,00%

Fenotipo Rh

C+c-e+E- R1/R1 6 5,40% 19 4,40%

C+c+e+E- R1/RO 39 34,80% 113 26,30%
Total 112 100,00% 429 100,00%

Sin embargo, al analizar los fenotipos en las mujeres embarazadas de la poblacion se obtuvo
que existe mas frecuencia en el fenotipo cDe/cDe (R0O/R0O) con el 32%, mientras que el de

menor frecuencia fue el fenotipo C+c+e+E+ (Rz/R0/R1/R2) con el 4%, similar al de la poblacion

femenina en general.
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Se identificod que los fenotipos del sistema Rh se encuentran distribuidos en los tres servicios
de salud siendo el fenotipo RO/R0O mas frecuente en Chalguayacu y Carpuela; mientras que

en Salinas el R1/R0 es el mas frecuente. (Tabla N°5.10.)

Tabla N°5.10. Distribucién poblacional del fenotipo del Sistema Rh segun la localidad
Fenotipo Rh

Chalguayacu Carpuela Salinas

(Rz/Ro/R1/R2) 18 5 17
(R2/RO) 56 14 33
(RO/RO) 109 28 46
(R1/R1) 9 5 11
(R1/RO) 75 19 54

(rIr) 1 0 1
(r/r) 21 0 15
(r'/r) 3 1 0

Total 292 72 177

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti
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5.6. Determinacion del antigeno K

En este estudio se realiz6é un analisis adicional por la disponibilidad en las tarjetas de fenotipo
que permitié establecer la presencia del antigeno K, perteneciente al Sistema Kell, por medio
de una reaccion de aglutinacién en la tarjeta de gel Rh-Subgroups+K. Se identificod que del
total de la poblacion el 2,8% presenta el antigeno K, y el 97,2% presenta el antigeno cellano
(k). (Grafico N° 5.13)

2,80%

ak- mi+ -97,20%

Grafico N°5.10 Distribucién porcentual del antigeno K en la poblacién

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti
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El antigeno K se encuentra distribuido en las tres localidades, se observd que del total de 15
personas positivas para el antigeno K, 9 correspondieron a la localidad de Chalguayacu y 6
personas a la localidad de Salinas, mientras que en Carpuela no se encontraron casos de

presencia del antigeno K (Tabla N° 5.11).

Tabla N°5.11. Distribucion del antigeno K segun la localidad

K
Negativo Positivo
Recuento % Recuento %
Chalguayacu 283 53,8% 9 60,0%
Carpuela 72 13,7% 0 0,0%
Salinas 171 32,5% 6 40,0%
Total 526 100,0% 15 100,0%

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti

Finalmente, se determind que el antigeno k (Cellano) esta presente en el 96% (24) de mujeres
embarazadas de las tres localidades analizadas, y solo una mujer cuya localidad es

Chalguayacu presento el antigeno K+ (Tabla N° 5.12).

Tabla N°5.12. Distribucion del antigeno K en mujeres embarazadas

K
Negativo Positivo
Recuento % Recuento %
Chalguayacu 13 54,2% 1 100,0%
Carpuela 5 20,8% 0 0,0%
Salinas 6 25,0% 0 0,0%
Total 24 100,0% 1 100,0%

Elaborado por: Nora Osorio y Estefania Sagasti
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6. DISCUSION

En el afio 2016, la Direccion Distrital 10D01 Ibarra, Pimampiro, San Miguel de Urcuqui-Salud
informa que existen 23 unidades operativas tipo A que forman parte del Distrito 10D01, de las
cuales 3 servicios de salud fueron visitados para el estudio, que son el Centro de Salud Tipo
A1 Salinas, Unidad de Salud Carpuela Tipo A tipo A y la Unidad de Salud Chalguayacu Tipo
A. Estos servicios de salud forman parte del Primer Nivel de Atencion (MSP, 2014b). Durante
el 2016 se ha reportado que han atendido mayoritariamente a adultos de 20-64 afios, seguido
de menores de edad entre 1-4 afios, menores de 1 afo, menores de edad de 5-9 afios, de 15-
19 afios y de 10-14 anos (MSP , 2016).

El total de la poblacién de estudio fue de 541 personas afrodescendientes, de las cuales 429
fueron mujeres (79,3%) y 112 hombres (20,7%). Las mujeres en edad fértil, es decir de 15-49
afos, son las que mas acuden a estos servicios de salud debido a la planificacion familiar,
control prenatal adultas, control prenatal adolescentes, deteccidén oportuna de cancer (DOC)
Mamario y de cérvico uterino, respectivamente (MSP , 2016), es por ello que en los tres
servicios de salud se observa mayor frecuencia de mujeres que hombres. En Chalguayacu se
presentan participantes menores de edad de 10-17 afios en mayor frecuencia debido a que se
realizaban controles escolares, como la toma de medidas antropométricas, evaluacion clinica,
atencién odontologica, administracion de micronutrientes, desparasitacion, examenes

complementarios en caso de que sea necesario (Villacis, 2015).

En la medicina transfusional el hemocomponente mas utilizado son los glébulos rojos por lo
que es importante conocer los sistemas sanguineos mas relevantes como son el Sistema ABO
y el Rh. En el pais existen varios estudios relaciones a estos sistemas, sin embargo, es esencial
dar a conocer datos relevantes sobre estos sistemas en las diferentes etnias que existen en el
Ecuador, tales como: mestizos, afroecuatorianos montubios, indigenas, blanco, ademas la

etnia es mejor utilizada para la investigacion de la raza (INEC, 2010).

La frecuencia de los grupos sanguineos pertenecientes al sistema ABO en este estudio fue de
44,29% O D (positivo), 26,85% grupo B D (positivo). 24,65% A D (positivo) y 4,21% el grupo
AB D (positivo), datos similares al estudio realizado por Carmona-Fonseca (2006) sobre la
frecuencia de grupos sanguineos ABO en la poblacion del pais de Colombia donde obtuvieron

una frecuencia de los antigenos O, A, B, AB de 57%,20%,20%, 3% respectivamente en

73



pobladores afrocolombianos. De igual manera, un informe elaborado por Zarante, et. al (2000)
sobre los grupos sanguineos ABO en la poblacion afrocolombiana indica que existe una mayor
prevalencia en el grupo O del 58-79%, seguido del grupo A con el 16-23%, el grupo B con el
16-20% y el grupo AB con el 1-3%, estos datos son semejantes a los resultados obtenidos en
este estudio, pero en poblacién afroecuatoriana ya que el antigeno O tiene mayor frecuencia

y una menor el antigeno AB en la poblacion.

Un estudio realizado en Estados Unidos en el afio 2004 de la frecuencia de los fenotipos ABO
y Rh (D) en poblaciones de diferentes razas / grupos étnicos obtuvo como resultado que en la
poblacion afroamericana existia el 46% del grupo sanguineo O D (positivo), seguido del A D
(positivo) con el 24%, B D (positivo) con el 18,4% y AB D (positivo) con el 4%, siendo similar
estos resultados a los obtenidos en este estudio en los grupos sanguineo O y AB D (positivo).
Por otro lado, la poblacion afroamericana tuvo una mayor frecuencia del D (negativo) en el
grupo O seguido del grupo Ay el grupo B (Garratty, Glynn y McEntire, 2004 ), en contraste con
los datos del presente estudio ya que la poblacién afroecuatoriana tiene mayor frecuencia del

D (negativo) en el grupo B seguido del grupo O y por ultimo el grupo A.

Una investigacion realizada en Honduras determiné que la mayoria de la poblacion es
portadora del grupo sanguineo A con subgrupo A1 y menor frecuencia del subgrupo A2
(Grispan, 1983), en cambio en la poblacién afroecuatoriana existen portadores del antigeno A
en menor porcentaje que el grupo sanguineo O, pero tienen una frecuencia similar al del
estudio de Honduras en relacion a subgrupos donde el 67,10% es de subgrupo A1y 32,90%

del subgrupo A2.

Como se ha mencionado la poblacién de estudio es afroecuatoriana, este aspecto es
importante, ya que el subgrupo A2B es mas frecuente que el subgrupo A, de acuerdo con la
literatura esto se debe a la presencia de un gen B fuerte que suprime la actividad del antigeno
A1 (Shastry y Bhat, 2010). No obstante, los resultados obtenidos indican que para el grupo
sanguineo AB el subgrupo A2 estuvo presente Unicamente en 7 personas afrodescendientes
siendo este el 13,70%, mientras que para el grupo sanguineo A el subgrupo A2 corresponde

al 86,30% de los participantes que acudieron a los tres servicios de salud.

