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RESUMEN

Frecuencia del antigeno y aloanticuerpos del sistema “Diego” en donantes de sangre del

Hemocentro de la Cruz Roja, 2015.

Introduccién: El sistema Diego es un sistema sanguineo irregular que forma parte de los
600 grupos sanguineos identificados por la International Society of Blood Transfusion
(ISBT), su descubrimiento fue en un recién nacido de origen latino que fallecié por una
enfermedad hemolitica de etiologia desconocida, y que posteriormente se identificé como
un sistema sanguineo nuevo que se encuentra intimamente relacionado con reacciones
transfusionales inmediatas y con Enfermedad Hemolitica el Recién Nacido. Actualmente
se conocen 22 antigenos dentro de este sistema sanguineo de los cuales los antigenos
Di* y DI’ son considerados inmunégenicos. Del mismo modo la distribucién geogréfica
del sistema Diego, especificamente del antigeno Di%, es mayormente en la poblacion
asiatica mongoloide y en las poblaciones étnicas de América Latina por lo que se
evidencia la importancia de conocer la incidencia de este sistema sanguineo como de sus
aloanticuerpos dentro de nuestra poblacion, partiendo de que en Ecuador existe un alto
porcentaje de poblacion indigena y de la no existencia de estudios sobre la prevalencia
de antigenos y aloanticuerpos del sistema Diego. Materiales y Métodos: Es un estudio
descriptivo de corte transversal que determiné la frecuencia de antigeno Diego Di* y su
aloanticuerpo anti-Di* en la poblacién de donantes voluntarios de sangre que aducen a
los servicios de bancos de sangre de la Cruz Roja Ecuatoriana alrededor de todo el pais,
concentrandose directamente en el Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana. Se aplico
muestreo aleatorio simple con 383 donantes para la determinacién de antigeno y
anticuerpo respectivamente, los cuales fueron analizados mediante la técnica de
aglutinacion en tubo utilizando células comerciales Di* positivas y anticuerpos
monoclonales anti-Di®. Resultados: Se incluyeron en el estudio 22 provincias del
territorio nacional y se obtuvo una prevalencia para antigeno Diego Di® positivo en
donantes de sangre del 25 % y una incidencia del 6,09 % de aloanticuerpos anti-Di®
Conclusiones y Recomendaciones: La distribucion de la frecuencia de antigenos y
aloanticuerpos del sistema Diego es casi uniforme dentro de la poblacién de nuestro pais
causado probablemente por ser un territorio con alto grado de mestizaje, por lo que es de
vital importancia la implementacion de la deteccibn de este sistema sanguineo y su
inclusién dentro de los protocolos de identificacion de antigenos y anticuerpos irregulares
en los bancos de sangre del Ecuador para prevenir reacciones transfusionales y

reacciones hemoliticas materno fetales.



ABSTRACT

Frequency of antigen and alloantibodies of the "Diego" blood group in blood donors from
the Blood Center of the Ecuadorian Red Cross, 2015.

Introduction: The Diego system is an irregular blood group which is part of the 600 blood
groups identified by the ISBT, its discovery starts when a latin new born dies by hemolytic
disease of unknown etiology, later it was determined as a new blood system that is closely
related to immediate hemolytic transfusion reactions and Hemolytic Disease of the New
Born. Nowadays there are 22 antigens as part of this blood system which of the Di* and
Di® are considered as immunogenic antigens. Similarly the geographical distribution of
Diego system, specifically the antigen Di® is clearly marked in the Mongoloid Asian
populations and ethnic populations in Latin America then the importance of knowing the
incidence of this blood group and their alloantibodies inside our town, assuming that in
Ecuador there are a large ethnic population, and there are not studies about the Diego
blood group. Materials and Methods: This study is a descriptive cross-sectional study
which presents the frequency of antigen Diego Di® and its alloantibody anti-Di* inside the
population of volunteer donors who are attending in the net of blood banks of the
Ecuadorian Red Cross around the country, focusing specifically on the Blood Center of
the Ecuadorian Red Cross. Applying simple random sampling there were 383 donors
selected for the determination of antigen and antibody respectively, which were analyzed
using the manual tube agglutination technique using positive Di* commercial cells and
anti-Di* monoclonal antibodies. Results: The study included a total of 22 provinces of the
country, showing a prevalence of Diego antigen Di® of 25% and an incidence of 6.09%
obtained for the presence of alloantibodies anti-Di® in blood donors. Conclusions and
Recommendations: The frequency distribution of antigens and alloantibodies from the
Diego blood group is almost uniform in the population of our country probably caused by
being a territory with a high incidence of miscegenation, then it becomes vitally important
the implementation of this blood system inside the protocols of antigen and irregular
antibodies identification in Ecuadorian blood banks in order to collaborate with the

preventive diagnosis of hemolytic transfusion reactions and HDNB.
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INTRODUCCION

El antigeno o factor Diego dentro de la clasificacion de los grupos sanguineos ocupa el
décimo lugar de descubrimiento entre los antigenos eritrocitarios (Soyano & Miller,
2014), a partir de este hallazgo realizado por Miguel Layrisse y Tuli Arends tomo
importancia la identificacion de este antigeno realizandose varios estudios principalmente
en grupos indigenas de poblacion venezolana y caribefia encontrandose una frecuencia
del 35,54%, esto puso en alerta a los paises latinoamericanos de la existencia de un
nuevo antigeno eritrocitario capaz de provocar la produccidon de anticuerpos que
ocasionan una enfermedad hemolitica del recién nacido (Geoff D. , 2013) (Soyano &
Miller, 2014).

Estudios posteriores demostraron que el antigeno Diego Di* a pesar de presentar una
baja incidencia en la poblacion caucasica puede producir aloinmunizacién y desarrollo de
anticuerpos anti-Di* que ocasionan reacciones hemoliticas postransfusionales (Park, y
otros, 2003). Una de las caracteristicas particulares de este anticuerpo es que puede
estar presente como una respuesta inmune o de forma natural y ocasionar una reaccion
hemolitica inmediata. Un caso reportado en la literatura relacionado con reaccion
postransfusional ocasionada por este anticuerpo fue en el trasplante de higado entre un
donante Di® positivo y un receptor con aloanticuerpos anti-Di® que ocasion6 una reaccion
hemolitica pos trasplante, otro de los problemas enfrentados en este caso clinico fue
obtener sangre libre del antigeno Di® por ser un antigeno frecuente en la poblacion
(Futagawa, y otros, 2013). Todas las investigaciones relacionadas con este antigeno
proporcionan las bases cientificas para la inclusion de su identificacion en las pruebas
rutinarias de tipificacibn sanguinea y las pre-transfusionales especialmente en
poblaciones con prevalencias significativas y poblacion indigena. En Ecuador, el INEC
establece que existe una elevada incidencia de poblacion indigena aproximadamente un
millén de habitantes, lo que determina que el 7% de la poblacién es considerada como
poblacién étnica (INEC, Instituto Nacional de Estadisticas y Censos, 2010), por lo tanto
debe ser considerada la deteccion rutinaria del antigeno Diego especialmente en mujeres

en edad feértil y antes de una transfusién sanguinea.

Investigaciones han establecido que el antigeno Diego forma parte de una proteina de la
membrana de los eritrocitos que representa el 25% del total de proteinas eritrocitaria, es
por esta razén que hoy es uno de los antigenos que debe ser identificado en poblaciones

con prevalencias altas. (Geoff D, 2013).



Este estudio determind una prevalencia del 25% de antigeno Di® distribuido en 22
provincias y de forma similar en hombres y mujeres. Asi también se identific6 una
frecuencia del 6,09% de aloinmunizaciéon por el antigeno Di® existiendo una mayor
prevalencia en la provincia de Manabi. Estos datos demuestran la necesidad de que los
bancos de sangre deben incluir en las pruebas pretransfusionales células que contengan
el antigeno Diego ya que actualmente las células adquiridas comercialmente carecen de
este antigeno, probablemente debido a esto es que existe un importante nimero de

aloanticuerpos reportados como indeterminados o no identificados.

Por otro lado la distribucién de donantes positivos para Di*® se encuentran en las
provincias de Pichincha, Manabi y Loja, mientras que los donantes portadores de
anticuerpos anti-Di® se localizan en mayor porcentaje en la provincia de Manabi, este
dato debe ser investigado en estudios posteriores para establecer las principales causas

de esta aloinmunizacion.

Una de las sugerencias al Ministerios de Salud Publica es la revision y cambio de la
normativa de seguimiento a mujeres embarazadas especialmente en la determinacion del
grupo sanguineo como herramienta para la prevencion de la enfermedad hemolitica del
recién nacido, en este estudio se establecié que el 6,30% (7/111) mujeres se encuentran
aloinmunizadas. Es importante enfatizar que los anticuerpos anti-Di® generalmente son de
tipo 1gG1 que atraviesa facilimente la placenta constituyendo un riesgo durante el
embarazo para el desarrollo de enfermedad hemolitica del recién nacido (Geoff &
Bromilow, 2010).

Los datos obtenidos en este estudio servirdAn como una base para alertar al Sistema
Nacional de Sangre de la existencia del factor Diego y sus futuras implicaciones en las

reacciones transfusionales y enfermedad hemolitica del recién nacido.

10



CAPITULO |
1.1 JUSTIFICACION

En una poblacibn que se encuentra intima y antropolégicamente relacionada con
Venezuela y otros paises latinos y en los que se ha evidenciado la presencia de
diferentes sistemas sanguineos, es necesario conocer la prevalencia de antigenos
eritrocitarios, entre ellos los relacionados al sistema sanguineo Diego, mas cuando se
conoce que la prevalencia de este sistema sanguineo en Latinoamérica es del 36%,
incidencia claramente marcada en relacion a la prevalencia mundial la cual se encuentra
focalizada en las poblaciones nativas americanas con una incidencia del 11%; 5% para
poblacion china, 12% de incidencia para la poblacion japonesa y hasta 14,5% para la
poblaciéon coreana; en contraste, en la poblacion africana y caucasica de Europa la
presencia del sistema Diego es casi nula. (Park, y otros, 2003) (Baleotti, y otros, 2014)

Adicionalmente se ha alertado que estos antigenos son inmunégenos y estan
relacionados con la produccion de aloanticuerpos causantes de enfermedades
transfusionales y muerte por enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN), (Silva,
George, & Hirtsch, 2004) (Mun & Lee, 2012), por lo que resulta de vital importancia el
escrutinio tanto del antigeno como del anticuerpo para conocer, a mas de su prevalencia,
la correlacion entre la poblacion donante portadora de los antigenos y aquella que resulta
poblacién de riesgo para desarrollar trastornos hematolégicos fatales por EHRN (Mun &
Lee, 2012).

Muchas veces la aloinmunizacién por antigenos eritrocitarios del sistema “Diego” pasa
desapercibido, y no es hasta que se presenten reacciones transfusionales o hemolisis
fatales en neonatos, cuando se determina su existencia en aquellos pacientes
involucrados, abriendo asi la duda sobre qué porcentaje de la poblacion se encuentra
expuesta a estos antigenos de manera desconocida. (Lopez & Cortina, 2000) (Park, y
otros, 2003) (Mun & Lee, 2012).

Otro aspecto para incluir al sistema Diego en las pruebas de deteccién de aloanticuerpos
en donantes de sangre y pacientes multitransfundidos, es la falta de identificacion del tipo
de aloanticuerpo, los andlisis realizados por Ulloa en el estudio retrospectivo de
anticuerpos irregulares en donantes de sangre se establecié que existe un 10% de
donantes portadores de aloanticuerpos clasificados como “no determinados” (Ulloa &
Chiriboga, 2012), es importante que sean identificados para de esa manera evitar una

transfusion no compatibles y sobretodo comunicar al donante que tipo de anticuerpos es
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portador especial en mujeres en edad fértil, una de las posibles causas de la falta de
identificacion es la utilizacion de células panel que carecen del sistema Diego.

Actualmente el sistema de salud ecuatoriano no ha realizado investigaciones de antigeno
eritrocitario Diego como parte del plan de prevencion de EHRN vy reacciones
transfusionales dejando de lado de manera erronea el estudio de este sistema sanguineo
tanto por la disponibilidad de los reactivos para determinacién en gel como por los
elevados costos de los kits de diagnéstico moleculares por ello la aglutinacion en tubo es
la técnica mas utilizada como método deteccién, ya que permite correlacionar los signos
clinicos, con la presencia de antigenos y/o anticuerpos tipo “Diego”. (Luna, 2005) (Wei,
Al-Hassan, Naim, & Knight, 2013) (Marin & Duarte, 1997).

Aplicando técnicas in vitro es factible determinar cual es la frecuencia de antigenos
eritrocitarios y anticuerpos irregulares en la poblacion de donantes que acuden al
Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana y contribuir con datos que permitan prevenir
aloinmunizaciones futuras, asi como el diagnéstico oportuno de una enfermedad
hemolitica fatal, también ayudara a la concientizacion y aplicacion de nuevas pruebas

dentro del medio transfusional.
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1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El antigeno Diego es un inmundgeno eritrocitario irregular cuya presencia induce a la
produccién de aloanticuerpos con importante significancia clinica ya que dichas
inmunoglobulinas se ven involucradas en procesos de enfermedad hemolitica del recién
nacido (EHRN) asi como en reacciones transfusionales tardias (Mun & Lee, 2012)
(Bhutani, y otros, 2013).

Dentro de este sistema sanguineo se encuentran 22 antigenos de los cuales el Di y el
Wr° son considerados de alta frecuencia mientras que los antigenos Di®y el Wr? presentan
baja frecuencia, siendo de importancia clinica los antigenos Di* y Di® por ser los
principales involucrados en reacciones transfusionales y aloinmunizacion. (Trujillo, 2012)
(Mun & Lee, 2012) (Geoff D. , 2013).

En cuanto a la EHRN, segun la Fundacion Internacional de Investigacion Pediatrica en
2013, afirma que la prevalencia de dicho trastorno es del 22% a nivel global, de los
cuales 7% corresponden a casos reportados en Latinoamérica (Bhutani, y otros, 2013).
Sin embargo se especifica que el 78% de los casos corresponden a incompatibilidad por
el sistema Rh sin determinar cuantos casos se deben a otros sistemas sanguineos, entre
ellos el sistema Diego; Venezuela en 1953 (Gottlieb,1971) reportd el primer caso de
EHRN y otros paises como México reportan sensibilizacion en el embarazo por

anticuerpos anti-Diego. (Bhutani, y otros, 2013)

En Ecuador, la informacion de la presencia de antigenos y aloanticuerpos del sistema
Diego se desconoce, y mas aun cuando se trata sobre estudios de prevalencia de dicho
sistema, en el cual la informacion resulta casi nula, de la misma manera se desconoce la
incidencia de casos de EHRN causado por sistemas sanguineos irregulares, por lo que
cabe la interrogante sobre la frecuencia con que se presenta este sistema sanguineo en
el pais tomando en cuenta que la poblacion no es de manera significativa ni
antropoldgicamente diferente al resto de la poblacion latina del continente.
Adicionalmente en el campo transfusional se ha dado mayor importancia a las
reacciones producidas por antigenos del sistema ABO y Rh dejando de lado de manera
erronea las reacciones producidas por antigenos irregulares entre ellos los del sistema
Diego. (Bhutani, y otros, 2013) (Marin y Duarte, 1997).

Pregunta de Problema: ¢Qué influencia tendra la determinacién de la frecuencia de
antigeno y anticuerpos del sistema Diego sobre la poblacion materno-neonatal y la

medicina transfusional ecuatoriana?
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de antigenos y aloanticuerpos del sistema “Diego” en donantes
de sangre del Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana mediante método de aglutinacién
en tubo.

1.3.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

e Establecer la frecuencia del antigeno Diego en donantes de sangre del Hemocentro

de la Cruz Roja Ecuatoriana durante los meses de junio 2014 a mayo 2015.

e Determinar la frecuencia de aloinmunizacién por el antigeno Diego en la poblacién de
donantes del Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana durante los meses de junio
2014 a mayo 2015.

¢ Relacionar la presencia del antigeno Diego con la procedencia, edad y género del

donante de sangre como factores predisponentes.

e Relacionar la presencia del aloanticuerpo Diego con la procedencia, edad y género

del donante de sangre para la identificacion de aloinmunizacién

1.3.3 LIMITACION DEL ESTUDIO

Una de las limitaciones del estudio constituye las dificultades en la importacion de
reactivos para la determinacion de los antigenos del sistema Diego debido a las

restricciones impuestas en el pais y la falta de fabricacién del anti-Di°.

Otra limitacion constituye la escasa informacién cientifica actualizada por lo que se han

utilizado publicaciones con una antigiiedad mayor de 5 afios.
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CAPITULO Il

2.1 MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1.1 ANTECEDENTES

En 1982 se reportd la muerte de un recién nacido por enfermedad hemolitica severa, a su
madre, de origen japonesa, no se le detectdé en el periodo prenatal la presencia de
anticuerpos irregulares anti-Di® por tratarse de un anticuerpo raro en la poblacion, este
caso fue publicado por Alves de Lima y lo menciona Silva, George y Hirtsch en su
publicacién en el afio 2004. (Silva, George, & Hirtsch, 2004).

En el afio 2003, Hundric-Haspl describen el caso de un nifio de 3 semanas de nacido con
anemia hemolitica causada por el aloanticuerpo anti-Di?, la madre era portadora de un
antigeno Di® negativo mientras que el padre fue Di® positivo, a pesar de ser considerado
de baja prevalencia en la poblacién de estudio, se demostré la capacidad antigénica que
posee este antigeno para producir EHRN (Hundric-Haspl & Sanja Balen-Marunic, 2003).
Un estudio publicado en Brasil, refuerza el argumento de que debe introducirse el
tamizaje de anticuerpos anti-Diego en estudios prenatales de forma rutinaria, debido a
que existe un aumento en los casos de enfermedad hemolitica del recién nacido por el
sistema Diego (Nardozza, y otros, 2007). Otro antigeno del sistema Diego e identificado
como causante de la enfermedad hemolitica del recién nacido fue el anti-Wr® igualmente
considerado de baja prevalencia en la poblacion en general (Squires, y otros, 2012), sin

embargo fue identificado como el causante de una reaccién hemolitica inmune.

Thompson, Childers y Hatcher en el afio de 1967 descubrieron el anticuerpo contra el
segundo antigeno del sistema Diego (Di?), en dos indigenas de origen mexicano, debido
a una reaccion hemolitica postransfusional con pruebas cruzadas compatibles (Arreygue
Avila, 2011). Martinez Alvarez y sus colaboradores afirman en su investigacion que se
han detectado 4 casos con Diego positivo en la ciudad de México, durante un periodo de
10 afios especialmente en pacientes con un amplio registro de transfusiones, y en dos
casos analizados se demostrd la presencia de anticuerpos anti-Diego positivos en un

periodo de hasta 17 afios. (Martinez, y otros, 2009).

Estudios han demostrado que el antigeno Di* es de baja incidencia entre la poblacién

caucasica (0,01%); sin embargo es elevada entre los indios americanos y poblacién de
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Asia, Mongolia; indigenas sudamericanos, chinos y japoneses; también se ha encontrado
una prevalencia entre el 8,2 al 14,7% en mexicanos-americanos; y el 22% en indigenas
mayas de Guatemala. (Park, y otros, 2003) (Gutiérrez, Lanz, Pérez Minera, &
Castellanos, 2013). En contraste, en donantes de sangre de Estados Unidos no se
identificaron antigenos del sistema Diego en la raza blanca y negra, otras investigaciones
también han establecido que no existe el antigeno Di* en individuos esquimales y
polinesios (Park, y otros, 2003). En base a estos resultados se definié al antigeno Diego
como “Factor Indigena” 6 “Factor Mongdlico” por lo que fue utilizado como marcador

antropoldgico.

Los antigenos del grupo sanguineo Diego estan adquiriendo un papel fundamental en
transfusion sanguinea, en la enfermedad hemolitica del recién nacido y en trasplante de
érganos, asi se reportaron dos casos de trasplante de higado de un donante Di* positivo
a un receptor con anticuerpos anti-Di* los que ocasionaron una leve elevacion de
bilirrubinas con una reaccién hemolitica inmediata pero al final no se observé una
reaccién inmune humoral o celular, por lo que el procedimiento resultd exitoso, a pesar de
la dificultad de encontrar concentrados globulares libres de antigeno Diego. Sin embargo
en trasplantes renales debe ser considerada la identificacion de antigenos y anticuerpos
del sistema Diego, debido a que la proteina Banda 3 esta presente en los tdbulos renales

(Sawada, y otros, 2007) (Futagawa, y otros, 2013).

Es asi, que a raiz de estos estudios se afirmé la existencia de aproximadamente 22
antigenos eritrocitarios dentro de este sistema sanguineo dato sustentado en el Reporte
de Terminologia de Grupo Sanguineo emitido en el afio 2004 por la ISBT, Sociedad
Internacional de Transfusién Sanguinea, (Trujillo, 2012). En Ecuador no se conoce hasta

la fecha la presencia del antigeno Diego y sus subtipos en la poblacion.
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2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Sistema sanguineo Diego

El Sistema Diego ocupa la décima posicién en el sistema de grupos clasificados de
acuerdo con la Sociedad Internacional de Transfusién de Sangre (ISBT), compuesto
principaimente por dos pares de antigenos denominados Di?/Di® y WrWr® la
caracteristica de estos antigenos es que estan constituidos por uno de baja incidencia y
otro de alta incidencia (Park, y otros, 2003) (Geoff D. , 2013).

Ademas de estar involucrado en reacciones transfusionales y enfermedad hemolitica del
recién nacido, los avances moleculares permitieron determinar que el antigeno Diego
forma parte de la proteina de membrana de eritrocitos conocida como banda 3 o AE1 por
sus siglas en inglés, Anién Exchanger membrer 1, y su participacién en el transporte de
aniones e intercambio de cloro (Cl-) por bicarbonato (HCO3-) es clave, por lo que la
deficiencia de esta proteina produce trastornos como: esferocitosis hereditaria y acidosis
tubular renal. (Soyano & Miller, 2014). (Figura N°1)

Figura N°1. Representacién de la banda 3 en la membrana eritrocitaria
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Autor: Ortega, 2004

Fuente: Anemias Hemoliticas

El grafico muestra las proteinas integrantes: banda 3; glucoforina C (GPC).
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2.2.2 Sistema Diego como marcador antropolégico

El descubrimiento clinico del sistema Diego abri6 otra puerta hacia el estudio
antropolégico del mismo ya que los antigenos de este sistema sanguineo son
caracteristicos y frecuentes en poblaciones especificas, es asi que el antigeno Di® por
ejemplo, es frecuente en la poblacibn mongoloide propia del sudeste asiatico, y su
prevalencia en la poblacion americana se la explica por los factores migracionales de

dicha poblacion a través del estrecho de Bering (Daniels, 2002) (Soyano A. &., 2014).

De la misma manera este antigeno es poco frecuente en la poblacién europea en la cual
el antigeno predominante es el Di°, mientras que en la poblacién de raza negra y
caucésica la presencia de antigenos del sistema Diego es casi nula. (Trujillo, 2012) (Wei,
Al-Hassan, Naim, & Knight, 2013). Es evidente que ha existido un marcado mestizaje en
todas las poblaciones a nivel mundial, al ser este sistema especifico de ciertas
poblaciones se ha podido determinar factores migratorios principalmente hacia el
continente americano donde el porcentaje de prevalencia de los antigenos de este
sistema es del 12% a nivel de la poblaciéon india México-americana. Ademas el
descubrimiento de este sistema por primera vez en Caracas, ciudad de Sud América,
permitié que se determine la incidencia de este sistema en Venezuela, presentando una
frecuencia del 29%. Otros paises de Sudamérica han sido objeto antropoldgico de
estudio determinandose asi la presencia de este sistema sanguineo en poblaciones
indigenas de Peru, Chile y Argentina asi lo menciona Truijillo en su compendio publicado
en 2012. (Trujillo, 2012).

2.2.3 Bases estructurales

Los antigenos del sistema Diego son de tipo eritroide, se encuentran localizados en la
banda 3 del eritrocito que es también conocida como CD 233 o AE1 (anion transporter 1)
(Klaus, 2009), esta es una proteina transmembrana que se encuentra multiplicada hasta
por un millén de unidades a lo largo de la membrana del eritrocito por lo que comprende
aproximadamente el 25 % del balance proteico de las células rojas. (Lin, Pavenski,
Saidenberg, & Branch, 2009) (Trujillo, 2012) (Buelvas Cortés, A., Mufiiz-Diaz, E., & Ledn
de Gonzalez, G, 2014). Estructuralmente la banda 3 contiene 911 aminoacidos
distribuidos en tres dominios, un dominio N-terminal, un dominio transmembranal de
caracter hidrofébico y un dominio C-terminal de origen citoplasmético, cada uno de ellos

constituido por 403, 479 y 29 aminoacidos respectivamente. Se conoce que sobre esta
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banda del eritrocito se encuentran los antigenos del sistema Diego, principalmente los
antigenos NFLD, ELO, Fr®, Rb? WARR, Vg?, Wd? wd®, BOW/NFLD, Wu, Jn?®/KREP,
Bp?, SW/SW1, Hg¥/Mo? Wr3Wr°, Di¥/Di®, DISK. (Trujillo, 2012) (Jarolim, 1998).

La importancia clinica de la estructura de la banda 3 y su correlacion con los antigenos
del sistema Diego se basan en que dicha banda del eritrocito se encuentra en varios
procesos fisiologicos encontrdndose relacionada directamente con la funcion renal,
debido a que la porcién citoplasmatica de la misma regula la expresion del diéxido de
carbono mediante el intercambio de cloro y bicarbonato, ademas esta proteina
transmembranal es la responsable de los procesos de senescencia y destruccion de las
células rojas y del mismo modo esta involucrada en las vias glicoliticas del metabolismo
del eritrocito y procesos hemocrémicos, por ello es que una alteracion de dicha banda
resulta en la aparicion de varios fenotipos antigénicos que conllevan a estados
patolégicos, (Tabla 1). (Lin, Pavenski, Saidenberg, & Branch, 2009) (Futagawa, y otros,
2013).

2.2.4 Bases genéticas del sistema Diego

La genética de los antigenos del sistema Diego esta ligada al gen SLC4A1 (Solute Carrier
Family 4, Anion Exchanger Member 1) el mismo que a su vez esta implicado en la
expresion de la banda 3 del eritrocito asi lo determin6 Spring y sus colaboradores en el
afio de 1992 cuando, mediante electroforesis, se encontré que en los eritrocitos Di®
positivos existia la variante Memphis Il en la banda 3, aunque nunca se determiné que
todos los hematies con la banda 3 variante Memphis fuesen Di* positivos (Junqueria,

2002) (Soyano & Miiller, 2014).

A partir de este descubrimiento se asocia la expresion del sistema Diego al cromosoma
17, especificamente en el locus q12-921, esto mediante la secuenciacion y la clonacion
del gen SLC4AL1.(Figura N°2). Al aplicar esta metodologia se dieron a conocer también
las bases moleculares del gen, se sabe que esta constituido por 19 intrones y 20 exones
de los cuales 5 son los involucrados en la codificacién de variantes fenotipicas de los
antigenos del sistema Diego. (Baleotti, 2003) (Geoff D. , 2013)
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Figura N°2. Cromosoma 1 SLC4A1 gene7
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Autor: Genetics ho'r-ne referencé-, 2015

Fuente: National Library of Medicine

Localizacién del gen SLC4AL1 en el cromosoma 17: posicion 21.31

El estudio molecular del gen codificante de la banda 3 se logré determinar la mutacién
causante de la expresion de los antigenos del sistema Diego, es asi que para el antigeno
Di® positivo la causa es una mutacién simultdnea que se basa en la sustitucion de
nucleétidos de citosina por timina en la posicién 2561, que desencadena la expresion de
leucina por prolina, mientras que en los individuos Di® positivos, no hay cambio en la
citosina de posicion 2561 lo que determina que el aminoacido 854 siga siendo prolina
(Figura N°3). (Daniels, 2002) (Geoff D. , 2013).