Segun el Ministerio de Salud Publica la edad fértil en las mujeres se encuentra en el rango de
15-49 afios (INEC y MSP, 2012), en el estudio se determind que el subgrupo sanguineo A esta
mayoritariamente en las mujeres de 18-25 afios, mientras que el subgrupo sanguineo A2 esta
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en una edad de 10-33 afos, dato que debe ser tomado en cuenta, a pesar de que los expertos
mencionan que este antigeno es poco inmundgeno, ademas debe tomarse en cuenta que la
edad reproductiva de la mujer inicia a partir de los 15 afios y cuando existe multiparidad la

probabilidad de aloinmunizacion es mas alta (AABB, 2012).

En Ecuador, un estudio realizado sobre la frecuencia de subgrupos del antigeno A, determiné
que el subgrupo del antigeno A1 y A1B es mas frecuente en los hombres que en mujeres
(Parra Jaramillo y Chiriboga-Ponce, 2016), en contraste con el presente estudio en el que la
frecuencia de estos subgrupos es mayor en mujeres debido probablemente a la diferencia en
cantidad de poblacién, pues se obtuvo mas participacion de mujeres que de hombres.

A todos los participantes en este estudio se le realizé previamente a la toma de muestra
sanguinea una encuesta en la cual se solicitaba escojan la etnia a la que consideran
pertenecer, obteniéndose que el 100% de la poblacion de estudio se reconocia como
afroecuatoriana, al determinar la presencia del antigeno D los resultados determinaron que el
92% eran portadores del antigeno D, mientras que el 8% fue identificado como D (negativo).
Estudios realizados reportan que las personas afrodescendientes estan asociadas al fenotipo
D (negativo) (Tobdn, 2017). Sin embargo, otros estudios han demostrado lo contrario como el
de Westhoff, en el 2005 que determind que el antigeno D (negativo) es menos frecuente en
individuos con antecedentes africanos (Westhoff, 2005a). También, el estudio de Carmona-
Fonseca (2006) describié que el 97% de afrocolombianos tienen el antigeno Rh D (positivo),

datos similares a este estudio.

En las mujeres embarazadas es de gran beneficio identificar el antigeno D de la madre o del
feto dependiendo de los algoritmos implementados en cada pais tomando en cuenta estudios
epidemioldgicos y estudios costo/beneficio existiendo una diversidad genética del sistema Rh
en la poblacion afrodescendiente. En la investigacion realizada en afrodescendientes
brasilefios detectaron con técnicas poco invasivas en el feto una frecuencia del 3-5% el
antigeno D (negativo) (Chinen, et. al., 2010). En este estudio se identificé que el 100% de las
mujeres embarazadas participantes que acuden a los diferentes servicios de salud en el Valle
del Chota presentaron el antigeno Rh D (positivo), aspecto que no descarta la posibilidad de
que sus hijos sean Rh D (negativo). La determinacion del factor Rh y deteccion de anticuerpos
anti-D se debe realizar en el primer trimestre de embarazo (menor a 12 semanas) y se debe
repetir la deteccion de anticuerpos a las 24-28 semanas de gestacién en la mujeres con Rh

D(negativo) no inmunizadas. El segundo analisis ayudara en el manejo de mujeres con
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embarazos isoinmunizados, y evitara la enfermedad hemolitica del feto o recién nacido y

administracion innecesaria de la inmunoglobulina Rh (Abbey y Dunsmoor-Su, 2014).

La determinacion de la prevalencia de las variantes del antigeno D en la poblacion
afroecuatoriana del Valle del Chota servira de guia para el servicio de medicina transfusional
y Banco de Sangre de Cruz Roja en la Cuidad de Ibarra, de igual manera a los hospitales y
centros de salud de la cuidad. El antigeno D débil fue uno de los principales en investigar en
la poblacién, y se obtuvo que de todos los participantes que fueron Rh D (negativo) solo dos
personas fueron confirmadas para D débil con la prueba de Gel Coombs Anti-lgG siendo
correspondiente a un porcentaje de 4,80%. El estudio realizado por Martin, et al. (2013) report6
que en la poblacién africana existe una frecuencia de este antigeno del 3-7% datos similares

al presente estudio.

El antigeno D débil fenotipicamente puede ser clasificado en tipos D débil, asi el tipo 4 se
puede dividir en dos subtipos D débil tipo 4.0 y tipo 4.1 comun en la poblacién europea,
mientras que en la de Portugal el D débil tipo 2 es el mas prevalente, el D débil tipo 4.2
conocido como DAR es un alelo del D débil tipo 4 mas prevalente en poblacién africana (Flegel,
2006a). En este estudio el género que presenta este antigeno D débil son dos mujeres que
acuden a los servicios de salud de Chalguayacu y Salinas. Se determind la expresion
fenotipica de este antigeno que fue el cde/cde (r/r) el cual corresponde al D débil tipo 4.1 —
4.2, resultados similares al estudio realizado por Zacarias et. al. (2016a), donde se report6é 29

muestras con fenotipo D débil, siendo 8 variantes D débil tipo 4 con genotipo cde/cde (r/r).

Por otro lado, es necesario tomar en cuenta que los D débil tipo 4.2 son mas susceptibles a
una aloinmunizacion alo-anti D (Flegel, 2006a), es por eso que estas pacientes deben ser
tratados como Rh D (negativo) y transfundidos con eritrocitos Rh D (negativo) (Rizzo, et. al.,
2012).

Los investigadores han determinado que la frecuencia del antigeno D parcial varia segun el
grupo étnico. La variante DVI es mas frecuente en la poblacion caucasica, mientras que las
variantes de D parcial (Dllla, DIllb y DIVa) son mas frecuente en la poblacién afrodescendiente
(Kabiri, Benajiba, Hajjout, Dakka, y Bellaoui, 2014). Tornandose importante identificar la
frecuencia de las variantes D, en especial la variante parcial DVI, ya que esta se caracteriza

por un numero reducido de sitios antigénicos por célula.
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En la poblacion de estudio el 79% presentd presumiblemente la variante DVI, siendo este
clinicamente importante, ya que este antigeno reacciona débilmente con el anti-D (Flegel,
2006a), ademas un estudio realizado por Rizzo, et .al (2012) determin6é que el D parcial
produce la expresion de diferentes epitopos de proteinas y esto puede inducir la produccién
de anticuerpos especificos por lo que dichos pacientes deben ser considerados Rh D
(negativos) y ser transfundidos con eritrocitos Rh D (negativos). Ademas, en los tres servicios
de salud se obtuvo participantes con la variante DVI por lo que se los debe considerar como
donantes D (positivo) pero como pacientes preferiblemente debe ser considerado como D

(negativo) en caso de una transfusion sanguinea (Rizzo, et. al., 2012; AABB, 2012).

Las mujeres embarazadas (25) presentaron la variante parcial DVI en los tres servicios de
salud, siendo el mas alto Chalguayacu. A estas pacientes con el fenotipo DVI son propensas
a producir anti-D y por la tanto deben ser clasificadas como Rh D (negativo) y deben ser
tratadas como Rh D (negativo) para una transfusién sanguinea en el caso que sea necesaria
y la administracion de inmunoglobulina anti-D durante el embarazo y después del parto de un

bebé Rh D (positivo), ya que los glébulos rojos carecen de epitopos D (Daniels, 2013b).

En Estados Unidos y en los Paises bajos han determinado que no hay evidencia de que el
antigeno DVI pueda inmunizar a la madre con Rh D (negativo) durante el embarazo o en el
parto, por lo que se recomienda realizar una tipificacién neonatal, siendo que el neonato sera
tratado como donante para la prueba, si este presenta la variante DVI se administrara a la

madre inmunoglobulina anti-D (Daniels, 2013b).

En la poblacion estudiada, el fenotipo de Rh que se expresé con mas frecuencia en individuos
D (positivo) fue el cDe/cDe (RO/R0O) con un porcentaje del 36,7%, seguido del fenotipo
CDe/cDe (R1/R0) con un 29,7%. El estudio de Nabil, et. al (2018) en Msila (Argelia) reportd un
resultado semejante, obteniendo que el fenotipo R1/R0O ocupa el segundo lugar de los

fenotipos mas frecuentes en la poblacion analizada con un 41.05%.

Por otro lado, de los 42 participantes D (negativo), el 85,7% presento el fenotipo de Rh cde/cde
(r/r), seguido del genotipo Cde/cde (r'/r) con un 9,5%; porcentajes similares a los reportados
en el estudio de Martin, et. al (2003) en una poblacion de Brasil con alto grado de mezcla racial,
donde se encontré que el 92,3% de la poblacién D (negativa) estudiada presenté el mismo

fenotipo cde/cde (r/r), igualmente seguido del fenotipo Cde/cde con un 3,8%.
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En relacién con el sistema Kell, es de gran importancia clinica establecer la frecuencia de los
principales antigenos, KEL1 y KEL 2 (Cellano), puesto que se encuentran involucrados con el
desarrollo de reacciones hemoliticas postranfusionales (RHPT) agudas o tardias severas
(AABB, 2012). En su gran mayoria, los anticuerpos anti-K son inducidos por transfusiones
sanguineas previas de glébulos rojos antigeno K+ en pacientes que poseen antigeno Cellano,
presente en la gran mayoria de la poblacion (AABB, 2012). Por ello, en el presente estudio se
identifico la frecuencia del antigeno K (KEL1), obteniendo que el 2.8% del total de la poblacion
analizada posee antigeno K, mientras que el 97,2% presenta el antigeno Cellano. Zacarias,
et. al (2016b) presentaron un estudio en la regién de Parana, al sur de Brasil, donde los
resultados se asemejan a los obtenidos en este estudio, el 92,03% presentd el antigeno
Cellano y el 7,97% el antigeno K, siendo importante destacar que la mayoria de la poblacién

en Parana (80,6%) presenta una contribucion del 12,5% de genes africanos.

Los anticuerpos anti-K también pueden causar EHRN severa al ser inducidos por el embarazo,
por ello en muchos paises es de practica habitual transfundir glébulos rojos antigeno K
negativo a nifas y mujeres en edad fértii (AABB, 2012). Por lo tanto, fue esencial la
determinacién de la frecuencia de estos antigenos, obteniendo que de las 25 mujeres
embarazadas tan solo una presenté antigeno K+, mientras que los 24 restantes presentaron

antigeno Cellano.

Determinar la frecuencia de los antigenos de este sistema y, en general, antigenos
eritrocitarios cobra gran importancia en el momento en que los pacientes se encuentran
aloinmunizados y corren el riesgo de enfrentarse a reacciones transfusionales severas. El
riesgo aumenta cuando encontramos aloanticuerpos contra antigenos de alta frecuencia en la
poblacion, como en el caso del antigeno Cellano, y se torna complejo encontrar unidades de
glébulos rojos compatibles (Vasquez, Castillo, Pavez, Maldonado y Mena, 2015). Por ello,
estudios en diversos paises, asi como el presente, buscan que cada servicio de medicina
transfusional conozca su poblaciéon e implemente algoritmos de fenotipificacion que garanticen
una transfusién segura, disminucioén de la mortalidad y morbilidad, y el correcto manejo de

hemocomponentes.
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. CONCLUSIONES

e La poblacién afroecuatoriana de las tres localidades de estudio en el Valle del Chota
presenta una alta prevalencia del grupo sanguineo O D (positivo), seguido del grupo B
D (negativo), asi como una alta prevalencia del fenotipo RO/RO0 y el antigeno k.

e Existe la presencia de subgrupos de A en la poblacion, con predominio del subgrupo
A1,

e Se determind que la poblacion de estudio fue portadora mayoritariamente del antigeno
D (positivo), mientras que el antigeno D (negativo) tuvo una baja frecuencia.

e La distribucion del antigeno D (positivo) en los servicios de Chalguayacu, Carpuela y
Salinas es mas frecuente en el género femenino.

e El antigeno D (negativo) se encuentra distribuido tanto en hombres como mujeres de
las tres localidades de estudio.

e Existe una escasa frecuencia del antigeno D débil en la poblacién afroecuatoriana sin
embargo debe realizarse su identificacion por el riesgo de aloinmunizacion ya que fue
detectado unicamente en mujeres y clasificado fenotipicamente como tipo 4.1-4.2 en
la poblacion afroecuatoriana.

e Se determind que el fenotipo cde/cde (r/r) esta presente en los casos de D débil tipo
4.1-4.2 encontrados en la poblacion analizada.

e Un hallazgo importante fue la existencia de variantes del antigeno D en
afroecuatorianos presumiblemente se trata de la variante DVI, siendo esta mas
frecuente en la localidad de Chalguayacu.

e Las mujeres embarazadas participantes en el estudio son portadoras de la variante D
y pertenecen a las tres localidades de Chalguayacu y Salinas, y menor en Carpuela.

e En la poblacion, el fenotipo de Rh mas frecuente en individuos D (positivo) fue el
fenotipo cDe/cDe (R0O/R0), mientras que en individuos D (negativo) el fenotipo
cde/cde (r/r) fue el mas frecuente.

e El fenotipo cDe/cDe (RO/R0) se encuentra distribuido mas frecuentemente en las
localidades de Chalguayacu y Carpuela mientras que el R1/R0 es de mayor frecuencia
en la localidad de Salinas.

e Se determiné que la poblacion participante fue portadora mayoritariamente del

antigeno k (Cellano), incluyendo la mayoria de las mujeres embarazadas identificadas.
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. RECOMENDACIONES

e Se recomienda al Programa Nacional de Sangre implementar proyectos en conjunto
con otras instituciones con el fin de concientizar a la poblaciéon nativa del Valle del
Chota acerca de la importancia de conocer su grupo sanguineo y factor Rh.

e Se recomienda incluir la determinacion seroldgica de las variantes del antigeno D por

ser muy frecuente en la poblacion afroecuatoriana.

e Se recomienda realizar la fenotipificacion completa de los fenotipos de Rh, por la
diversidad de fenotipos encontrada en la poblacién, y por el riesgo de aloinmunizacion

al que se encuentra expuesto la poblacion en edad feértil.

e Se recomienda al Programa Nacional de Sangre implementar la identificacion del
antigeno Kell en la poblacién, ya que existen mujeres portadoras del fenotipo K

(mayuscula).
e Se recomienda la inclusion en el Programa de Maternidad Gratuita la tipificacion

completa de mujeres ya que el andlisis de estos puede ayudar a prevenir a tiempo

cualquier complicacion durante el embarazo y la enfermad hemolitica del recién nacido.
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10. ANEXOS

Anexo 1: Autorizacion de la Direccion de Inteligencia en Salud (DINS) del MSP

TR "

MINISTERIO DE SALUD PUBLICA

Coordinacion General de Desarrollo Estratégico en Salud
Direccion Nacional de Inteligencia de la Salud

Oficio Nro. MSP-DIS-2019-0121-O
Quito, D.M., 01 de abril de 2019

Asunto: Respuesta a la solicitud de evaluacién del protocolo MSPCURI000292-3:
"Prevalencia del fenotipo RH D débil en poblacién Afroecuatoriana que acude al Centro
de Salud Tipo A Salinas, Centro de Salud Carpuela y al Puesto de Salud Chalguayacu en
el Valle del Chota, 2019".

.

Sefiorita
Nora Alejandra Osorio Gonzalez
En su Despacho

De mi consideracion:

En respuesta al oficio Nro. MSP-DIS-2019-2845-E, ingresado al Ministerio de Salud
Piiblica el 26 de febrero de 2019, en el que las investigadoras Nora Alejandra Osorio
Gonzdlez y Jackeline Estefania Sagasti Avilés, investigadoras principales, remiten el
protocolo del estudio observacional denominado: "Prevalencia del fenotipo RH D débil
en poblacion Afroecuatoriana que acude al Centro de Salud Tipo A Salinas, Centro de
Salud Carpuela y al Puesto de Salud Chalguayacu en el Valle del Chota, 2019",
codificado por la Direccion Nacional de Inteligencia de la Salud (DIS) como
MSPCURI000292-3, cumpliendo los requisitos minimos para la evaluacion del mismo, se
APRUEBA la version adjunta del protocolo.

Le recordamos que una vez finalizada la investigacion, es responsabilidad del
investigador principal enviar a esta Direccion y al Programa Nacional de Sangre los
resultados de la misma; asi como, las publicaciones que se realicen como producto de este
estudio.

La Direccion Nacional de Inteligencia de la Salud, aprueba los protocolos de los estudios
observacionales en el ambito de sus competencias, en base a una revisién de la calidad
metodolédgica y ética de los estudios. Sin embargo, el contenido, la autoria y la
responsabilidad sobre los resultados del estudio corresponden al Patrocinador y al
Investigador Principal, exonerando al Ministerio de Salud Publica de cualquier accién
legal que se derive por esta causa.