Figura N°3. Polimorfismo de la expresion del antigeno Di
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Autor: Costa Nufes, 2004

Fuente: Estudio del polimorfismo del Sistema Diego

Grafico muestra el polimorfismo entre el Di® y Di° en la banda 3: 854 leucina causante de la

expresion del antigeno Di® y prolina del Di°. Fuente: (Costa Nunes da Cunha Cozac, 2004).
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Los antigenos del par Wr (a+, b+) deben su expresibn a una mutacion en la cuarta
porcion proteica correspondiente a los aminoécidos extracelulares, siendo asi que la
expresion de los antigenos Wr* y Wr® esta condicionada al cambio del aminoacido de
posicion 658 siendo este lisina por el &cido glutamico. En cuanto a la variante Memphis la
sustitucién es de una adenina por una base guanidica en la posicién 166 del exén 4, lo
gue desencadena en la codificacion de acido glutdmico en lugar de lisina en la posicién
56 del dominio N-terminal, porcion citoplasmética. (Junqueria, 2002) (Buelvas Cortés, A.,
Mufiz-Diaz, E., & Ledn de Gonzalez, G, 2014) (Figura N°4) (Trujillo, 2012)

Figura N°4. Polimorfismo de la expresion del antigeno Wr
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Autor: Costa Nufies, 2004

Fuente: Estudio del polimorfismo del Sistema Diego

Gréfico muestra el polimorfismo entre el Wr®y Wr° en la banda 3: 658 lisina causante de la

expresion del antigeno Wr® y acido glutamico del wr®

Existe una amplia expresion de los alelos codificantes de los antigenos del sistema
Diego, de tal manera que la frecuencia del gen es del 40% en la poblacién indigena de

Sur América.

El gen también presenta amplias frecuencias en Centro América mientras que en la
poblacion indigena de América del Norte son pocos los casos registrados, en el este de
Asia la frecuencia es del 1 al 5 % mientras que en Korea y en el Tibet la poblacion en la
que se expresa el gen varia entre el 7 y el 8 %. Por otro lado la expresion del alelo Di®

positivo es frecuente en todas las poblaciones. (NCBI, 2012).
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2.2.5 Antigenos del sistema Diego

El sistema sanguineo Diego cuenta con 22 antigenos eritrocitarios de los cuales el
fenotipo Di’y el Wr” son considerados de alta frecuencia mientras que el los antigenos Di?
y el Wr? son considerados de frecuencia baja, de la misma manera se determina que
aquellos antigenos con caracteristica inmundgena son los antigenos Di® y Di’ ya que son
principales involucrados en enfermedad hemolitica del recién nacido y en reacciones
transfusionales tardias, aunque se ha evidenciado pacientes sanos con un fenotipo Di"
débil. Se sabe que estos antigenos ya se encuentran desarrollados al momento de nacer
(Trujillo, 2012) (Buelvas Cortés, A., Mufiiz-Diaz, E., & Le6n de Gonzélez, G, 2014)

En el afio 2004 la Sociedad internacional de Transfusion Sanguinea determind y clasifico
17 de los antigenos del sistema Diego hasta entonces conocidos, y a partir de entonces
se han descubierto nuevas variantes antigénicas en los que se incluyen el antigeno Fr?,
SW1, Sw?2, DISK y el Di (a-b-) o fenotipo nulo, completando los actuales 22 antigenos
del sistema Diego (Tabla 1). El fenotipo nulo no se habia encontrado en personas sanas
debido a que se trataba de una variante altamente inmundgenicos que desencadenaba
reacciones consecuentemente fatales. (Daniels, 2002) (Geoff D. , 2013) (ISBT, 2004)
(Storry, 2014)

La denominacién del antigeno Diego null o Diego nulo se debe al reporte de un caso en
el que se evidencié la completa ausencia de la banda 3 en los eritrocitos del paciente por
lo que se considera un antigeno Diego (a-b-). Asi mismo se han evidenciado antigenos
del sistema Diego en la banda 3 de glébulos rojos anormales implicados en procesos de
adhesion principalmente por contagio de malaria. (Trujillo, 2012) (Buelvas Cortés, A.,
Mufiz-Diaz, E., & Ledn de Gonzalez, G, 2014).

Finalmente en un ensayo basado en electroquimiomicroscopia, en el que se us6 una IgG
marcada con ferritina, se logré determinar la porcién de antigenos sobre un eritrocito Di°
positivo, en el que el resultado fue 15400 unidades del antigeno por célula roja,
(Masouredis, Sudora, Mahan, & Victoria, 1980) estudio con el que se determina la
importancia del conocimiento del potencial imundgeno de los antigenos pertenecientes a
este sistema sanguineo irregular. (Alves de Lima, 1982) (Buelvas Cortés, A., Mufiiz-Diaz,
E., & Ledn de Gonzélez, G, 2014). (Figura N°5)
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Tabla 1: Antigenos del Sistema Diego.

DI*02 codifica Di® , Wr° , DISK

Fenotipo ISBT Nombre del  Cambio de Exén Cambio del
alelo nucleotido aminoécido
DI:1,-2 o Di (a+b-) DI*01 o Di* 2561 C>T 19 Pro 854 leu
DI:-1,2 o Di (a-b+) DI*02 o Di° 2561 C 19 Pro 854
DI:3,—4 o Wr (a+b-) DI*02.03 1972 G>A 16 Glu 658 Lys
DI:5 o Wd?* DI*02.05 1669 G>A 14 Val 557 Met
DI:6 o Rb? DI*02.06 1643 C>T 14 Pro 548 Leu
DI:7 o WARR+ DI*02.07 1654 C>T 14 Thr 552 lle
DI:8 0 ELO+ DI*02.08 1294 C>T 12 Arg 432 Trp
DI:9,-22 0 Wu+, DI*02.09 1694 G>C 14 Gly 565 Ala
DISK-
DI:10 o Bp? DI*02.10 1707 C>A 14 Asn 569 Lys
DI:11 o Mo?® DI*02.11 1967 G>A 16 Arg 656 His
DI:12 o Hg* DI*02.12 1966 G>T 16 Arg 656 Cys
DI:13 o Vg? DI*02.13 1663 T>C 14 Tyr 555 His
DI:14 o Sw* DI*02.14.01 1937 G>A 16 Arg 646 GIn
DI:14 o Sw* DI*02.14.02 1936 C>T 16 Arg 646 Trp
DI:15 o BOW+ DI*02.15 1681 C>T 14 Pro 561 Ser
DI:16 o NFLD+ DI*02.16 1287 A>T, 12; Glu 429 Asp
1681 G>G 14 Pro 561 Ala
DI:17 0 Jn? DI*02.17 1696 C>T 14 Pro 566 Ser
DI:18 0 KREP+ DI*02.18 1696 C>G 14 Pro 566 Ala
DI:19 0o Tr? DI*02.19 1653 C>G 14 Lys 551 Asn
DI:20 o Fr* DI*02.20 1438 G>A 13 Glu 480 Lys
DIl:21 o SW1+ DI*02.21 1936 C>T 16 Arg 646 Trp
Fenotipo Nulo
Di (a—b-) DI*02N.01 1462 G>A 13 Val 488 Met

Autor: Storry, 2014

Fuente: Sociedad Internacional de Transfusién Sanguinea, 2014
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Figura N°5.Distribucién de los antigenos del sistema Diego en Banda 3
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Grafico muestra los mltiples antigenos del sistema Diego en la banda 3.

2.2.6 Anticuerpos anti-Diego

Fue en el afio de 1967 cuando se detecté por primera vez un anticuerpo anti-Di°, esto
ocurri6 en un paciente de origen latino con un amplio registro de transfusiones
sanguineas, sin embargo los reportes de casos en los que se especifica la presencia de
anti-Di® son escasos, apenas se describen 15 casos a nivel internacional. (Martinez, y
otros, 2009). Se han reportado varios casos de presencia de otros anticuerpos de mayor
frecuencia entre ellos el anti-Di®, casos en los que se han visto involucradas
principalmente mujeres embarazadas por lo que se determina que la via perinatal es la
principal forma de sensibilizacion para el desarrollo de trastornos hemoliticos (Silva,
George, & Hirtsch, 2004). Por otro lado los anticuerpos anti Wr® y anti-Wr® fueron
descubiertos en 1953 y en 1971 respectivamente, siendo estos hallados en pacientes
politransfundidos con presencia de enfermedad hemolitica leve. (Trujillo, 2012) (Buelvas
Cortés, A., Mufiiz-Diaz, E., & Le6n de Gonzélez, G, 2014) (Geoff D., 2013)

Los anticuerpos anti-Diego son principalmente inmunoglobulinas del tipo IgG (Silva,
George, & Hirtsch, 2004) (Geoff D. , 2013) aunque también se han reportado casos de
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anticuerpos del tipo IgM, siendo estos de baja frecuencia. (Daniels, 2002) Dentro de los
anticuerpos del tipo IgG estan el anti-Di® y anti Di° que son los causantes de reacciones
hemoliticas transfusionales y neonatales, dichos trastornos pueden ser leves o
evolucionar hasta volverse trastornos severos (Martinez, y otros, 2009). Del mismo modo
los anti-Wr? y anti-Wr® asi como el anti-ELO se los ha clasificado como anticuerpos con
importancia clinica mientras que el resto de antigenos anti-Diego no presentan valor
clinico significativo. (Daniels, 2002) (Buelvas Cortés, A., Mufiz-Diaz, E., & Ledn de
Gonzélez, G, 2014)

La importancia clinica que presentan los anticuerpos anti-Di®y anti-Di® ha hecho que sean
el foco de varios estudios mediante los cuales se ha demostrado que estas
inmunoglobulinas fijan fuertemente el complemento produciendo un alto factor de
adherencia, favoreciendo la fagocitosis con los eritrocitos Di* y Di’ positivos
respectivamente (Trujillo, 2012) (Daniels, 2002) (Geoff D., 2013).

El escrutinio de los anticuerpos anti-Diego se los realiza mediante la técnica de
antiglobulina indirecta, o Coombs indirecto, sin embargo el potencial inmunégeno de los
del tipo anti-Di® y anti-Di® hacen que estos aglutinen directamente con eritrocitos positivos
para su respectivo antigeno. (Daniels, 2002) (Bhutani, y otros, 2013) (Baleotti, y otros,
2014).

La importancia clinica y transfusional de este sistema ha hecho que sea de vital
importancia la incorporacion de los antigenos del sistema Diego en paneles celulares
para el escrutinio de anticuerpos anti-Diego. Actualmente en Japon se ha desarrollado un
antisuero monoclonal anti-Di® cuyas clona HMR15 aglutina directamente con eritrocitos
positivos hacia su antigeno Di® mientras que la clona HMR22 aglutina con células
positivas para su respectivo antigeno mediante la técnica de antiglobulina humana
directa. (Miyazaki, Sato, Kato, & Ikeda, 2000) (Daniels, 2002)

La aplicacion de paneles celulares Diego positivo como la utilizacién de un antisuero para
la determinacion directa de antigenos Diego en eritrocitos es un importante paso el para
obtener un diagndstico preventivo en mujeres embarazadas y en pacientes transfundidos
de manera oportuna, haciendo de las técnicas in vitro los procedimientos de diagnéstico

de primera mano. (Silva, George, & Hirtsch, 2004)
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2.2.7 Clinica del sistema Diego

Se sabe que los antigenos del sistema Diego son altamente inmundégenos, es asi que al
entrar en contacto con el sistema inmune inducen a la sensibilizacion y produccién de
anticuerpos frente a dichos antigenos, a partir de esto se desarrollan dos trastornos
hematoldgicos relevantes, las reacciones transfusionales y la EHRN, ambas causadas
por el contacto transfusional con antigenos del sistema diego, principalmente el Di?, y por
la consecuente sensibilizacién inmunoldgica del paciente transfundido como de la
aloinmunizacién materno fetal. (Figueroa, 2013) En ambos casos la respuesta inmune
puede ser leve o derivar a moderada, inclusive inducir una respuesta inmunolégica tan

severa que conlleve a la muerte del individuo. (Luna-Gonzales, 2005)

2.2.7.1 Reacciones Transfusionales asociadas a la inmunizacién por

antigenos del sistema Diego

Las reacciones transfusionales son trastornos de hipersensibilidad de tipo 2 en los que se
produce una respuesta inmunolégica exacerbada debido al contacto del paciente
transfundido con moléculas antigénicas sobre la superficie de la membrana de los
eritrocitos contenidos en el CGR (O'Connell, Bare, Hinkle, & Cheever, 2010), este tipo de
reacciones transfusionales son exclusivamente de caracter inmune y sus manifestaciones
caracteristicas son la presencia de fiebre y urticaria, relacionadas directamente a la
hemdlisis eritrocitaria, y en casos severos se puede llegar a un choque anafilactico.
(Luna-Gonzales, 2005).

Las reacciones transfusionales asociadas a antigenos del sistema Diego pueden ser
inmediatas o tardias (Trujillo, 2012) es decir que dependen del tiempo en que se
presentan las manifestaciones clinicas, siendo inmediatas cuando estas aparecen dentro
de las primeras 24 horas de la administracion del paquete globular o tardias cuando la
reaccion se produce posterior a las 24 horas de la transfusion. (Martinez, Rivero, &
Fernandez, 2015). Es asi que en 2012 en Korea se reporta un caso de reaccion
transfusional inmediata tras la administracion de una unidad de CGR como procedimiento
compensatorio tras un proceso quirdrgico a un paciente de 75 afios de edad de sexo
femenino, cuyo previo resultado a la identificacion de anticuerpos irregulares fue
negativo, la reaccién desencadend hemoglobinuria moderada una hora después de
finalizada la transfusion, sin que la paciente presente otras manifestaciones clinicas
relevantes. En un nuevo estudio se determina que la paciente es entonces positiva para

anticuerpos anti-Di® y se presume que su sensibilizaciéon ocurrié dos semanas antes del
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episodio hemolitico debido una transfusion previa de dos unidades de CGR realizada
posterior a otra cirugia ajena al caso mencionado. (Sung Ha Mun, 2012).

2.2.7.2 Enfermedad Hemolitica del Recién Nacido asociada al sistema Diego

La Enfermedad Hemolitica del Recién Nacido es un trastorno inmuno-hematol6gico
causada por la incompatibilidad existente entre los anticuerpos maternos y las células
rojas fenotipicamente diferentes del recién nacido (Barrera Andocilla, 2011), provocando
una hiperbilirrubinemia debido a la liberacibn de la hemoglobina causada por la
destruccion de los eritrocitos fetales, es comin que este trastorno se deba a la
incompatibilidad por el sistema ABO y Rh, sin embargo existen grupos sanguineos entre
ellos el sistema Diego cuyos anticuerpos especificos maternos predisponen al desarrollo
de la enfermedad. (De Alarcén, Werner, & Christen, 2013)

Existen varios reportes de casos de EHRN causados por anticuerpos pertenecientes al
sistema Diego, es asi que el punto de partida para la investigacién de dicho sistema es el
fallecimiento de un recién nacido de raices latinas que desarrolla hiperbilirrubinemia
durante tres dias hasta su fallecimiento, posteriormente se determina que se traté de una
reaccion hemolitica materno fetal por anticuerpos anti-Di* (Soyano & Miuller, 2014). A
partir de este caso existen varios casos en los que se determinan anticuerpos del sistema
Diego como lo causantes de la hemdlisis neonatal, es asi que en 2007 se presenta un
nuevo caso de anemia hemolitica causado por anti-Di* en dicho reporte presentado por
Sun Min Lee se detalla la presencia de hiperbilirrubinemia en un infante nacido a término,
por lo que es ingresado al tercer dia de nacido a tratamiento con fototerapia y
exanginotransfusion debido a la severidad de la reaccion hemolitica, si bien las pruebas
de rutina realizadas a la madre para la determinacién de anticuerpos irregulares fueron
negativas, se evidencido mediante pruebas in vitro la incompatibilidad del suero materno
con las células de neonato, las mismas que dieron positivas tanto para la presencia de
antigeno Diego Di* como para la prueba de Coombs directo, se encontr6é también que la
madre estaba sensibilizada mediante la prueba de su suero con células panel que

incluian al antigeno Di®. (Sun Min Lee, y otros, 2007)

Se han evidenciado varias casos de enfermedad hemolitica del recién nacido como de
reacciones transfusionales en las que se ha involucrado al sistema Diego, por lo que se
resalta la importancia de incluir a este sistema en el protocolo de rutina para la

determinacién de sistemas sanguineos irregulares.
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2.2.8 Método de deteccion de antigenos y aloanticuerpos del sistema Diego

Actualmente existen varios métodos para la determinacion de antigenos y anticuerpo de
sistemas sanguineos irregulares, entre ellos los pertenecientes al sistema Diego. La gran
mayoria se basan en la reaccion de aglutinacion con especificidad entre antigeno y
anticuerpos (Luna-Gonzales, 2005) siendo uno de ellos parte de un kit de diagnéstico
comercial y otro contenido en la muestra del paciente, de tal manera que si se busca la
presencia de un anticuerpo irregular son las células positivas, en este caso células Di?,

las que corresponden al kit comercial de diagnéstico y viceversa. (Almonacid, 2014)

2.2.8.1 Aglutinacién en tubo, reaccidon antigeno-anticuerpo in vitro

La aglutinacién en tubo o método in vitro se basa en la reaccion de células comerciales
con suero del donante en un tubo de ensayo, el mismo que se incuba a 37° C para su
lectura mediante reaccion de Coombs indirecto (Almonacid, 2014) Si existiese reaccion
antigeno anticuerpo se espera que los anticuerpos anti-lgG presentes en el reactivo de
Coombs formen un complejo llamado aglutinado el mismo que se ve como un botdn
compacto de células en el fondo del tubo. (Garibay Escobar, 2006) La presencia del
aglutinado indica que en la muestra existe el anticuerpo irregular, para las células
comerciales Di® positivas el anticuerpo encontrado sera el anti-Di®. Para la determinacién
in vitro de antigenos irregulares es necesario realizar una suspension de células del
donante y probarlas con los anticuerpos monoclonales comerciales especificos, y a partir
de entonces continuar con el protocolo establecido segun la Asociacion Americana de
Banco de Sangre. (AABB, 2014)

2.2.8.2 Microaglutinacién o técnica en gel

La técnica de aglutinacién en gel es una técnica basada en la formacién del aglutinado
por una reaccion antigeno-anticuerpo, el mismo que de existir, se mantiene retenido en la
superficie de un microposillo contenido en el casette de diagndstico, cuando no existe
aglutinacion es indicativo de que no se ha realizado la reaccién antigeno-anticuerpo por
lo que después de la centrifugacion del casette la suspension de células migra a través
del gel completamente hacia el fondo, resultado que se debe interpretar como negativo.
(Almonacid, 2014) Para la determinacién de anticuerpos irregulares, incluidos el anti-Di?,
la columna de gel debe tener una suspension de baja fuerza i6nica conocida como LISS
conjugada con la AHG propia del reactivo de Coombs. (AABB, 2014) La cantidad de la
suspension celular que migra por la columna determina la fuerza de la reaccion antigeno-

anticuerpo por los que se han establecidos patrones de lectura los mismos que se

28



determinan por cruces desde positivo fuerte hasta negativo o indeterminado por
presencia de poblacion celular mixta. (Golffed, 2014)

Figura N°6. Patrones de lectura para la técnica de aglutinacion en gel
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Autor: Golffed, Jorge, 2014
Fuente: Microtécnica de Aglutinacion en Gel

Patrones de lectura para la técnica de aglutinacién en gel.

2.2.8.3 Deteccion de antigenos del sistema Diego por métodos de biologia

molecular.

Los moleculares métodos de deteccién de antigenos irregulares se basan en la aplicacién
de la PCR o Reaccién en Cadena de la Polimerasa utilizando secuenciadores de
iniciacion especificos o primers (Pham, y otros, 2013). En el caso especifico para la
determinacion de antigenos del sistema Diego se utilizan secuenciadores de iniciacion
especificos para el cromosoma 17 en el que se encuentra el gen SLC4A1, el mismo que
codifica la expresion de los antigenos eritrocitarios del sistema Diego. En un estudio
realizado en México se logré amplificar las secuencias codificantes para el antigeno Di®y
para el antigeno Di°, utilizando como referencia marcadores de peso molecular obtenidos
de pacientes control positivos para los antigenos Di®y Di°. El resultado fue de 139 y 129

pares de bases respectivamente para cada antigeno. (Martinez, y otros, 2009)

Los métodos moleculares abren la puerta hacia un nuevo y mas especifico diagnéstico de
los antigenos involucrados en trastornos hemoliticos y transfusionales sin embargo dejan

de ser reproducibles por el tiempo, equipamiento y costo de dichos procedimientos.
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2.2 MARCO CONCEPTUAL

Antigeno: Cualquier sustancia, molécula o microorganismo que al ingresar el cuerpo,

provoque la respuesta del organismo a la produccién de anticuerpos. (Collin, 2014)

Anticuerpo: Sustancia o molécula producida por el cuerpo en respuesta a la exposicion
de una sustancia extrafia con caracteristicas especificas y antagénicas al mismo. (Collin,
2014)

Inmunizaciéon: Exposiciébn de un antigeno con la capacidad de iniciar la respuesta de
produccién de su anticuerpo especifico, sea por la inyeccidon del antigeno o por la

exposicion involuntaria del cuerpo ante el mismo. (Collin, 2014)

Aloinmunizacion: Produccion de anticuerpos de un individuo con especificidad a células
o tejidos de otro, ambos de la misma especie, usualmente madre a hijo en el embarazo.
(Federal, 2010)

Hemdlisis: Destruccién y fragmentacion de los glébulos rojos con liberacién de
hemoglobina. (Dorland, 2011)

Aglutinacién: Fendmeno basado en la uniéon del antigeno varios de sus respectivos

anticuerpos para formar una particula mayor llamada aglutinado. (Martin, 2010)

Inmunoglobulinas: Moléculas derivadas de las proteinas plasmaticas que cumplen

funciones inmunitarias al actuar como anticuerpos. (Dorland, 2011)

Inmundgeno: Término general para toda sustancia que desencadene una reaccion de
inmunidad (Dorland, 2011)

Fenotipo: Caracteristicas expresadas en un individuo por la accién genética sean 0 no

estas de cardcter hereditario. (Collin, 2014)

Ictericia: Coloracién atipica amarillenta en la piel, secreciones y mucosas como

consecuencia de la acumulacion de pigmentos biliares. (Collin, 2014)

Test de Coombs o Antiglobulina Humana Indirecta: Reaccion que permite determinar
la presencia de anticuerpos anti-globulos rojos provenientes de la madre en las células
rojas del hijo mediante metidos de aglutinacion. (Baptista, Hernandez, Galindo,
Santamaria, & Rosenfeld, 2009)
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Poblacion Mongoloide: Poblacion originaria asiatica con marcadas caracteristicas
mongolas, piel amarilla, cara redonda, o0jos pequefios y rasgados, generalmente de
estatura corta. (Trujillo, 2012)

Poblacién Caucésica: Grupos humanos de piel blanca, cabello claro o variable
generalmente biraciales originarios de las montafias del Caucaso. (Junqueira P. , 2002)

Bilirrubina: Compuesto pigmentado amarillo producto del metabolismo de la
hemoglobina liberada en la destruccion de los eritrocitos en las células del reticulo
endotelial. Usualmente es el compuesto causante de la ictericia cuando esta presente en

mucosas Y tejidos. (Dorland, 2011)

Homeostasis: Estado de equilibrio organico y sistémico de las condiciones fisiolégicas

del cuerpo con su medio externo. (Martin, 2010)

Aminoéacido: Unidad estructural de las proteinas, es una biomolécula que contiene un

grupo amino NH, y un grupo carboxilico acido COOH. (Dorland, 2011)

Senescencia: Variaciones fisicas y fisioldgicas ligadas al tiempo. Sinénimo de

envejecimiento. (Dorland, 2011)

Exdn: Fragmento de la cadena de ADN capaz de convertirse en ARN para la codificacion
de aminoécidos y posterior sintesis de proteinas. (NHGRI, 2014)

Intrén: Fragmento de AND de un mismo gen que se encuentra separado de los exones

por los que no codifican aminoacidos. (NHGRI, 2014)

Gen: Unidad funcional de ADN que forma parte del genoma humano. Contiene toda la
informacion genética necesaria para la expresion de los factores hereditarios. (NHGRI,
2014)

Alelo: Corresponde a las dos unidades de un mismo gen. En los humanos un gen esta

compuesto por dos alelos heredados uno del padre y otro de la madre. (NHGRI, 2014)

Antisuero: Suero de un individuo que ha sido expuesto a un antigeno y haya producido

inmunoglobulinas especificas a dicho antigeno. (Collin, 2014)

Monoclonal: Referente a anticuerpos producidos por una sola clona de linfocitos B y que
reconocen especificamente a un epitope de su respectivo antigeno. (Ruiz, Moreno,
Lopez, & Vega, 2007).
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CAPITULO Il

3.1 MARCO METODOLOGICO

3.1.1 MATERIALES Y METODOS

3.1.1.1 Tipo de Estudio: Es un estudio de tipo descriptivo de corte transversal ya que
se determind la frecuencia y prevalencia de antigenos y anticuerpos del sistema Diego en

la poblacién donante en un periodo de tiempo previamente delimitado.
3.1.1.2 Tipo de Muestreo: Se realiz6 un muestreo aleatorio simple.

3.1.1.3 Tamafio de Muestra: Para el célculo del tamafio de muestra se utilizd la
siguiente férmula tomando en cuenta un nivel de confianza del 95% y un error de
muestreo del 0.05%; ademas se conoce que la totalidad de donantes del Hemocentro de

la Cruz Roja Ecuatoriana es de 120000 donantes anuales.

N*zz*p*q
n= A2 (N—1)+ Z22prq Doénde:
n = Tamafo de la poblacién
N = Paoblacion conocida
120000 * 1.96% * 0.5 * 0.5 ..
n p = Porcién esperada

= 0.052 + (120000 — 1) + 1.962 % 0.5 * 0.5
q=1-p

d = Precisidn del estudio

_ 120000 * 3.84 * 0.5 * 0.5
"= 0.0025 * 119999 + 3.84 % 0.5 0.5

n = 383

Decision: En Ecuador no existen estudios publicados donde se determine la prevalencia
de aloanticuerpos ni de antigenos del sistema Diego en donantes de sangre, por lo tanto
se asume una proporcion esperada del 50 %, ademas tomando en cuenta la totalidad de
donantes anuales que acuden al Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana es de 120000,
con un nivel de confianza del 95% y un error del 5%, se determina una muestra de 383

donantes tanto para la investigacion de aloanticuerpos y antigenos del sistema Diego.
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3.1.1.4 Criterios de Inclusion: Todos los donantes de sangre que han cumplido con

los criterios de aceptacion de la Organizacion Mundial de la Salud.

3.1.1.5 Criterios de Exclusion: Todos los donantes de sangre que no han sido
aceptados por no cumplir con los criterios de aceptacion de la Organizacién Mundial de la
Salud.

3.1.1.6 Andlisis Estadistico: Para el andlisis estadistico de los resultados obtenidos
se utilizo estadistica descriptiva basandose en la aplicacién del software informético IBM
SPSS Statistics version 22.0, esto con la finalidad de determinar de manera efectiva la
prevalencia de aloanticuerpos anti-Di* y antigeno Di® en la poblacién de donantes del
Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana, ademas dicha aplicacion informética nos
permitié también identificar la prevalencia basada en las variables del estudio asi como
en los criterios de inclusion. Para la correlacién entre variables independientes se utilizo

el analisis de Chi-cuadrado.