El presente estudio se desarrollard en el Centro de Salud Tipo A Salinas, Centro de Salud
Carpuela y Puesto de Salud Chalguayacu, establecimientos de salud del Ministerio de
Salud Ptblica que se encuentran bajo dependencia de la Coordinacién Zonal 1, a quien
ponemos en conocimiento para los fines pertinentes. Es importante recalcar que de
acuerdo a lo indicado en el protocolo de investigacion aprobado, los rubros seran
asumidos en su totalidad por los investigadores del proyecto.

Cabe mencionar que si bien los resultados podrian contribuir a la salud publica, éstos no

Av. Quitumbe Nan y Av. Amaru Nan, Plataforma Gubernamental de Desarrollo Social
Quito — Ecuador « Cédigo Postal: 170146 « Teléfono: 593 (02) 3814-400 » www.salud.gob.ec

3

* Documanto aenerado por Ouioux
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Anexo 2: Autorizacion del Distrito 10D01 Ibarra- Pimampiro- San Miguel de
Urcuqui

SALUD PUBLICA

Direccion Distrital 10D01 lbarra Pimampiro San Migue! De Urcuqui - Salud

Ofieto Nro. MSP-CZ1-10D01-2018-0856-0
Ibarra, 28 de agosto de 2018

Asunto: RESPUESTA TRABAJO DE TITULACION PREVALENCIA DEL
FENOTIPO RH D DEBIL EN POBLACION AFROECUATORIANA EN EL VALLE
DEL CHOTA 2019

Daoctor

Santiago Escalante Vanoni

Coordinader Carrera Bloguimica Clinica

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA FACULTAD DE MEDICINA
CARRERA DE BIOQUIMICA CLINICA

En su Despacho

De mi considerucién:
Reciba un atento y cordial Saludo de parte del Distrito de Salud 10D01

En respuests al Documento No. DR.SANTIAGOESCALANTEVANONI del 20 de
Agosto del 2018, TRABAJO DE TITULACION PREVALENCIA DEL FENOTIPO RH
D DEBIL EN POBLACION AFROECUATORIANA EN EL VALLE DEL CHOTA
2019

Se autoriza a las estudiantes, Nora Osorio Gonzdles y Estefania Sagasti Aviles, de la
carrera de Bioguimica Clinica, Facuitad de Medicina, de la Poatificia Universidad
Catdlica (PUCE) Quito. realicen su investizacién, en las Unidades de Salud: Salinas,
Carpuela y Chalguayacu del distrito de salad 10DO1,

Con sentimientos de distinguida consideracidn.

DISTRITAL 10D01 IBARRA PIMAMPIRO SAN MIGUEL DE
URCUQUI-SALUD
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Anexo 3: Aprobacién del Comité de Etica de investigaciones en Seres
Humanos-PUCE

Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador

Comité de Etica de la Investigacién en Seres Humanos

Quito, 20 de febrero de 2019
Oficio-CEISH-674-2019

Senoritas estudiantes

Nora Alejandra Osorio Gonzalez

Jackeline Estefania Sagasti Avilés

Carrera de Bioquimica Clinica de la Facultad de Medicina de la PUCE ~
Presente.

Estimadas sefioritas:

El Comité de Ftica de la Investigacién en Seres Humanos de la PUCE, en sesién del 14.02.2019,
estudio el proyecto: Prevalencia del fenotipo Rh D débil en poblacién afroecuatoriana que acude al
Centro de Salud Tipo A Salinas, Centro de Salud Carpuela y al Puesto de Salud Chalguayacu en el Valle
del Chota, 2019. Cédigo 2018-18-MB.

Este proyecto fue aprobado inicialmente por el Comité en la sesién del 22.11.2018, oficio CEISH-632-
2018.

El Ministerio de Salud Publica solicité que el CEISH-PUCE aprobara la correccién de ciertos cambios
realizados en el estudio, por esta razén, el Comité de Etica de la Investigacion en Seres Humanos de
la PUCE APRUEBA DEFINITIVAMENTE el proyecto en la sesion del 14.02.2019, por el tiempo estimado
de duracién que es de 8 meses.

lgualmente, con el fin de dar seguimiento, se solicita:
e Presentar la carta de aprobacion de la Direccion Nacional de Inteligencia de la Salud.
e Comunicar por escrito al CEISH-PUCE el momento del inicio de la investigacion.
e Entregar informe parcial y final cuando sea solicitado por el CEISH-PUCE.
Con nuestra consideracién y estima,
— =
/ il » : /)

Z
Dra. Laura Arcos Teran MtrYan Arév. 0
NI,
Presidente AC : Secretarko

LAT/yar

COMITE DE ETICA DE
LA INVESTIGACION EN
SERES HUMANOS

Quito

Av. 12 de octubre 2076 y Ramdn Roca
Apartado postal 17-01-2184

Telf : (593) 2 29 17 00 ext. 2917
Quito - Ecvador
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Anexo 4: Aprobacion del uso de laboratorio, infraestructura y equipo en la
carrera de Bioquimica Clinica-PUCE

Pontificia Universidad

Catodlica del Ecuador

Facultad de Medicina
Carrera de Bicguirnica Clinkca

Quite, 25 de septicmbre de 2018,

D, Francisco Javier Pérez Pazmifio
Drecano de la Faculiad de Medicina
Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador
Presente.-

Die nuesira consideracidn:

Mosotras, Moras Osoclo Gonzdler v Bswefania Sagasti Avibés, estudiantes de la carvera de
Hioguimica Clinica de la Facultad de Medicina , por medio de la presente nos permilimes
solicitar de ln manera mis comedida se nos aontorice el wso del labomordo 010 dz
Inmunolrgin ¥y Banco de Sangre v la centrifuga para peles que se cocoentra en dicho
laboratorie de la Carrera de Bioguimsicn Clinaca durante los meses de febrero, maree v
abail de 2019; para el desarrolle del proyects de investigocian titulado “Prevalencaa del
fenatipo Bh D débil en poblacion afroecuatoriana que acude al Cemtro de Salud Tipo A
Salinas y al Poesto de Saled Chalgunyacy ¢n el Valle del Chota, 20197,

Agradeciéndole por su atencidn le anticipo mis agradecimientos

Atentamente,
HOEE TSR o, Fir W )
{tfps o
Mora Csorio Gonedles " Bstefania Sagasti Avilds
CC: IT2618B035 O (04002453

'Irfllirf}{f-ﬁ i
_ __.._..—%V,

T

g N
i, Brd ﬁ._f.log‘,_]’ iﬁa‘;
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Anexo 5: Consentimiento y Asentimiento Informado

PARTE I: CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ADULTOS PARTICIPANTES

Titulo de la investigacion: Prevalencia del fenotipo RH D débil en poblacién afroecuatoriana que acude
al Centro de salud tipo A Salinas, Centro de Salud Carpuelay al puesto de salud Chalguayacu en el Valle
del Chota, 2019

Investigadoras principales: Nora Osorio y Estefania Sagasti, Estudiantes de la Carrera de Bioquimica
Clinica de la Pontificia Universidad Catélica del Ecuador (PUCE).

Patrocinador de la investigacion: Francisco Javier Pérez Pazmifio, Decano de la Facultad de Medicina
de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador (PUCE).

Introduccién: Existen diferentes tipos de sangre en cada persona por lo que es importante conocer
cada uno de estos. En este estudio se requiere conocer el tipo de sangre de las personas de su
comunidad que quieran participar, con el fin de proporcionar informacién util en el caso que exista un
embarazo o alguna complicacién en su salud, como una operacidn o un accidente.

Objetivo de la investigacion: Es conocer si usted tiene un tipo de sangre especial propio de personas
afrodescendientes, ya que es heredada a partir de la mama o el papa.

Procedimiento: Usted contestard un cuestionario sobre datos como edad, sexo, grupo étnico y zona
natal. Ademas, se le extraera sangre una sola vez, a través de un pinchazo en el antebrazo en un tubo
pequefio de plastico (aproximadamente una cucharadita) apropiado para la recolecciéon. Las
investigadoras asistiran para la toma de la muestra al Centro de salud tipo A Salinas, Centro de Salud
Carpuela y al puesto de salud Chalguayacu, en caso que sea necesario iran a los hogares. Luego, las
muestras seran transportadas en recipientes apropiados a la cuidad de Quito a los laboratorios de la
Pontificia Universidad Catélica del Ecuador. En los laboratorios su sangre serd analizada con los
respectivos equipos, materiales y sustancias para conocer su tipo de sangre y obtener excelentes
resultados. Es importante que usted sepa que una vez terminada la investigaciéon su muestra de sangre
serd destruida.

Duracidn: La extraccion de sangre serd de 5 minutos, y también la aplicacidon del cuestionario serd de 5
minutos.

Participacion voluntaria: Su participacion en el estudio es absolutamente voluntaria.
Confidencialidad: Toda la informacidn recolectada sera usada exclusivamente para este estudio y las
muestras de sangre no serdn almacenadas para futuras investigaciones. A cada muestra de sangre se
le otorgard un cédigo exclusivo para asegurar la confidencialidad.

Beneficios (individual y social): Usted no tendra un beneficio directo ni inmediato. Sin embargo, la
investigacion beneficiara a usted y a su comunidad en el seguimiento de embarazos y en el caso de
recibir sangre.

Riesgos o molestias: Es posible que se presente un pequefio dolor al momento de pinchar la piel con
la aguja o al momento de retirarla. En caso de producirse un pequefio moretdn en el lugar del pinchazo
se le indicard las acciones correctivas.

Costos, incentivos o recompensas: La participacion no tiene costo alguno y tampoco hay incentivos o
recompensas para usted.

Derecho a negarse o retirarse: En caso de negarse a participar en este estudio, no habra problema
alguno. Usted puede dejar de participar en la investigacion en cualquier momento que lo desee, en
caso de que se le haya sacado la muestra de sangre, esta no serd utilizada en este estudio ni en ningln
otro y sera destruida inmediatamente. Tampoco existira alguna penalidad o perjuicio. Agradecemos
gue nos comunique.
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Manejo de datos y resultados: De manera clara y oportuna, se entregard el informe de resultados
aproximadamente seis meses después de la extraccidon de la muestra de sangre. Usted podra acercarse
al centro de salud o puesto de salud donde le realizaron la toma de muestra a retirar sus resultados
que se entregaran a los coordinadores de cada centro y puesto de salud con su cédula o solo con sus
nombres y apellidos, en caso de que haya sido tomada la muestra en su hogar los resultados seran
entregados al centro de salud o puesto de salud correspondiente a su zona (Centro de salud tipo A
Salinas, Centro de Salud Carpuela o puesto de salud Chalguayacu). Podra ir a la recepcion después del
tiempo establecido en los horarios de atencidn de cada plantel. Una vez que usted reciba su informe
de resultados el personal de salud le dard una breve explicacion sobre estos.

A quien contactar: en caso de tener alguna pregunta acerca de esta investigacion por favor contactese
con Nora Osorio Teléf. 0986074098, e-mail: nora2704o0so@gmail.com y Estefania Sagasti, Teléf.:
0969082765, e-mail: estefania.sagastiaviles@gmail.com. En caso de producirse un evento inesperado
que requiera de atencion médica se puede contactar con el centro de salud o puesto de salud de su
localidad: Puesto de Salud Chalguayacu, Teléf.: (06)2673091, Coordinador del puesto de salud: Lucy
Mery Rosero Embaquingo, e-mail: lucyroec@hotmail.com; Centro de Salud Salinas Tipo A, Teléf.:
(06)2665189, Coordinador del centro de salud: Leyda Jahaira Chiran Rodriguez, e-mail:
jaha.rodriguez@yahoo.es; Centro de Salud Carpuela, Teléf.: (06) 2637336, Coordinador del centro de
salud: Irina Nicole Barragan Cisneros, e-mail: scs.carpuela2017 @gmail.com

Esta propuesta ha sido revisada y aprobada por el Comité de Etica de la Investigacién en Seres
Humanos-PUCE cuya tarea es asegurarse de que se proteja de dafos a los participantes en la
investigacion. Si usted desea averiguar mds sobre este comité, contdctese con el Secretario del Comité
de Etica de la Investigacién en Seres Humanos de la PUCE: Lic. Yan Arévalo Rico. Av. 12 de octubre 1076
y Ramodn Roca, Quito. Edificio Administrativo, piso 3, oficina 327. Teléfono: 2991700 — Ext. 2917.

PARTE II: FIRMA CONSENTIMIENTO INFORMADO DE ADULTOS PARTICIPANTES

Yo , declaro que he leido/me ha sido leido
sobre la investigacién “Prevalencia del fenotipo RH D débil en poblacion afroecuatoriana que acude al
Centro de salud tipo A Salinas, Centro de Salud Carpuela y al puesto de salud Chalguayacu en el Valle
del Chota, 2019” y he comprendido los detalles claramente explicados y las preguntas que he hecho
han sido respondidas satisfactoriamente.
Conozco y comprendo claramente que:
e Contestaré un cuestionario sobre mis datos de edad, sexo, grupo étnico y zona natal.
e La extraccion de sangre tendrd una duracién de 5 minutos, al igual que la aplicacion del
cuestionario tendra una duracién de 5 minutos.
e La participacién es absolutamente voluntaria.
e Lainformacidén sera confidencial y se usara exclusivamente para este estudio.
e Sellevard un registro sobre los datos que proporcione en esta investigacién, como: mi nombre,
apellido, edad, sexo, grupo étnico y zona natal.
e En el futuro la comunidad se podra beneficiar con los resultados obtenidos de la investigacion
en el seguimiento de embarazos y en el caso de recibir sangre.
e Enelcaso de alguna molestia o riesgo se me comunicara las acciones correctivas.
e La participacién no tiene costo. Tampoco incentivos o recompensas para mi.
e Podré retirarme sin que me perjudique. Si asi ocurriera, yo informaré las razones de la decisién.
e Nos informaran sobre los resultados.
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Por lo tanto, estoy de acuerdo y autorizo a mi participaciéon en la investigacion.

Nombres y apellidos del participante:

Firma o huella del participante:

C.l.:

Fecha:

Nombres y apellidos del investigador:

Firma o huella del investigador:

C.l.:

Fecha:

En caso de que el participante no sepa leer ni escribir se solicita la firma de dos testigos:

Nombres y apellidos del primer testigo:

Firma del primer testigo:

C.l.:

Fecha:

Nombres y apellidos del segundo testigo:

Firma del segundo testigo:

C.l:

Fecha:
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PARTE I: CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PADRES DE FAMILIA Y /O
REPRESENTANTE LEGAL DE MENORES DE EDAD

Titulo de la investigacion: Prevalencia del fenotipo RH D débil en poblacion afroecuatoriana que acude
al Centro de salud tipo A Salinas, Centro de Salud Carpuela y al puesto de salud Chalguayacu en el Valle
del Chota, 2019

Investigadoras principales: Nora Osorio y Estefania Sagasti, Estudiantes de la Carrera de Bioquimica
Clinica de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador (PUCE).

Patrocinador de la investigacién: Francisco Javier Pérez Pazmifio, Decano de la Facultad de Medicina
de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador (PUCE).

Introduccién: Existen diferentes tipos de sangre en cada persona por lo que es importante conocer
cada uno de estos. En este estudio se requiere conocer el tipo de sangre de las personas de su
comunidad que quieran participar, con el fin de proporcionar informacién util en el caso que exista un
embarazo o alguna complicacién en su salud, como una operacion o un accidente.

Objetivo de la investigacidn: Es conocer si usted tiene un tipo de sangre especial propio de personas
afrodescendientes, ya que es heredada a partir de la mama o el papa.

Procedimiento: Su hijo, hija o representado contestara un cuestionario sobre datos como edad, sexo,
grupo étnico y zona natal. Ademds, se le extraera sangre una sola vez, a través de un pinchazo en el
antebrazo en un tubo pequefio de pldstico (aproximadamente una cucharadita) apropiado para la
recoleccidn. Las investigadoras asistirdn para la toma de la muestra al Centro de salud tipo A Salinas,
Centro de Salud Carpuela y al puesto de salud Chalguayacu, en caso que sea necesario irdn a los
hogares. Luego, las muestras serdn transportadas en recipientes apropiados a la cuidad de Quito a los
laboratorios de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador. En los laboratorios la muestra de sangre
de su hijo, hija o representado sera analizada con los respectivos equipos, materiales y sustancias para
conocer su tipo de sangre y obtener excelentes resultados. Es importante que usted sepa que una vez
terminada la investigacion la muestra de sangre sera destruida.

Duracidn: La extraccion de sangre serd de 5 minutos, y también la aplicacidén del cuestionario serd de 5
minutos.

Participacién voluntaria: La participacién de su hijo, hija o representado en el estudio es
absolutamente voluntaria.