3.2 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

3.2.1 Variable dependiente: Frecuencia de antigenos y anticuerpos del sistema
Diego.
3.2.2 Variable independiente: Donantes voluntarios, edad, género, procedencia,

alelos, anticuerpos irregulares.
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Operacionalizacion de la Variables

VARIABLE - -
DEPENDIENTE DEFINICION DIMENSION INDICADORES INSTRUMENTO DE MEDIDA
Antigenos del Sistema Proteinas de la membrana eritrocitaria. (Truijillo, 2012) Cualitativo Donantes Positivos para el antigeno Prueba de aglutinacion en tubo utilizando un
Diego Di® /Total de donantes analizados antisuero monoclonal reactivo para antigenos Di?
Aloanticuerpos anti- Son anticuerpos expresados como respuesta inmune a la exposicion Cualitativo Donantes Positivo para anticuerpos Prueba de aglutinacion en utilizando células
Diego ante los antigenos eritrocitarios diferentes a los que presenta el Di/ Total de donantes analizados comerciales positivas para los antigenos Diego.
receptor.
(Martinez, y otros, 2009) Donantes Negativo para anticuerpos
Di?/Total de donantes analizados
VARIABLE - - -
INDEPENDIENTE DEFINICION DIMENSION INDICADORES INTRUMENTOS DE MEDICION
Donantes de sangre Es un individuo que de manera voluntaria y en pleno uso de sus Cualitativo Total de donantes participantes en Formulario de aceptacién de donantes.
facultades accede a dar parte de su sangre para que esta sea el estudio
usada con fines terapéuticos (Duefias, 2003)
Sexo o Género Identificacion fisica y sicoldgica que diferencian a un hombre de una Cualitativo Porcentaje de donantes de género Formulario de registro del donante.
muijer. Femenino
Porcentaje de donantes de género
Masculino
Edad Tiempo comprendido entre el nacimiento y el estado actual de un Cuantitativo Total donantes entre las edades de Formulario de Registro del donante.
individuo expresado en afios. 18 — 25 afios/ Total donantes
Total donantes entre las edades de
26 — 50 afios/ Total donantes
Total donantes entre las edades >50
afios/ Total donantes
Procedencia Lugar de nacimiento Cualitativo Total de donantes por provincias / Formulario de registro del donante.
Total donantes que acuden al
Hemocentro nacional
Donantes de sangre Es un individuo que de manera voluntaria y en pleno uso de sus Cualitativo Total de donantes participantes en Formulario de aceptacion de donantes.
facultades accede a dar parte de su sangre para que esta sea el estudio.
usada con fines terapéuticos (Duefias, 2003)
Sexo o Género Identificacion fisica y sicolégica que diferencian a un hombre de una Cualitativo Porcentaje de donantes de género Formulario de registro del donante.
muijer. Femenino
Porcentaje de donantes de género
Masculino
Alelos Formas alternativas de un gen Cualitativo Total de alelos tipo Di*/Total de Presencia o ausencia de aglutinaciéon

individuos negativos para el
antigeno
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3.3 MATERIALES Y PROCESO

3.3.1 Materiales

Tubos de ensayo de vidrio de 5mL

Pipetas autométicas 10-50ul

Tarjetas de gel neutro

Serofuga

Puntas plasticas de pipeta de 10uL a 100 pL
Termobloque

Lampara de Aglutinacion

NN N N N NN

Lupa de lectura

3.3.2 Reactivos

Células comerciales Diego Di*+ , Marca BIORAD
Anti-Di* Marca BIORAD

Solucion de LISS

Células Panel (BIORAD).

Albdmina 30%

Coombs (antiglobulina humana)

AN NN Y NN

3.3.3 Control de calidad

Las pruebas se basan en el principio de reaccion antigeno anticuerpo, en el que las
células comerciales representan el antigeno y las inmunoglobulinas especificas del
paciente los anticuerpos. De haber reaccion se evidencia aglutinacion (Asociacion

Americana de Bancos de Sangre, 2012).

Dentro de las limitaciones de la prueba es la presencia de falsos positivos asi como de
falsos negativos en las pruebas debido a contaminacion de las muestras, efectos pro-
zona, variables en las temperaturas de reaccion e incubacion, es por esta razén que se
llevé un estricto control de estas variables. Para evaluar la calidad se realizaron controles
de calidad en los que se examinaron la avidez, la potencia y el aspecto general de los
reactivos de aglutinacion con el fin de determinar su limite de reaccion mediante
diluciones (AABB, 2012) (Anexo 1). Ademas se utilizé un control de calidad interno para

la evaluacién del suero policlonal anti-Di?, utilizando células comerciales Di? (Vitro).
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3.3.3.1 Control de calidad de los reactivos anti-Di?

Prueba de avidez:

1. Sangre con EDTA o un segmento de manguera de la unidad de sangre.
Colocar 1 gotas de sangre total y 1 gota del reactivo sobre un portaobjetos.

3. Con el uso de un cronémetro tomar el tiempo de reaccion desde el momento
de la union de la sangre y el reactivo

4. Observar el inicio de la aglutinacion con la ayuda de la lampara de lectura y
anotar el tiempo en que se forma la aglutinacién (Asociacion Americana de

Bancos de Sangre, 2012).
Prueba de potencia:

1. Enumerar los tubos de acuerdo a la dilucién a procesar.
Utilizar células comerciales Di*

3. Preparar dilucion con solucion salina de cada reactivo individualmente desde
1:2 hasta 1:512

4. Colocar 2 gotas de la suspensién de eritrocitos en cada tubo de diluciéon que
contenga 2 gotas del reactivo diluido.
Incubar a 37°C por 15 minutos
Centrifugar a 3.000 rpm por 15 segundos.
Observar la aglutinacién y continuar con el lavado en solucién salina al 0,85%
por tres veces.
Colocar dos gotas de Coombs y centrifugar 15 segundos
Observar la aglutinacion con la ayuda de la lampara de lectura y anotar la
mayor dilucion a la que llega cada reactivo en su aglutinacion (Asociacion

Americana de Bancos de Sangre, 2012)
Prueba de especificidad:

Enumerar los tubos como Di®
Utilizar las células comerciales Di*
3. Colocar 2 gotas de la suspension junto con 2 gotas de cada reactivo,
respectivamente.
Incubar a 37°C por 30 minutos.
Una vez concluido el tiempo centrifugar durante 15 segundos a 3.000 rpm.

Observar la presencia de aglutinacién y leer.
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Lavar tres veces con solucion salina al 0,85%.
Colocar dos gotas de Coombs.
Centrifugar a 3.000 rpm por 15 segundos.

10. Observar aglutinacion en este caso, todos son especificos para el antigeno
gue se muestra en el reactivo. (Asociacion Americana de Bancos de Sangre,
2012)

3.3.3.2 Control de calidad de Células Diego Di*
1. Observar la apariencia de las células en busqueda de patrones de hemodlisis
contaminacién de acuerdo a las recomendaciones de la AABB. En cada ensayo

se utilizara un suero positivo para anti-Di®.

3.4 PROCEDIMIENTO

Ese estudio se realiz6é en cinco fases:

3.4.1 Fase Uno: Obtencion de permisos de la institucion: Centro de Investigacion en
Enfermedades Infecciosas mantiene una colaboracion investigativa con el Hemocentro
por lo que fue aceptada la realizacién de este estudio.

Consentimiento Informado: todos los donantes aceptan el uso de su sangre y la
realizacion de pruebas antes de su uso por lo que no se requiere de consentimientos

extras, ademas no se tiene contacto directo y los datos llegan codificados (Anexo 1).

3.4.2 Fase Dos: Eleccion de los concentrados de glébulos rojos: se utilizd un muestreo
aleatorio simple mediante el calculo basado en la aplicacion de una férmula en el
programa informético Excel version 2013 (Anexo 2).

Control de Calidad siguiendo el mismo protocolo del AABB, 2012 para evaluar reactivos
gue determinar antigenos en la sangre del paciente (Anexo3)

Control de Calidad de las células este proceso se realizé con el antisuero comercial

marca BIO-RAD vy siguiendo el protocolo de deteccién de aloanticuerpos.

3.4.3 Fase Tres: Deteccion de anticuerpos anti-Di*

1. Enumerar e identificar los tubos con la respectiva numeracién de la muestra
2. Colocar una gota del suero del donante previamente descongelado en el tubo de

reaccion
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3. Colocar una gota de las células comerciales Di®+ y reaccionar con el suero del
donante.

Observar y evaluar la aglutinacion.

En los casos de aglutinacion parcial, agregar una gota de albumina

Incubar a 37°C por 15 minutos

Repetir la lectura de aglutinacion.

Lavar tres veces las células con solucion salina

© © N o g A

Agregar una gota de reactivo de Coombs

10. Repetir la lectura de Aglutinacién.

Deteccién de antigeno Di®+

Preparacion de la solucién de eritrocitos:

Una vez elegida la pinta de sangre se utilizé el botdn celular del tubo primario con EDTA
este no debe tener microcoagulos, las muestras que presentaron fueron eliminadas del

estudio. Se medi6 50ul de sangre mas 1ml de diluyente LISS.
Determinacion del antigeno Di* en solucién de eritrocitos

1. Enumerar e identificar los tubos con la respectiva numeracién de la muestra

2. Colocar una gota de la suspension celular al 2.5% del donante en un tubo de
ensayo de vidrio limpio
Afadir una gota del suero policlonal Di®+ al tubo de reaccion
Agitar levemente y evidenciar la reaccion de aglutinacion en la lampara de
aglutinacion.
En los casos de aglutinacion parcial, agregar una gota de albumina
Incubar a 37°C por 15 minutos

7. Repetir la lectura de aglutinacion (Asociacion Americana de Bancos de Sangre,
2012).

3.4.4 Fase Cuatro

Creacién de la base de datos: Se llevé un registro en Excel en el que constaron los
siguientes datos: Cédigo, edad, sexo, procedencia, resultados, grupo sanguineo SABO,
antigeno Di% anticuerpos anti-Di* todo codificado para el andlisis en SPSS mediante
estadistica descriptiva y la para la relacion entre variables se utilizé la prueba estadistica

del chi-cuadrado.
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CAPITULO IV

4.1 RESULTADOS DETERMINACION DE ANTIGENO Di?.

4.1.1 Descripcion de la poblacion de estudio para la determinacién de

antigeno

Se analizé un total de 383 muestras de donantes voluntarios de sangre que acudieron al

Hemocentro de Cruz Roja, procedentes de 22 provincias. Grafico 4.1

Grafica N°4.1. Total de donantes de sangre que participaron en la determinacién de

antigeno Diego por provincia
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Autor: Fernando Goéngora
Fuente: Base de datos CIEIC

El grafico muestra el total de donantes que participaron en el estudio siendo en mayor niimero los

de las provincias de Pichincha, Loja, El Oro, Tungurahua y Azuay.
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4.1.2 Determinacion de la prevalencia de antigeno en donantes de sangre.

En la identificacion del antigeno Diego (Di¥) en donantes de sangre se determind que
existe una prevalencia del 25% distribuido todas las provincias que participaron en este
estudio. Grafico N°4.2

Grafica N°4.2. Porcentaje de donantes que presentan el antigeno Diego

ENo mSi

Autor: Fernando Goéngora
Fuente: Base de datos CIEIC

El grafico muestra la distribucién porcentual del antigeno Diego en la poblacion estudiada

4.1.3 Determinaciéon de la presencia de antigenos Di® de acuerdo a la

procedencia

El andlisis de la distribucién del antigeno Diego (Di®) de acuerdo a la procedencia
establecio que el 24% se encuentran en Pichincha, seguido de Loja con el 16% y en El
Oro con el 8%, estos datos demuestran que existen donantes que pueden desencadenar
una aloinmunizacion al ser utilizados los concentrados eritrocitarios en pacientes con
ausencia del antigeno Diego (Di®). Otras provincias de la sierra central con porcentajes
considerables son Chimborazo 9%, Tungurahua con 7%, Cotopaxi 6%. Sobresale

también la provincia de Manabi con un 10%. (Grafico 4.3)
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Gréfica N°4.3. Distribucion porcentual del antigenos Di® en donantes de sangre de

acuerdo a la procedencia
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Autor: Fernando Goéngora
Fuente: Base de datos CIEIC

La grafica muestra la presencia del antigeno Di* en 22 provincias del Ecuador.

4.1.4 Presencia de antigeno Di® de acuerdo a la procedencia, edad y género.

Se identific6 que el antigeno Di* se encuentra presente en los grupos etarios
considerados en edad fértil tanto en hombres como mujeres manteniéndose una
distribucion similar en los dos géneros (Gréfico 4.4-4.5)
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Gréfica N°4.4. Distribucion porcentual del antigenos Di® en donantes de sangre de

género femenino y grupo etario
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Gréfica N°4.5. Distribucion porcentual del antigenos Di® en donantes de sangre de

género masculino y grupo etario
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Autor: Fernando Géngora
Fuente: Base de datos CIEIC

Los graficos muestran la distribucién porcentual del antigeno Diego de acuerdo al grupo etario.
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4.2 RESULTADOS DETERMINACION DE ALOANTICUERPOS

4.2.1 Descripcion de la poblacion de estudio para la determinacion de
aloanticuerpos

Se analiz6 un total de 383 muestras de donantes de sangre que acudieron al Hemocentro
de Cruz Roja, procedentes de 18 provincias, siendo el 19% donantes guayaquilefios,
12% de Pichincha y 15% de Manabi. Los menores porcentajes de donantes se
localizaron en las provincias de Sucumbios, Napo y Santa Elena. (Gréfico 4.5).

Gréfico N°4.6. Distribucion porcentual de donantes de sangre que participaron en el
estudio de acuerdo a la procedencia
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Autor: Fernando Goéngora
Fuente: Base de datos CIEIC

El grafico muestra la distribucion porcentual de muestras de donantes de sangre de acuerdo a la

procedencia
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Del total de donantes analizados el 29% (111) pertenecian al género femenino y el 71%
(272) al masculino, evidenciandose que los hombres son mayormente aceptados como
donantes que las mujeres, esto puede deberse a los requisitos establecidos para la
seleccién de donantes como es el peso, valor del hematocrito, estado de gestacion y

lactancia, son los principales impedimentos para donar sangre (Asociacion Americana de
Bancos de Sangre, 2012). (Gréfico 4.6)

Gréfico N°4.7. Porcentaje de donantes de sangre de acuerdo al género

H Femenino

& Masculino

Autor: Fernando Goéngora
Fuente: Base de datos CIEIC

El grafico muestra el porcentaje de donantes de acuerdo al género que intervinieron en el estudio,

siendo mayor el masculino.

4.2.2 Determinacion de la prevalencia de aloanticuerpos en donantes de
sangre.

Se establecié una prevalencia del 6,09% de aloanticuerpos anti-Di® (22/383) en donantes
de sangre, distribuidos en 11 de las 18 provincias, con una mayor prevalencia en la
provincia de Manabi 31,82%, seguido de Guayas con 13,64% y Pichincha con 9,09%. Al
realizar el andlisis de relacion se obtuvo un valor p>0,05, es decir que no existe ninguna
relacion entre estas dos variables. (Tabla N°4.1) (Grafico N°4.7)
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Tabla N°4.1. Presencia de aloinmunizacién por el antigeno Di® en donantes de

diferentes provincias

Negativo Positivo
. a % . a

Anti-Di Anti-Di %
Manabi 52 14,4 7 31,82
Guayas 70 19,39 3 13,64
Los Rios 12 3,32 2 9,09
Pichincha 45 12,47 2 9,09
Bolivar 6 1,66 1 4,55
Esmeraldas 7 1,94 1 4,55
Imbabura 14 3,88 1 4,55
El Oro 19 5,26 1 4,55
Loja 19 5,26 1 4,55
Cotopaxi 24 6,65 1 4,55
Chimborazo 25 6,93 1 4,55
Tungurahua 28 7,76 1 4,55
Santa 1 0,28 0 0
Napo 1 0,28 0 0
Sucumbios 1 0,28 0 0
Azuay 10 2,77 0 0
Carchi 11 3,05 0 0
gigﬁ?ﬂgo 16 4,43 0 0

361 100 22 100

Autor: Fernando Gongora
Fuente: Base de datos CIEIC

La tabla se muestra la distribucién de aloinmunizacién en las diferentes provincias excepto en
Carchi, Santo Domingo, Santa Elena, Napo, Azuay y Sucumbios; las restantes solo se analiz6 un

donante por lo que no es un dato relevante. (p>0,05).

Pruebas de chi-cuadrado

Significacion asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 16,364" 21 ,749
Razon de verosimilitud 18,274 21 ,632
N de casos validos 383 p>0.05

El analisis estadistico demuestra que no existe relacion entre la procedencia y la

produccion de aloanticuerpos
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Gréafica N°4.8. Porcentaje de donantes aloinmunizados (anti-Di®) por provincia
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Autor: Fernando Géngora
Fuente: Base de datos CIEIC

El grafico muestra la distribucién porcentual de donantes que presentan el aloanticuerpo “Diego”

encontrdndose en Manabi un 32%, seguido de Guayas 14%.

4.2.3 Presencia de aloanticuerpos anti-Di® de acuerdo a la procedencia, edad

y género.

También se determind la distribucion de este aloanticuerpo en donantes de acuerdo al
género y edad; estableciéndose que en mujeres existe un mayor porcentaje (6,30 %) esto
puede deberse a aloinmunizacion por el embarazo o transfusiones previas, en relacion a
la edad se identificé que el anti-Di® se encuentra distribuido en todos los grupos etarios, al
realizar el andlisis estadistico de la relacion de las variables se determindé que no era

significativo p>0,005. (Tabla N°4.2 y 4.8).
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Tabla N°4.2. Presencia de aloanticuerpo Di® en donantes de sangre de acuerdo al

género
Negativo Positivo
% %
Anti-Di® Anti-Di®
Femenino 104 93,70 7 6,30
Masculino 257 94,48 15 5,52
361 22

Autor: Fernando Géngora
Fuente: Base de datos CIEIC

Tabla N°4.3. Presencia de aloanticuerpo Di® en donantes de sangre de acuerdo al

grupo etario

Negativo Positivo
Grupo % %
_p Anti-Di® Anti-Di®
etario

17-27 6 1,66 0 0,00

28-38 156 43,21 9 40,91

39-49 97 26,87 6 27,27

50-60 71 19,67 5 22,73

61-71 31 8,59 2 9,09

Total 361 22

Fuente: Base de datos CIEIC
Autor: Fernando Géngora
Pruebas de chi-cuadrado
Significacion
Valor gl asintotica (bilateral)
Chi-cuadrado de
Pearson 4,721° 4 317
Razén de
verosimilitud 6,194 4 ,185
N de casos validos
383 p>0,05

Las tablas muestran la relacion del aloanticuerpo Di® con el género y los grupos etarios de

donantes y el andlisis estadistico demuestra que no existe significancia P=0,317.
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4.3 DISCUSION

a

La prevalencia de los antigenos del sistema Diego, especificamente el antigeno racial Di
o Dil, es casi nula en la poblacion afroamericana y caucasica pero es relativamente
frecuente en la poblacion indigena de latino América (Park, y otros, 2003) (Wei, Al-
Hassan, Naim, & Knight, 2013). En el presente estudio se obtuvo una prevalencia en
donantes de sangre ecuatorianos del 25% de antigeno Di® en contraste con el estudio
realizado en Guatemala en el que se establecié una prevalencia total de antigeno Diego
Dil del 7,5 % en donantes de sangre, distribuyéndose la poblacion entre mestiza e
indigena y obteniendo una frecuencia del 12,99 % y del 3,90% respectivamente
(Gutiérrez, Lanz, Pérez Minera, & Castellanos, 2013), la presente investigacion no
permite determinar diferencias étnicas debido a que no existe una pregunta que
especifique la etnia del donante en el formulario de donacion.

Sin embargo, de acuerdo al INEC en Ecuador, existe una elevada incidencia de poblacion
indigena aproximadamente un millon de habitantes, lo que determina que el 7% de la
poblacion es considerada como poblacion étnica, por lo tanto se podria comprender la
elevada prevalencia del antigeno Di* encontrada en este estudio. Adicionalmente dicho
porcentaje se encuentra distribuido casi uniformemente por todo el territorio nacional
presentando marcados focos poblacionales en la region sierra. (INEC, 2010). Asi, en este
estudio se identificé que el 24% de los donantes con antigeno Di* positivo se encuentran
en la provincia de Pichincha seguido de Loja con 16%, Manabi con 10%, ademas de
Chimborazo, Tungurahua y Cotopaxi con una prevalencia de 9%, 7% y 6%
respectivamente, corroborando asi la distribucion de este antigeno en las provincias
serranas del pais, siendo foco importante de la distribucién del antigeno Di* la sierra

central.

Un dato relevante fue la presencia del 10% de antigeno Diego en la provincia de Manabi
en la que se identificd un 32% de aloinmunizacién por este antigeno, dato que muestra la
necesidad de incluir pruebas de tipificacion para el antigeno Diego en esta provincia.
Otros estudios afirman que la frecuencia del antigeno Di® puede ser mayor en regiones
de América del sur, es asi que en la poblacién Kaingangues propia de la regién de Santo
Domingo, Cabo Verde, en Brasil la prevalencia asciende hasta el 45,8 % (Junqueira,
2002).

La identificacion y localizacion de donantes de sangre portadores del antigeno Diego es

de gran utilidad para los Bancos de Sangre debido a la relacidon existente entre este
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antigeno y la producciébn de anticuerpos causantes de reacciones hemoliticas
postransfusionales, el estudio realizado en Guatemala determin6 que el 3,5% de
pacientes politransfundidos presentaron anticuerpos anti-Di%, a pesar de no ocasionar una
reaccion hemolitica severa inmediata constituye una de las causas de reacciones
postransfusionales tempranas siendo estas de dificil deteccion de tal manera que una
segunda transfusién incompatible podria ocasionar entonces una reaccion hemolitica
severa (Soyano & Miiller, 2014). En este estudio se establecid que la provincia de
Pichincha tiene una mayor prevalencia de antigeno Di* en relacion a las demas
provincias, por lo que debe realizarse la identificacion de este antigeno por ser el

proveedor mayoritario de sangre a los centros de salud del pais.

Otro aspecto considerado en esta investigacion fue la frecuencia del antigeno Diego (Di%)
en relacion al género determinandose una distribucion similar entre hombres y mujeres y
Sus grupos etarios, estos datos constituyen una informacion relevante por la probabilidad
de aloinmunizacion en mujeres en edad fértil, a pesar de que exista una prevalencia alta
existe un porcentaje de mujeres carentes del antigeno, lo que podria ocasionar efectos
adversos en una transfusion sanguinea incompatible e inclusive una enfermedad
hemolitica del recién nacido. Layrisse, Arends y Dominguez fueron los investigadores que
identificaron el primer caso de enfermedad hemolitica del recién nacido determinando
a

que los eritrocitos del nifio se encontraban sensibilizados por anticuerpos anti-Di

provenientes de la madre (Junqueira P, 2002) (Soyano & Miiller, 2014).

Posteriormente se establecié que el antigeno Diego que inicialmente fue considerado de
baja prevalencia se ha convertido en un “marcador de poblaciones mongoloides de gran
valor genético y antropolégico” (Soyano & Miller, 2014). Varios estudios han establecido
que el antigeno Diego forma parte de una proteina de la membrana de los eritrocitos que
representa el 25% del total de proteinas eritrocitaria, es por esta razén que hoy es una de
los antigenos que debe ser identificado en poblaciones con prevalencias altas. (Geoff D,
2013).

El tamizaje de anticuerpos irregulares o aloanticuerpos en donantes de sangre esta
dentro de los lineamientos de los estdndares para bancos de sangre (Organizacion
Panamericana de la Salud, 2011), sin embargo las células comerciales utilizadas para
este fin no detectan aloanticuerpos del sistema Diego (BIO-RAD, 2013) (Sung Ha Mun,
2012) (Geoff D. , 2013), esto debido a que estas células son preparadas en paises donde
los antigenos Diego no son comunes, por lo tanto no es posible encontrar células con

este fenotipo (Geoff D. , 2013). Por lo que es necesario introducir estos reactivos en
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paises con prevalencia de estos antigenos, asi en Singapur el uso de células Di?, permitié
determinar la presencia de aloinmunizacién por el sistema Diego en 19 de 1383 muestras
con resultados indeterminados en el panel de células comerciales (Xian EKC, 2011).

Estudios han determinado la presencia de aloanticuerpos anti-Di* en donantes de sangre
desde 0,02% hasta el 13,0% (Garg, Sharma, & Bharat, 2014), en esta investigacion se
detecté una prevalencia del 6% de anti-Di* en donantes de sangre, mientras que en
Texas en el area de Corpus Christi se reportdé una prevalencia del 1,3% de aloanticuerpo
anti-Di* en individuos con transfusiones previas (Thompson, 2006), en Brasil se
identificaron 112 (3,6%) pacientes con anti-Di®, en Singapur se determiné una frecuencia
del 1,37% (Geoff D. , 2013) (Xian EKC, 2011) y en el estudio realizado en Guatemala, se
encontré una prevalencia del 3,5% de anti-Di® en pacientes multitransfundidos (Gutiérrez,
Lanz, Pérez Minera, & Castellanos, 2013).

Los anticuerpos anti-Di® son generalmente de tipo IgG1 e IgG3 y esta relacionado con
enfermedad hemolitica del recién nacido (Geoff & Bromilow, 2010) En un estudio
realizado en Brasil se determind la presencia de anti-Di® en mujeres en un 1,9%
constituyendo un riesgo en caso de embarazo y/o trasfusion sanguinea, en dicho estudio
Marcondones L. menciona la presencia de dos mujeres sensibilizadas por anti-Di®
durante el embarazo, sin embargo no tuvieron problemas los recién nacidos, esto debido
al seguimiento realizado a lo largo del periodo natal, reforzando de esta manera la
necesidad de realizar un tamizaje a mujeres de paises con prevalencia de antigenos

Diego (Marcandones Machado, y otros, 2007).

La presencia de anti-Di* estd directamente relacionado con reacciones hemoliticas
transfusionales, un caso reportado en el afio 2012, report6 la presencia de una reaccion
transfusional en una mujer luego de recibir 800 ml de sangre durante una cirugia, las
pruebas pre transfusionales fueron negativas, sin embargo se suscitd sintomas
relacionados a una hemodlisis, estudios posteriores identificaron la presencia del

aloanticuerpo anti-Di* (Sung Ha Mun, 2012).

Finalmente, la inclusién del sistema Diego dentro de las pruebas de tamizaje de
anticuerpos irregulares tanto en donantes de sangre como en pacientes
multitransfundidos constituye un aspecto emergente debido a las caracteristicas
demogréaficas de la poblacion ecuatoriana y al porcentaje de aloanticuerpos no
identificados que existen en el Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana y bancos de
sangre que realizan estas pruebas, ademas de que las células comerciales para tamizaje

carecen de estos antl'genos.
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4.4 CONCLUSIONES

Se identifico una prevalencia del 25% de antigeno Di* en donantes de sangre
ecuatorianos procedentes de 22 provincias ecuatorianas.

Se establecié que el mayor porcentaje de donantes positivos para el antigeno Di* se
localizan en la provincia de Pichincha, Chimborazo, Loja y Manabi.

La distribucion para el antigeno Di* positivo en donantes de sangre es comun en
hombres y mujeres.

El porcentaje de donantes positivos para el antigeno Di® presenta una distribucién
similar en los grupos etarios considerado en edad fértil.

En los donantes de sangre ecuatorianos se determind la presencia de un 6,09% de
aloinmunizacioén por anti-Di® distribuido en las diferentes regiones ecuatorianas.

No se encontré una relacion significativa entre la presencia del aloanticuerpo y la
procedencia de los donantes, existiendo provincias en las que no existen
aloinmunizacion, es decir que la aloinmunizaciéon no depende del lugar de origen del
donante de sangre.

Se establecié que en la provincia de Manabi existe una aloinmunizacién del 31,82%
por el anticuerpo anti-Di®, mientras que en las provincias de Santo Domingo, Santa
Elena, Napo, Azuay y Sucumbios no se detecté este aloanticuerpo, por lo que no
existe una significancia estadistica en la relacion de aloinmunizacién y procedencia.
En relacion entre el género y aloinmunizacién se identifico que el 6,30% de mujeres
presentan un anti-Di® constituyendo un factor de riesgo durante el embarazo o al
recibir sangre incompatible.

De igual manera existe una aloinmunizacion en hombres del 5,52% indicativo de
transfusiones incompatibles, a pesar de ello no existe una significancia estadistica
entre una aloinmunizacioén y el género.