Confidencialidad: Toda la informacion recolectada de su hijo, hija o representado sera usada
exclusivamente para este estudio y las muestras de sangre no seran almacenadas para futuras
investigaciones. A cada muestra de sangre se le otorgard un cddigo exclusivo para asegurar la
confidencialidad.

Beneficios (individual y social): Su hijo, hija o representado no tendrd un beneficio directo ni
inmediato. Sin embargo, la investigacion beneficiara a su hijo, hija o representado y a su comunidad en
el seguimiento de embarazos y en el caso de recibir sangre.

Riesgos 0 molestias: Es posible que su hijo, hija o representado presente un pequefio dolor al momento
de pinchar la piel con la aguja o al momento de retirarla. En caso de producirse un pequeiio moretén
en el lugar del pinchazo se le indicara las acciones correctivas.

Costos, incentivos o recompensas: La participacion no tiene costo alguno y tampoco hay incentivos o
recompensas para usted.

Derecho a negarse o retirarse: En caso de que su hijo, hija o representado se negard a participar en
este estudio, no habra problema alguno. Su hijo, hija o representado puede dejar de participar en la
investigacién en cualquier momento que lo desee, en caso de que se le haya sacado la muestra de
sangre, esta no sera utilizada en este estudio ni en ningun otro y sera destruida inmediatamente.
Tampoco existira alguna penalidad o perjuicio. Agradecemos que nos comunique.
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Manejo de datos y resultados: De manera clara y oportuna, se entregara el informe de resultados de
su hijo, hija o representado aproximadamente seis meses después de la extraccidén de la muestra de
sangre. Podrd acercarse al centro de salud o puesto de salud donde le realizaron la toma de muestra a
su hijo, hija o representado a retirar sus resultados que se entregaran a los coordinadores de cada
centro y puesto de salud con su cédula o solo con sus nombres y apellidos, en caso de que haya sido
tomada la muestra en su hogar los resultados seran entregados al centro de salud o puesto de salud
correspondiente a su zona (Centro de salud tipo A Salinas, Centro de Salud Carpuela o puesto de salud
Chalguayacu). Podra ir a la recepcion después del tiempo establecido en los horarios de atencién de
cada plantel. Una vez que usted reciba su informe de resultados el personal de salud le dara una breve
explicacién sobre estos.

A quien contactar: en caso de tener alguna pregunta acerca de esta investigacidn por favor contdctese
con Nora Osorio Teléf. 0986074098, e-mail: nora2704o0so@gmail.com y Estefania Sagasti, Teléf.:
0969082765, e-mail: estefania.sagastiaviles@gmail.com. En caso de producirse un evento inesperado
que requiera de atencidn médica nos pondremos en contacto con el centro de salud de su localidad:
Puesto de Salud Chalguayacu, Teléf.: (06)2673091, Coordinador del puesto de salud: Lucy Mery Rosero
Embaquingo, e-mail: lucyroec@hotmail.com; Centro de Salud Salinas Tipo A, Teléf.: (06)2665189,
Coordinador del centro de salud: Leyda Jahaira Chiran Rodriguez, e-mail: jaha.rodriguez@yahoo.es;
Centro de Salud Carpuela, Teléf.: (06) 2637336, Coordinador del centro de salud: Irina Nicole Barragdn
Cisneros, e-mail: scs.carpuela2017@gmail.com

Esta propuesta ha sido revisada y aprobada por el Comité de Etica de la Investigacién en Seres
Humanos-PUCE cuya tarea es asegurarse de que se proteja de dafios a los participantes en la
investigacion. Si usted desea averiguar mas sobre este comité, contactese con el Secretario del Comité
de Etica de la Investigacién en Seres Humanos de la PUCE: Lic. Yan Arévalo Rico. Av. 12 de octubre 1076
y Ramdn Roca, Quito. Edificio Administrativo, piso 3, oficina 327. Teléfono: 2991700 — Ext. 2917.

PARTE Il: FIRMA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO DE PADRES DE FAMILIA Y /O
REPRESENTANTE LEGAL DE MENORES DE EDAD

Yo , declaro que he leido/me ha sido leido
sobre la investigacion “Prevalencia del fenotipo RH D débil en poblacion afroecuatoriana que acude al
Centro de salud tipo A Salinas, Centro de Salud Carpuela y al puesto de salud Chalguayacu en el Valle
del Chota, 2019” y he comprendido los detalles claramente explicados y las preguntas que he hecho
han sido respondidas satisfactoriamente.
Conozco y comprendo claramente que:
e Mi hijo, hija o representado contestard un cuestionario sobre mis datos de edad, sexo, grupo
étnico y zona natal.
e La extracciéon de sangre tendrd una duracién de 5 minutos, al igual que la aplicacion del
cuestionario tendra una duracién de 5 minutos.
e La participacién es absolutamente voluntaria.
e Lainformacidn serd confidencial y se usard exclusivamente para este estudio.
e Se llevara un registro sobre los datos de mi hijo, hija o representado que proporcione en esta
investigacién, como: el nombre, apellido, edad, sexo, grupo étnico y zona natal.
e En el futuro la comunidad se podrd beneficiar con los resultados obtenidos de la investigaciéon
en el seguimiento de embarazos y en el caso de recibir sangre.
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e En el caso de alguna molestia o riesgo que presente mi hijo, hija o representado se me
comunicara las acciones correctivas.
e La participacion no tiene costo. Tampoco incentivos o recompensas para él/ella ni para mi.
e Mi hijo, hija o representado podra retirarse sin que le perjudique. Si asi ocurriera, yo informaré
las razones de la decision.
e Nos informardn sobre los resultados.
Por lo tanto, estoy de acuerdo y autorizo a mi participacién en la investigacién.

Nombres y apellidos del padre, madre o representante:

Firma o huella del padre, madre o representante:

C.l.:

Fecha:

Nombres y apellidos del investigador:

Firma o huella del investigador:

C.l.:

Fecha:

En caso de que el/la representante legal no sepa leer ni escribir se solicita la firma de dos testigos:

Nombres y apellidos del primer testigo:

Firma del primer testigo:

C.l.:

Fecha:

Nombres y apellidos del segundo testigo:

Firma del segundo testigo:

C.l.:

Fecha:
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PARTE I: ASENTIMIENTO INFORMADO PARA MENORES DE EDAD

Titulo de la investigacidn: Prevalencia del fenotipo RH D débil en poblacion afroecuatoriana que acude
al Centro de salud tipo A Salinas, Centro de Salud Carpuelay al puesto de salud Chalguayacu en el Valle
del Chota, 2019

Investigadoras principales: Nora Osorio y Estefania Sagasti, Estudiantes de la Carrera de Bioquimica
Clinica de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador (PUCE).

Patrocinador de la investigacidn: Francisco Javier Pérez Pazmifio, Decano de la Facultad de Medicina
de la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador (PUCE).

Introduccién: La sangre es un liquido rojo que sale cuando te lastimas tu piel, y existen diferentes tipos
de sangre en cada persona. En este estudio queremos conocer tu tipo de sangre y el de las personas de
tu comunidad que quieran participar porque es importante para cuando tengas algln accidente.
éCual es el objetivo de la investigacion?: Conocer tu tipo de sangre.

¢En qué consiste?: Primero, contestaras un cuestionario sobre tu edad, sexo, grupo étnico y zona natal.
Luego se te sacard una sola vez un poquito de sangre del antebrazo mediante un pinchazo en tu centro
médico mas cercano (Centro de salud tipo A Salinas, Centro de Salud Carpuela y al puesto de salud
Chalguayacu) o en caso que sea necesario las investigadoras iran a tu casa. Después tu sangre viajara
segura a nuestros laboratorios, que estdn en la ciudad de Quito. Tu sangre sera analizada con los
respectivos equipos, materiales y sustancias para conocer tu tipo de sangre y obtener excelentes
resultados. Es importante que sepas que una vez que se termine este estudio tu muestra de sangre
serd destruida.

éCuanto dura?: Nos demoraremos 5 minutos en sacarte la sangre y te demorards 5 minutos en
responder el cuestionario.

éEs obligatorio participar?: Soélo participaras si tu quieres.

¢Es confidencial?: Toda la informacidn que nos proporciones serd usada exclusivamente para este
estudio y nadie conocera tus datos.

éCual es el beneficio?: No tendras un beneficio al momento de sacarte la sangre, pero después de
obtener los resultados del tipo de sangre el centro de salud lo puede usar en el caso que necesites
recibir sangre.