Se identificé que el 40,91% de aloanticuerpos se encuentran distribuidos en el grupo
etario considerado como la “edad fértil”, constituyendo un riesgo para que se
produzca la enfermedad hemolitica del recién nacido tomando en consideracion que

la distribucién del antigeno Di® es similar en el género femenino y masculino.

51



4.5 RECOMENDACIONES

= Al determinarse una prevalencia del 25% de antigeno Di® se recomienda establecer
una tipificacién completa antes de realizar una transfusion sanguinea, especialmente
en los bancos de sangre de las provincias de Pichincha, Manabi, Loja y Chimborazo
por ser los distribuidores de productos sanguineos a diferentes centros de salud el
pais.

= Al igual que en otros estudios en los que se ha determinado la presencia de
aloinmunizacion se recomienda la tipificacion extensiva, especialmente dirigida a
identificar los grupos sanguineos mas prevalentes y clinicamente significativos.

= También se recomienda al sistema nacional de sangre que se prevea cambios en las
normativas de seguimiento a mujeres embarazadas dentro del Programa de
Maternidad Gratuita, especialmente en aquellas provincias donde se reportaron la
existencia de aloanticuerpos del sistema Diego (Di?).

= Serecomienda que todos los donantes que presentan aloanticuerpos indeterminados
o no identificados se sometan a pruebas de deteccién de anticuerpos Di® para
prevenir reacciones transfusionales o enfermedad hemolitica del recién nacido en el

caso de donantes mujeres.
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ANEXOS

Anexo 1: Hoja del donante, incluye consentimiento informado

hllmdndw-ukmmmwmdxmlh.m&m“\mmnmnﬂ\. hasta 4 vidas por cada donacidn.

Del aquien Jo necesita. Es por esto que grese gy uchas
&Mwmmm\mwhmud!m ¢ por la sangre. Le recordamos que nuesiro compromiso ¢ mantener absoluta reserva y
3 de la inf ; & schas de lab
y
Siusted crec que su sangre no debe ser usada . por favor quien lo f la devisson de no donar

!Ma&hw“nm&mdﬂnmkwwwmm‘qutpnau‘k\ntunc St usted ha decidido ser donante . tenga la segundad que su sangre esta bien utihizada.
BIENVENIDO AL GRUPO DE DONANTES VOLUNTARIOS ALTRUISTAS Y REPETITIVOS QUE SALVAN VIDAS

Apellidos  L...icicecersresencerteseseceresrsscatsacnas Nombres  Liiiiieieeeees sesssessssassssniie
Estadocivil ..., RSN SE A ae A SN A S ST Lugar y Fecha de Nacimiento VPSR NS seasvaves sEAREeE cessssesen
Lugary direccion de su domicilio o .o .vvvinientresessasatanisiasanassssnnann
Lugar y direccion de sutrabajo  ......oiiiiinnn T
Teldfomo Colular . .cicccaccsnesnscannvenes erersssascranens
E-mail 80 = ciesessssesssessecsascascsssrcsnsenns

MARQUE CON [II SURESPUESTA

El objetivo de este interrogatorio al que usted se somete voluntariamente, pretende preservar la salud del enfermo que recibe su sangre. A M| Al
| Indique la fecha y lugar de suultimadonacion Cindad . B
2 Esta usted dispuesto a donar sangre ? o S T —— d Sl L] NO L2
3 Hasido impedido de donar sangre algunave? il s SE LI NO L__13
4 Ha sufrido algun pinchazo o corte con objetos cortopunzantes en los Gltimos 12 meses 7 SR | i [ o ) S
§  Ha tenido Hepatitis, se han puesto sus ojos o piel amarillos (ictericia) o ha estado en contacto con pacientes conhepatitis ? . SI |_I NO |_|$
6 ; Usted 0 su parcja recib sangre 0 compy o transplante de Grganos en los dltimos doce meses? SIL_INO L_16
7 ¢ Se ha hecho tatuajes, orificios, pircings. 1L 7 0 apia en Jos Gltimos doce meses? S e NO L7
8§ ; Hatenido Dengue, Paludismo o Chagas? SI L_INO L_°8
9 Ha estado en tratamiento dental en los Gltimos tres dias? e SI L_INO L_]9
10 ; Ha recibido algun medicamento en el dltimo mes ? : SI L NO L_J10
 Ha tomado Aspirina, analgésicos y/o antinflamatorios en los Gltimos tresdias ? . SI e NO L
12 ; Sufire de ataques epilépticos, mareos o perdida de conocimiento ? . PR ¢ oyl SE | o ) S -
13 ; Presenta al momento alguna alergia ? St LI NO L1113
4 Suﬁ:d:losp\umrmhpﬁo.mmum' = - SI o NO 0 ¢
15 ; Sufre de diabetes, tuberculosis u otra enfermedad cronica? Sl L NO g s
16 ; Le han operado o realizado algin tipo de intervencion o procedimiento médico en los dltimos doce meses” SI ] NO ] *
I7LLMompthMmmm tabaco, o drogas? SI b NO |d 17
¢ Ha observado la presencia de nddulos, tumores 0 secas en alguna parte de su cuerpo? - SI o NO |18
I9 Ha sido vacunado en los altimos doce meses” - SI LI NO L_J19
‘IJ  Tiene usted vida sexual activa” . - NEp— i SI L_]NO L_]2
Hamﬁnmdomalmcmlalmnlun»htmm et S LI NO L2
.,Hltvainfmdclpmenlmdmnmdn«mnn - - o Ineense—— - O I |G i -
23 ; Tuvo o fue tratado de sifilis 0 gonorrea en los Gltimos doce meses” o St L_INO LD
24, Enlos dltimos doce meses le pago a alguien para tener rel sexuales? — S LI NO LM
25 ; En los altimos doce meses tuvo relaciones sexuales con alguien que usaba drogas? — SL el NOD L} 35
26 ; Alguna vez recibio dincro o drogas para tener sexuales? - SI L_INO L]
n ,Enbsu!nmdxcnmmomdowmmmmhmmm"_,A —. S1 L_] NO ,_‘ e}
28 ;Recibié usted dinero o alguna compensacion para donar Sangre? i SRk NGO LS
29 ; Ha recibido hormona de crecimiento o tuvo usted o algin pariente la enfermed ‘d<( tzield-Jacobl dad de vacas locas? s S Ak NO: L' 29
30 ; Dona usted sangre solamente para que sc le haga ¢l andlisis de VIH o SIDA e S e NO L1 3
31 ;Leyd y comprendié este ¢ y fucron das todas las dudas al respecto” ATy | 3 IS ;o SR U |
EXCLUSIVAMENTE PARA MUJERES
32 ; Esta usted embarazada o da de lactar? i S E NO D 2
3 S d 0 33
33 [ Fecha de su altima menstruacion’ dia mes afio.. —

| T . Geclaro que la inf que he p do es dera y en caso
contrario mno uuh mpmnblhdal Admmmwmn a que s¢ realicen los examenes necesanios, incluyendo VIH para ¢l uso de misangre y estoy
informado acerca de las reacciones indescables que puedan presentarse con la domacion de sangre. Para constancia de lo antes dicho, firmo.

Firma del donante o huella digial

Numero de cédula de identidad

MUCHAS GRACIAS, SUSANGRE NOS AYUDARA A SALVAR VIDAS. 5019

POSTDONACION O AUTOEXCLUSION
LUEGO DE LA INFORMACION RECIBIDA ; CONSIDERA USTED QUE SU SANGRE ES BUENA PARA
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Anexo 2. Muestreo Aleatorio simple calculado en Excel, ejemplo n=100

40 80 94 48
13 15 78 63
99 69 12 38
18 1 50 67
60 27 96 4
65 62 12 49
79 76 11 68
78 46 40 51
91 31 10 29
54 77 87 20
81 40 84 96
40 63 97 43
87 11 26 19
50 1 50 96
55 20 45 45
56 43 24 73
73 14 29 89
36 41 62 64
38 38 56 18
100 57 26 67
93 74 75 71

Fuente: Base de datos del autor
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Anexo 3. Protocolo de control de calidad de células Diego y antisuero Diego

potencia afinidad avidez

Anti-Diego (Di?%)

Reactivo sin diluir

) Dilucién maxima Reactivo no diluido
Valores de referencia ) (5a107)
1/32 (++++) Grumo completo bien
AABB, 2012
formado
Apariencia afinidad especificidad
Células Diego (Di%)
Reactivo sin diluir
Valores de referencia Trasparente Reactivo no diluido Sélo reactividad con
AABB, 2012 Ausencia de hemolisis (++++) con anti-Di* anti-Diego

Fuente: AABB, 2012
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Anexo 4. Reactivos de Identificacién para de antigenos y anticuerpos del sistema Diego e
insertos

Anti-Di* monoclonal BIO-RAD

AlbUmina bovina al 30% BIO-RAD Reactivo de Coombs AHG BIO-RAD
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Inserto Células BIO-RAD Di? Positivas

Test Cell Reagents for the ID-System

Espafiol B004350 02.1:
Reactivos de eritrocitos para deteccion de anticuerpos: ID-DiaCell I-1l, ID-DiaCell
I-11-111, ID-DiaCell IP-IIP-1IIP (papainized), ID-DiaCell I-lI-1ll Asia,

ID-DiaCell Pool para identificacion de anticuerpos: ID-Panel, ID-Panel-P
antigenos especiales: ID-Di? (Diego) Positive, ID-I Negative Cell

INTRODUCCION

La fiabilidad de los escrutinios de anticuerpos en gran parte depende de la disponibilidad de células reactivo con una dotacion antigénica adecuada y de la
sensibilidad de los métados empleados.

Los criterios de ica de las células son rigurosas: deben asegurar la deteccion de todos los anticuerpas
clinicamente swgnmcauvo: Pera f sisiema Rk MINSs, Duy  Kidd l dolacien snligérca debe esar presente & forma omocigota. Ademés, deben estar
presentes los antigenos Lewis asi como e raro antigeno

més efectivo para detectar lodos los anticuerpos imegulares circulantes requeria un escrutinio que
combinara dos métodos, la nrmglnhulma iana (AGH)y I pisits ensiuétio, Debla s procsimisnkcs, como ID-Sjslem  detio 8l ey serohf
dad de las pruebas de antiglobulina ndirecta (PAI) actuales, algunos cientificos de distintos paises consideran que el Uso de pruebas enzimaticas puede s
menos importante.

Sin embargo, las técnicas enzimaticas son muy Gtiles cuando se requiere incrementar la sensibilidad del escrutinio de anticuerpos o cuando hay mas de un
anticuerpo circulante. Las enzimas potencian la reactividad de algunos anticuerpos. en especial los del sistema Rh, Kell y Kidd, mientras que los anticuerpos
sensibles a los enzimas pueden ser no detectados, especiaimente los de los sistemas Duffy y MNS.

Los reactivos celulares han sido especiaimente preparados para el sistema ID-System.

REACTIVOS

Todos los eritrocilos de prueba son de origen humano, en un medio de suspensién tamponado al 0,8% (x 0.1%).
Conservantes: los antibioticos trimetoprim y sulfametoxazol.

Para deteccién de anticuerpos en donantes Individuales, grupo sanguineo O:

1D-DiaCell -1 R.“R.+R,R, para prusba IAT y NaCl
ID-DiaCell |-l R."Ry+R, R+ para prusba IAT y NaCl

ID-DiaCell IP-IIP-1IIP papainizado, para técnica enzimatica

1D-DiaCell Pool R.R,+,R, (2 tipos de eritrocito agrupados para andlisis sistemdtico de danantes)
ID-DiaCell -1l Asia R.Ry+RyRyseritrocitos de fenotipo GRMUR, para IAT y para deteccion de aglutininas frias
Par de anti donantes i grupo sanguineo O:

ID-DiaPanel 11 tipos de eritrocitos de prueba para prugba IAT y NaCl

1D-DiaPanel-P 11 tipos de eritrocitos de prueba papanizados, para técnica enzimidtica

Antigenos especiales:

Estas celulas son para ser ulilizad: de otras celulas usada

escrutinio de anticuerpos.

ID-DF* (Diego) positivo
Eritrocitos ID-| negativos
Envio cada 4 semanas (pedido permanente).

Procaucién: Los maleriales utiizados en Ja elaboracin de estos productos resultaron ser no reactivos para HBsAg, VHC y VIH (1+2) en pruebas con reactivos
autarizados. Sin embargo, no se conace ningin metodo de prueba que pueda garaniizar completamente a ausencia de agentes infecciosos. Los productos
derivados ce sangre humana deben considerarse como potencialmente infecciosos.

8°C

Estabilidad: véase fecha de caducidad en fa etiqueta.

2°C

REACTIVOS ADICIONALES NECESARIOS

- Tarjeta ID-Card "LISS Coombs + Enzyme Test” con 3 microtubos g
matriz de gel, y 3 microtubos con gel neutro para técnica enzimatica {Id-ne 81).

« Tarjeta ID-Card "LISS/Coombs’ con & microlubos que contienen suero AHG pD\lsspe.(In.o en la matriz de gel para IAT (id-no: 50531).

« Tarjeta ID-Card "Coombs Anti-lgG’ con 6 microtubos Gue contienan anti-lgG de consjo en la matriz de gel para AT {Id-no: 50540).
« Tarjeta ID-Card "NaCl, Enzyme Test and Cold Agghutinins™ con 6 microtubos que contienen gel neutro para técnica enzimatica o prueba NaCl (Id-no: 30520).
« Tarjeta ID-Card "Reverse Grouping with Antibody Screening” con 3 microtubos que contienen gel neutro y 3 microtubos que contienen suero poliest
antiglobulina humana (AHG) para IAT en el interior de la matriz de gel (Id-no: 50510).

+ ID-Diluent 2: LISS modificada para suspensiones de eritrocitos (id-no: 05761).

humana (AHG) para IAT en ! interior de la

(véase ol prospecto corespondiente)

OTROS MATERIALES NECESARIOS

+ID-Dispensar
«ID-Pipetor

+ID-Tips (puntas para pipeta)

« ID-Working table (superficie de trabajo)
+ Tubos de suspension

« ID-Incubator 37°C

+ID-Centrifuge (centrituga) 6. 12 0 24

MATERIAL DE LA MUESTRA

Para un resultado Gptimo, = daterminaitn debe realzarse con una muesira recién extraida, o cumplendo la normaliva local del laboratorio en cuanto
criterios. las sangre recogerse utilizando citrato, EDTA o CPD-A como anticoagulante.
También es posible mmzs t idas en tubos sin

Test Cell Reagents for the ID-System

Espaiiol

B004350 02.13

CONTROLES

Deben inchirse muestras conocidas de acuerdo con las nomas de garantia de calidad aplicables.