éHay riesgos o molestias?: Puede que sientas un pequefio dolor al momento de pincharte con la aguja
o al momento de retirarla, pero en caso de que hubiese un moretén te indicaremos que hacer.

¢Me costara algo participar? ¢ Me daran una recompensa?: No te costara nada participar y no recibiras
recompensas.

éPuedo negarme a participar o retirarme?: Si no quieres participar no hay ningln problemay puedes
dejar de participar cuando tu quieras, en caso de que se te haya sacado la muestra de sangre, esta no
serd utilizada en este estudio ni en ningun otro y serd destruida inmediatamente. Tampoco existira
algun castigo o dafio. Agradecemos que nos avises.

éMe daran los resultados?: Se te entregara el informe de resultados aproximadamente seis meses
después de la extraccion de la muestra de sangre. Puedes acercarte al centro de salud o puesto de
salud donde te realizaron la toma muestra a retirar tus resultados solo con tu cédula o solo con tus
nombres y apellidos. Si te tomaron la muestra en tu casa puedes ir al centro de salud o puesto de salud
que este mas cercano (Centro de salud tipo A Salinas, Centro de Salud Carpuela o puesto de salud
Chalguayacu). Puedes ir a la recepcidn dentro de los horarios de atencidn de cada plantel. Una vez que
tengas tus exdmenes las personas que trabajan ahi te daran una rapida explicacion.

¢A quién contactar?: Si tienes alguna pregunta sobre esta investigacion por favor puedes contactarte
con Nora Osorio al Teléf. 0986074098, e-mail: nora27040so@gmail.com y con Estefania Sagasti al
Teléf. 0969082765, e-mail: estefania.sagastiaviles@gmail.com. En caso de producirse un evento
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inesperado que requiera de atencién médica nos pondremos en contacto con el centro de salud de tu
localidad: Puesto de Salud Chalguayacu, Teléf.: (06)2673091, Coordinador del puesto de salud: Lucy
Mery Rosero Embaquingo, e-mail: lucyroec@hotmail.com; Centro de Salud Salinas Tipo A, Teléf.:
(06)2665189, Coordinador del centro de salud: Leyda Jahaira Chiran Rodriguez, e-mail:
jaha.rodriguez@yahoo.es; Centro de Salud Carpuela, Teléf.: (06) 2637336, Coordinador del centro de
salud: Irina Nicole Barragan Cisneros, e-mail: scs.carpuela2017@gmail.com

Esta propuesta ha sido revisada y aprobada por el Comité de Etica de la Investigacion en Seres
Humanos-PUCE cuya tarea es asegurarse de que se proteja de dafos a los participantes en la
investigacion. Si usted desea averiguar mas sobre este comité, contactese con el Secretario del Comité
de Etica de la Investigacién en Seres Humanos de la PUCE: Lic. Yan Arévalo Rico. Av. 12 de octubre 1076
y Ramon Roca, Quito. Edificio Administrativo, piso 3, oficina 327. Teléfono: 2991700 — Ext. 2917.

PARTE II: FIRMA DE ASENTIMIENTO INFORMADO PARA MENORES DE EDAD

Yo , declaro que he leido/me ha sido
leido sobre la investigacién “Prevalencia del fenotipo RH D débil en poblacién afroecuatoriana
gue acude al Centro de salud tipo A Salinas, Centro de Salud Carpuela y al puesto de salud
Chalguayacu en el Valle del Chota, 2019” y he comprendido los detalles claramente explicados
y las preguntas que he hecho han sido respondidas satisfactoriamente.
Conozco y comprendo claramente que:
e Contestaré un cuestionario sobre mis datos de edad, sexo, grupo étnico y zona natal.
e Se demorardn 5 minutos en sacarme la sangre y me demoraré 5 minutos en contestar el
cuestionario.
e Solo participaré si yo quiero.
e Lainformacidn se usara exclusivamente para este estudio y nadie conocera mis datos.
e Se anotaran mis datos, como: mi nombre, apellido, edad, sexo, grupo étnico y zona natal.
e En el futuro la comunidad se podra beneficiar con los resultados de la investigacién en el caso
de recibir sangre.
e Enelcaso de alguna molestia o riesgo se me comunicara que hacer para evitarla.
e La participacién no tiene costo. Tampoco recompensas para mi.
e Podré retirarme sin ningn problema. Si asi ocurriera, yo informaré las razones de la decisién.
e Nosinformaran sobre los resultados.
Por lo tanto, estoy de acuerdo y autorizo a mi participacion en la investigacién.

Nombres y apellidos del menor de edad:

Firma o huella del menor de edad:

C.l.:

Fecha:
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Nombres y apellidos del investigador:

Firma o huella del investigador:

C.l.:

Fecha:
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Anexo 7: Cuestionario

Encuesta para el estudio "Prevalencia del fenotipo Rh D débil en poblacién afroecuatoriana que acude al Centro de Salud
Tipo A Salinas, Centro de Salud Carpuela y al Puesto de Salud Chalguayacu en el Valle del Chota, 2019"

Se solicita muy comedidamente llenar este cuestionario. Marque con una X sobre la casilla que considere conveniente o
escriba la respuesta cuando se solicite. Sus respuestas son confidenciales. Si tiene problemas o dificultades para comprender
las preguntas y desea mds informacion puede preguntar a las investigadoras.

Cddigo participante:
1. Sexo®
[ Hombre
[ Mujer .

2. ¢En cudl de los siguientes rangos de edad se encuentra usted? *
[J10-17afos
[] 18 - 25 afios
[] 26 - 33 afios
[[] 34 - 41 afios
[ 42 - 49 afios
[]50- 57 afios
[[] 58 - 65 afios
3. ¢A cudl grupo étnico considera usted que pertenece? *
[ Mestizo
[ Afroecuatoriano
[[] Montubio
[ elanco '
[Jotro:

4. ¢Usted es nativo de alguna de las siguientes zonas? *

[ parroquia de Salinas
["] Comunidad de Carpuela

D Comunidad de Chalguayacu

[J otro:
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Anexo 8: Procedimiento estandar de toma de muestra del CLSI

Procedimiento de Toma de Muestra:

1.

2.
3.

10.

11

Colocarse las correspondientes normas de bioseguridad, tales como: mandil, guantes,
mascarilla, gafas de bioseguridad, zapatos cerrados.

Identificar al paciente por su nombre y su apellido.

Preparar el material para realizar la puncion, es decir: aguja capsula, torniquete (goma
o tejido con cinta de cierre), tubo con EDTA estéril.

Se posiciona al paciente, de manera que se observara el brazo del paciente para
localizar la zona de puncién tomando en cuenta, la vena cefalica, mediana y basilica
del antebrazo.

Una vez localizada se tomara en cuenta los criterios de puncion de la vena:
profundidad, direccion, tamafio y rebote. Luego se colocara los guantes y el torniquete
en el brazo del paciente.

Limpiar la zona de puncién con almohadilla de gasa y alcohol isopropilico al 70% y
dejar secar.

Introducir la aguja en la vena del paciente formando un angulo de aproximadamente
15 grados y el bisel hacia arriba.

Colocar el tubo seleccionado. Una vez que comienza el flujo sanguineo se solicitara
al paciente que abra la mano y enseguida se retirara el torniquete.

Colocar la almohadilla de gasa sobre el sitio de puncion.

Retirar la aguja y aplicar presion en el sitio hasta que el sangrado se detenga.

. Identificar la muestra con el correspondiente codigo asignado a cada paciente.
12.

Descartar inmediatamente los materiales utilizados en los correspondientes la aguja
utilizada en un cortopunzante.

Fuente: (CLSI, 2017)
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Anexo 9: Preparacion de la muestra para pruebas inmunohematolégicas

Procedimiento de preparacion de la suspension de glébulos rojos al 3%:

1.
2.

Transferir al menos 1 mL de sangre con anticoagulante en un tubo de vidrio de 5 mL.
Lavar los glébulos rojos con solucion salina al 0.85 %, centrifugar 1 minuto a 3000 rpm
para sedimentar los globulos. Repetir dos o tres veces retirando el sobrenadante cada
vez. El sobrenadante final debe quedar limpio y se debe eliminar por completo con una
pipeta.

Transferir 0.09 mL (90 uL) de los glébulos rojos lavados a un tubo con 2.9 mL de
solucion salina al 0.85%, para preparar un volumen final de 3 mL.

Cubrir o tapar el tubo con parafilm. Mezclar bien los globulos y la solucion salina varias
veces invirtiendo el tubo.

Comparar el tamafio del botdn celular provisto por una suspension de glébulos rojos al
3%, colocando una gota de la suspensién preparada en un tubo y un volumen similar
de una solucion comercial de gldbulos rojos reactivos al 3% en otro tubo. Centrifugar
ambos tubos por 1 minuto a 3000 rpm.

El tamafio de los sedimentos celulares debe ser similar y debe ser interpretado de
acuerdo a la siguiente tabla:

Hallazgos observados macroscépicamente | Intensidad
Aglutinato sélido unico 4+

Varios aglutinatos grandes 3+
Aglutinatos medianos, fondo limpido 2+
Aglutinatos pequefios, fondo turbio 1+
Aglutinatos muy pequefios, fondo turbio 1+
Aglutinacion apenas visible, fondo turbio +/-

Sin aglutinacion 0

Fuente: (AABB, 2012)

Procedimiento de preparacién de una suspension de glébulos rojos al 0.8% para tarjetas

de gel:

1. Pipetear 1 mL de ID-Diluent 2 en un tubo limpio
2. Aiadir 10 uL de sedimento de globulos rojos y agitar suavemente.

Fuente: (BIO-RAD, 2014)
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Anexo 10: Procedimiento para la determinacion de factor Rh

Procedimiento para la prueba en tubo con el reactivo Anti-D:

1.

ook w

Rotular un tubo como “D” y otro como “control”, ademas del nombre o niumero del
paciente.

Afadir al tubo una gota (50 uL) de Anti-D y 1 gota de control en los tubos
correspondientes.

Anadir 1 gota (50 Ul) de la suspensién al 3-5% a cada tubo.

Mezclar bien e incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar durante 20 segundos a 1000 r.p.m.

Resuspenda cuidadosamente los eritrocitos y realice una observacion macroscopica
sobre una fuente de luz indirecta y compruebe si existe aglutinacion.

Una reaccion positiva (+ a ++++ de aglutinacién) indica la presencia del antigeno RhD.
Una reaccion negativa (sin aglutinacion) indica la ausencia del antigeno RhD.

Fuente: (BIO-RAD, 2014)

Anexo 11: Procedimiento para determinacién de D débil por aglutinacion en gel

Prueba de antiglobulina indirecta (PAI):

1.

i

o o

Rotular los microtubos correspondientes de la tarjeta ID-Card “Coombs Anti-lgG” con
el nombre o numero del paciente.

Retirar la lamina de sellado s6lo de los microtubos que se vayan a utilizar manteniendo
la tarjeta ID-Card en posicion vertical.

Pipetear 50 uL de la suspension de eritrocitos en el microtubo correspondiente.
Anada al microtubo 50 uL de “ID-DiaClon Anti-D” para confirmacion de D débil
mediante PAI.

Incubar la tarjeta ID-Card durante 15 minutos a 37°C en el ID-Incubator.

Centrifugar la tarjeta ID-Card durante 10 minutos en la ID-Centrifuge.

Leer y registrar los resultados.

Fuente: (BIO-RAD, 2013)

103



Anexo 12: Procedimiento para la determinacion de los fenotipos de Rh

Procedimiento para la determinacion de fenotipos de RH por técnica de
aglutinacion en gel con la tarjeta Rh-Subgroups+K

Identifique la tarjeta ID-Card con el nombre o nimero del paciente.

Retirar la lamina de sellado en los microtubos que se vayan a utilizar.

Anadir 10 o 12,5 ul de la suspension de eritrocitos a todos los microtubos de la tarjeta
ID-Card.

Centrifugue la tarjeta ID-Card durante 10 minutos a 1030 rpm.

Lea y registre las reacciones.

Fuente: (BIO - RAD, 2017)

Anexo 13: Procedimiento de control de calidad para determinacién de D débil
por aglutinacién en gel

ok wOdN-~

Preparaciéon de las muestras para control de calidad

A) Eritrocitos

Tome el vial necesario de eritrocitos reactivo y resuspéndalos cuidadosamente.
Transfiera al menos 500 pl a un tubo para centrifuga.

Centrifugue el tubo durante 1 minuto a 125 g 6 20 segundos a 1000 g.

Decante el sobrenadante.

A partir del concentrado de eritrocitos, prepare una suspensioén de eritrocitos en ID-
Diluent 1 6 2 dependiendo de la tarjeta ID-Card y del procedimiento a aplicar.

B) Sueros para control de calidad: Listos para usar, para pruebas séricas inversas
(grupo sérico), para procedimientos de deteccién e identificacion de anticuerpos.

Procedimiento de la prueba

Utilice las muestras de control de calidad segun el mismo procedimiento usado en la
rutina para las muestras de paciente.

Fuente: (BIO-RAD, 2018)
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Anexo 14: Informe de resultados post-estudio

PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR
CARRERA DE BIOQUINICA CLINICA
INMUNOHEMATOLOGIA — BANCO DE SANGRE — LABORATORIO

Nombres y Apellidos deipaciente: [
Cludad: Direccidmn: i |
Provincia: Edad: | S— . ..i
Sector: | cédula/Pasaporte: | 1
Teléfono: Codigo: |

{ Fecha/ Hora de la toma de muestra:

i Fecha/ Hora de la toma de enlrega-:_ o
{

INFORME DE RESULTADOS
Prueba Resultado

Av. 12 de Octubre 1076 v Roca 02 299 17 00. nosoriol05E puce, edu.eg
ISAGASTIEOAEDUes eduy ac
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Anexo 15: Proceso de estudio

Control de calidad

Grafico N° 1: Potencia del Reactivo Anti-A con células A1

> 1/128 Titulo Obtenido
Grafico N° 2: Potencia del Reactivo Anti-A con células A2
1/32 Titulo Obtenido
Grafico N° 3: Potencia del Reactivo Anti-A con células AB
1/256 Titulo Obtenido
Grafico N° 4: Potencia del Reactivo Anti-B con células B
> 1/64 Titulo Obtenido
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Grafico N° 5: Potencia del Reactivo Anti-B con células AB

1/32 } Titulo Obtenido

> 1/64:|“ Titulo Obtenido

1/64:|> Titulo Obtenido
1/64:|> Titulo Obtenido

Grafico N° 6: Potencia del Reactivo Anti-AB con células A1

o te le % v
o\ NS

Grafico N° 7: Potencia del Reactivo Anti-AB con células B
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Grafico N° 9: Potencia del Reactivo Anti-A1 con células AB

1/8 Titulo Obtenido

Grafico N° 10: Potencia del Reactivo Anti- D con células positivas

—_— 1/32 Titulo Obtenido

Grafico N° 10: Especificidad de los reactivos Anti- A, Anti-B, Anti-AB y Anti-A1

Anti —A

Anti —B

Anti —AB

Anti —Al
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Gréfico N° 11: Avidez del reactivo Anti-A, Anti-B y Anti-AB

Anti-A +
Células A1

Anti-A +
Células A2

Anti-B +
Células AB

Anti-AB +

Células AB

Anti-D
+
Células
positivas
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Grafico N° 13: Avidez del reactivo Anti-D

Células A1

Células A2
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Centro de Salud Chalguayacu Tipo A

Seus,

Analisis del Sistema ABO Andlisis del fenotipo Rh
Grupo sanguineo: O Rh D (negativo) C+, c+, E+, e+, K-

Cartilla de Interpretacién de gel Analisis de la variante D
Reaccion positiva 3+ Presumible de variante DVI reaccion positiva 3+

Entrega de resultados

111



Centro de Salud Carpuela Tipo A

-,

Analisis del Sistema ABO
Grupo sanguineo: O Rh D (positivo)

* GR en linea compacta
sobre el gel

Cartilla de Interpretacion de gel
Reaccion positiva 4+

Entrega de resultados

Anadlisis del fenotipo Rh
C-, ct+, E-, e+, K+

Analisis de la variante D
Reaccion positiva 4+/ Rh D (positivo) confirmado
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Centro de Salud Tipo A1 Salinas

mOL R e

Analisis del Sistema ABO

Grupo sanguineo: A Rh D (positivo)

Andlisis del fenotipo Rh
C-, ct+, E+, e+, K-

Analisis de la variante D

Presumible de variante DVI reaccién positiva 2+

Toma de muestra sanguinea

"’
/s

—

Subgrupo del antigeno A
Subgrupo de A: A1

100 %

* GR dispersos desde
el 25%al 75 % en
todo el gel

Cartilla de Interpretacién de gel
Reaccion positiva 2+

Entrega de resultados