USO DE LOS ERITROCITOS DE PRUEBA ID

Los eritrocit slempredeben

descritos en los

pipeteador automatico.

irese de que los eritrocilos de prueba se emplean a temperatura ambiente (18-25 °C).
Durante las tareas de andlisis, compruebe Gus los eritrocitos de prueba se mantienen en suspension. Si se produce una precipitacion, resuspendalos de nuevo.
En ol sistema ID es importante la maxima precisién en el pipeteo. Utiice los dispositivos ID-Pipetors para el pipeteo en serie.
Evite la contaminacion de los eritrocitos de prueba.
Al rogistrar las reacciones, asegiirese de cue el nimero de Iote de la tabla de antigenos se corresponde con ef ndmero de lote de los frascos de reactivo,
Despuss del uso, cierre los frascos e infrodiizcalos de nuevo en el frigorifico.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

A) Principio (2]
Positivo: La hematies agiutinados forman una linea roja sobre la superficie del gel o estan repartidos en el gel.
Negativa: Sedimento compacto de hematies en el fondo del microtubo.

Todos los reactivos de eritrocitos de pruaba estn destinados exclusivamente al uso con las tarjetas 1D-Card del ID-Syste” de Bio-Rad.
Siga s de las tarjetas ID-Card utilizadas.
invirtiendo el frasco varias veces antes del uso, y también antes de colocar los frascos en un

Nota: Las celulas reactivo para escrutinio de anticuerpos que contienen una mezcia 0 ,pool” de celulas pueden dar reacciones de doble poblacion, segun ef
anticuerpo presente en la muestra. Esta reaccion debe ser considerada como un resultado positivo.

B) Reacciones

véanse los prospectos correspondientes

LIMITACIONES

a La contaminacion de los materiales empleados, bacteriana o de otro tpo, puede provocar falsos positvos o falsos negativos.

b} Es esencial atenerse

practicas de laboratorio correctas GLP.

BIBLIOGRAFIA

El equipo

1. Technical Manual of the American Association of Blood Blanks, 13" edition, 1999,
2. Lapierre, Y., Rigal, 0., Adam, J. et al.: The gel test; A new way to detect red cell antigen-antibody reaction, Transfusion 1990;30:108-113.

‘sagin la normativa de

PRODUCTOS

1D-DiaCell HI-II (id-no: 45184) Juego de 3 frascos (R-"Ri-RRs-1m) BRAOT o m compmmrnt REF 004310
1D-DiaCell HI-II (id-no: 45404) Juego de 3 frascos (R-"Ry-R,R,-m) - 3 T— REF004304
1D-DiaCeil IHI-Ill Asia (id-no: 45330 Juego de 3 frascos (R-R.-R:R,-GPMUR) SHAY o vmnransion REF 003614
ID-DiaCall IP-IP-IIP (1d-no: 45194) Juago de 3 frascos (R-“Ry-RR;-r papainées) T 17, TR ——— REF 005310
ID-DiaCall IP-IIP-1IIP (id-no: 45414) Juego de 3 frascos (R-“Ri-RR;-Ir papainées) 3x5ml . REF 005304
1D-DiaCeil HI (id-no: 25151) Juego de 2 frascos (RsRs+RzRz) EXRAT M s REF 003613
1D-DiaCell Pool {id-no: 06070} 2 tipos de eritrocitos combinados (R, R+RaRy) 1x10ml REF 003630
1D-DiaCell Poal {id-no: 05070} 2 tipos de eritrocitos combinados (R, Ry+RyRy) 3x10ml REF 003631
ID-DiaPanel (id-no: 45161} Juego de 11 frascos. Mxam........ - REF 004114
ID-DiaPanei-P (id-no: 45171} Juego de 11 frascos Mxém... . REF 004214
10-Di* (Diego) Positive (Id-no: 05980) ARG oo REF 004134
1D- Negative Cell (id-no: 06291) bR T [SROTP REF 004111

Se garantiza que estos procuctos se comportarsin segiin fo descnito en la efiqueta y en la hoja de instrucciones. 1 fabricante declina toda responsabilidad en
caso de que los productos se utilicen o vendan para cualquier otro uso diferente de fos alll cescritos.
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Inserto Anti-Di® monoclonal BIO-RAD

ID-Test Sera

Espafiol B007390 09.13
Determinacion de antigenos de alta y baja frecuencia con sueros de prueba-ID para
prueba de antiglobulina indirecta (IAT) con la tarjeta ID-Card “LISS/Coombs”™

INTRODUCCION

Cuando existe sospecha o certeza de la especificidad de un aloanticuerpo en la muestra de sangre de un donante o de un paciente, debe tiparse esos

hematies con un antisuero apropieco y confimar la ausencia delantigeno correspondiente. Para transtundie un receptor portador de un eloanticuermo
onocido, se require cruzar unidades de del antigeno al anticuerpo i La ntigenos en los

erirocits patemos  ftales también pusde ser mportants para 1 evaluacion y of seguimisnto el rsao para el fei &n embarazns alsiunZados.

Los sueros de prueba-ID Bio-Rad para prueba de antiglobulina indirecta (IAT) con la tarjeta ID-Card “LISS/Coombs” son sueros humanos que contienen
y estén para los siguientes ant :

Alta frecuencia Baja frecuencia

Vel 99,96% Co® 8,63%
u 99.90% razablanca V" <0,01%
99% razanegra W' <0,01%
Xg* 66% varones Jst 0,181%
89% mujeres i 0,012a36%
Js® 100% raza blanca
99% raza negra
REACTIVOS

Sueros de prueba-ID, anticuerpos policlonales a partir de suero humane, liofilizados, en frascos de 0.5 mi.
Conservante: < 0,1% NaNs.

. + Anti-vel
- Anti-Js - Antivt
- Anti-Js" - AntiXg"
- Anti-wet - Anti-U
- Anti-Di*

BORMOn o itania [l o B0 0 G OSSNSO SO Y T80R S s HESAE VG LY mz; anpruohas con
reactivos autonizados. Sin embargo, o se Gonoce ningin método de prueba que pueda garantiza
Los productos derivados de sangre humana deben

8°C

Estabilidad: véase fecha de caducidad en fa etiqueta.

2°C

REACTIVOS ADICIONALES NECESARIOS

+ Tarjeta ID-Card "LISS$/Coombs™ con 6 q l suera

humana en la matriz de gel.

+ ID-Diluent 2: LISS para d

(véase of prospecto correspondiente)

OTROS MATERIALES NECESARIOS

1D-Pipetor
ID-Tips (puntas para pipeta)

ubos para suspensines
1D-Working table (mesa de trabajo)
1D-Incubator 37 °C
ID-Centrifuge 6, 12 6 24

MUESTRAS

Para un resultado 6ptimo, la determinacion debe realizarse con una muestra recién extraida, o cumpliendo la normativa local del laboratorio en cuanto
acriterios de aceptabilidad de las muestras, Preferiblemente, las muestras de sangre deben recogerse utilizando citrato, EDTA o CPD-A como anti-
coagulante. También es posible utilizar muestras recagidas en tubos sin anticoagulante.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE SANGRE

Prepare una suspension de eritrocitos al 0,8% en ID-Diluent 2 del modo siguiente:
Deje que el diluyente aicance la temperatura ambiente antes de utilizario.

1. Pipetee 1,0 mi de ID-Diluent 2 en un tubo limpio.
2. Afada 10 i de sedimento de hematies y agite suavemente.

La suspensidn de eritrocitos puade utilizarse inmediatamente.

PREPARACION DE LOS ANTISUEROS

Reconstituya los sueros de prueba-ID con agua destilada (consulte el

la efiqueta). Mezcle

Estabilidad del reactivo después de ser reconstituido: 8 dias entre 2-8 °C.

CONTROLES

Deben incluirse muestras positivas y negativas conocidas de acuerdo con las normas de arantia de calidad aplicables.
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ID-Test Sera

Espafiol B007390 09.13

PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA

No usar las tarjetas ID-Card que muestren signos de desecacidn, 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.

Deje que los reactivos alcance fa temperatura ambiente (18-25 °C) antes de ufilizario.

Identificar la tarjeta 1D-Card con el nimero o nombre de identificacion del donante o del paciente.

Retirar la lamina de sellado solo de los microtubo que se vayan a utiizar manteniendo la tarjeta ID-Card en posicion vertical.
Afada 50 pl de la suspension de eritrocitos en el microtubo correspondiente de la tarjeta ID-Card.

Aftada al microtubo 50 pl del suero de prueba-ID coespondiente al antigeno cue se desea determinar.

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

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

Leay registre los resultados.

NooswN

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

A) Principio
Positivo: Los eritrocitos aglutinados forman una linea roja sobre la superficie del gel o aparecen dispersos en el gel.
Negativo: Sedimento compacto de eritrocitos en el fondo del microtubo.

B) Reacciones para antigenos de alta y baja frecuencia

Una reaccion positiva (+ a ++++) indica la presencia del mrvaspondleﬂle antigeno.
Una reaccion negaliva indica la ausencia del correspondiente antigen:

OBSERVACIONES

Antes de determinar la presencia de un antigeno, hay que asegurarse que los hematies en estudio no presentan un recubrimiento in vivo o in vitro por una
fijacion o fracciones del podrian reaccionar con la antiglobulina humana incluida en el gel, produciendo
falsos positivos. Como control se realizard una prueba de anllg!olmhna duecla {PAD), segiin se indica:

Marque el micratubo correspondiente de la tarjeta ID-Card “LISS/Coombs” con el nombre o nimero del paciente o el donante.
Quite el papel de aluminio de lodas los microlubos que vaya a ulilizar.

Pipetee en un microtubo 50 l de la suspension de eritrocitos (0,8% en ID-Diluent 2).

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

Lea y registre los resultados.

EEE

Sila prueba PAD da un resultado negativo, se puede determinar el antigeno.

Sila prueba PAD es positiva, lave los eritrocitos con suspension salina isotonica o ID-Diluent 2 templada, u otras técnicas recomendadas, y después
prepare la suspension de eritracitos con ID-Diluent 2. Seguidamente repita la prueba PAD.

Sila prueba PAD se negativiza, ya se puede iniciar |a determinacién del antigeno.

Si sigue siendo positiva, debe eluirse el autoanticuerpo mediante técnicas recomendadas antes de realizar la determinacion del antigeno.

LIMITACIONES

a) Las tarjetas ID-Card que muestren burbuias de aire en el gel o gotas en la parte superior de los microtubos /o de la kimina de sellado, deben ser
centrifugadas antes de usarlas.
b) Se sabe que algunos farmacos dan lugar a reacciones posilivas en las prusbas que incluyen la antiglobulina humana.
¢} También se ha referido que algunos estados patologicos pueden provocar reacciones positivas en este tipo de prueba
d) Los eritrocitos que hayan pasado a ser poliaglutinables debido a la exposicion de un criptoantigena, por ejemplo antigeno T, tanto in vivo como in vitro,
ueden reaccionar con todos los antisueros humanos. Estas reacciones deben investigarse adicionalmente.
©) La contaminaci6n de los materiales empleados, bacteriana o de otra tipo, puede provocar falsos positivos o falsos negativos.
1) Los restos de fibrina en la de ertrocitos pueden atrapar los hematies no
parte superior del gel mientras que la mayoria de los erifrocilos se encuentran en el fondo del microtubo tras el Gentrifugado.
g) Es esencial alos y equipos £l equipo deby
de practicas de laboratorio correctas (GLP).
h) El empleo de saluciones de suspension distintas al ID-Diluent 2 puede modificar las reacciones.
) Las de eritrocitos do diluidas pueden dar lugar a resultados aberrantes.

una fina linea rosada en la

segun la normativa

BIBLIOGRAFIA

1. Mollison, P.L., Engelfriet, C.P., Contreras, .: Blood Transfusian in Clinical Medicine, 10" ed. 1997; Blackwell Scientific Publications, Oxford.
2. Lapierre, Y., Rigal, D., Adam, J. et al.: The gel test: A new way to detect red cell antigen-antibody reactions. Transfusion 1990: 109-113,
3. Technical Manual: 11" ed. 1993; American Association of Blood Banks.

PRODUCTOS

ID-Anti-Ca® {Id-n‘: 08900} 1x05ml. . REF 007440
ID-Anti-Js* (Id-n": 08840) 1x05ml. . REF 007400
1D-Anti-Js® (Id-n": 08860) 1x05ml. . REF007390
1D-Anti-W* (d-n‘: 09060} 1x05mi. REF007410
ID-Anti-Di*  {Id-n‘: 08080} 1x0,5ml REF 007420
ID-Anti-Vel (Id-n 1x05ml. . REF007430
ID-Anti-V*  {Id-n" 0 1x0,5ml. . REF 007450
ID-Anti-Xg* (Id-n": 08960) 1x05ml...... REF 007460
ID-Anti-U~ {Id-n": 08980) 1x05mi... . REF 007470

Se garantiza que estos productos se comportardn segun lo descrito en la etiqueta y en la hoja de instrucciones. El fabricante declina toda responsabilidad
en caso de que los productas se ulilicen o vendan para cualquier otro uso diferente de los alll descritos.

Cambios en la version 05.12 estan sombreadas en gris.

DiaMed GmbH
Pra Rond 23
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Anexo 5. Procesamiento de muestras
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Rotulacién y preparado de muestras

Periodo de incubaciéon: 30 min - 37°C

Positivo 2+

Positivo 3+

Determinaciéon de antigeno Di*

Determinacion de anticuerpo anti-Di?

65




Anexo 6. Control de calidad de reactivos Anti-Di*

Control de calidad reactivo anti-Di%: Pocillo 1 control interno 3+, pocillo 2 reactivo
comercial 3+

Control de calidad reactivo anti-Di®: Tuvo 1 control interno 3+, Tubo 2 reactivo
comercial 3+
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