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RESUMEN

Determinacion de la frecuencia de aloanticuerpos en pacientes multitransfundidos
hematoldgicos que acuden a dos centros de salud en Quito.

Introduccién: La medicina transfusional ha alcanzado una gran relevancia como
tratamiento terapéutico a nivel de pacientes con patologia hematoldgicas, a pesar de ser un
tratamiento seguro y eficaz existen riesgos como reacciones postransfusionales debidas a la
produccion de aloanticuerpos. Materiales y Métodos: El presente estudio se llevé a cabo en
dos centros de salud de la ciudad de Quito, lugares donde se realiza atencion médica a los
pacientes con patologia hematologicas, previa autorizacion de cada centro y firma de
consentimientos informados por parte de los pacientes 0 sus representantes en caso de ser
menores de edades se procedio a la recoleccion de las muestras y su procesamiento en
técnica de gel para el escrutinio de anticuerpos. Resultados: Se analizé un total de 371
pacientes, el 58% fueron nifios y se identificaron 16 aloanticuerpos, 4 de los pacientes
presentaron dos tipos de anticuerpos irregulares a la vez. La aloinmunizacién tuvo una
relacion directa con el numero de transfusiones realizadas p=0,047. Dentro de los
aloanticuerpos identificados se encontr6 al anti-Kpa, anticuerpo poco frecuente y
relacionado con reacciones pos transfusionales tardias. Conclusiones y Recomendacion:
Existe la presencia de aloanticuerpos eritrocitarios en los pacientes multitransfundidos que
se relacionan con el numero de transfusiones y el tipo de patologia (p<0,05) que ocasionan
reacciones postransfusionales tardias por lo que se recomienda que a nivel de los servicios
de medicina transfusional se realice el escrutinio de anticuerpos irregulares en pacientes
multitransfundidos de tal manera que se prevenga nuevas aloinmunizaciones, asi también
que se establezca la determinacion del “fenotipo extensivo” de las unidades sanguineas
donadas, lo que facilitara encontrar sangres fenotipicamente compatibles con los receptores

que requieren ser transfundidos de forma rutinaria como parte de su tratamiento.

Palabras Claves: Hematologicos, Multitransfundidos, Aloinmunizacion, Aloanticuerpos.



ABSTRACT

Determination of the frequency of alloantibodies on multitransfusionals hematologist
patients whom assist two health centers in Quito.

Introduction: Transfusional medicine has searched a great relevance as therapeutic
treatment on patients with pathology hematologist although it is a safe and effective
treatment exist some risks as postransfusionales reactions that occurs in the alloantibodies
production. Materials and methods: This study was carrying on two health centers in
Quito, places where are assisted patients with hematologist pathology, previous
authorization of each health center and signature of patients informed with their own
consent or their legal representative on those that being under 18 years old. It was

recollected some samples which were processed on gel technique for antibodies screening.

Results: It was analyzed about 371 patients, 58% were children and were identified 16
types of alloantibodies, 4 patients showed two types of antibodies at the same time. The
alloimmunization had a direct relation with the transfusions number performed p=0,047.
Among the identified alloantibodies was found anti anti-Kp®, antibody that is less frequent

and related with delayed post transfusion reactions.

Conclusions and Recommendations: There is the presence of RBC alloantibodies on
multitransfused patients that are related with the transfusions number and the pathology
type (p<0,05) that causes post transfusion delayed post transfusions reactions, for this
reason it is recommended that at level of the services of transfusional medicine has
performed the antibodies screening on multitransfundidos patients in such manner that it
prevents the production of new alloimmunizations. At the same time, it was established the
determination of the extended phenotype of the blood units given, it facilitated to find
phenotypically compatible blood with the receptors that requirements being transfused in a

routine way as a part of their treatment.

Keywords: Hematolologycs, Multitransfunded, Alloinmunization, Alloantibodies.
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INTRODUCCION

La medicina transfusional ha logrado grandes avances a través de los tiempos, obteniendo un
gran éxito en la mayoria de los procedimientos realizados siempre relacionado a la tecnologia
del momento y obteniendo como resultado un aumento de la expectativa de vida en los
pacientes 0 receptores de productos sanguineos. A pesar de estos avances se han ido
generando muchas complicaciones que han ocasionado reacciones postransfusionales después
de ser administrado el hemoderivado, pudiendo ser estas inmediatas y/o tardias. (Alcaraz
Lopez, 2005)

Dichas reacciones son producidas debido a que los hemoderivados contiene eritrocitos con
antigenos de superficie que en su mayoria son extrafios al receptor, lo cual provoca activacién
del sistema inmune produciendo una sensibilizacién y produccién de aloanticuerpos contra las
celulas eritrocitarias (Aristizabal Aristizdbal & Torres, 2007); al recibir una segunda
transfusion se estimula la produccion de una mayor cantidad de aloanticuerpos causando la
correspondiente destruccion eritrocitaria de las células del donante dentro del receptor, de tal
manera que los pacientes que reciben una gran cantidad de derivados sanguineos tienen un
mayor riesgo de generar dichas reacciones. Por lo general la aloinmunizacion se presenta en
un periodo de 24 horas, las cuales deben ser documentadas con rapidez para que el médico
tome medidas correctivas, sin embargo existen reacciones que ocurren luego de 24 horas a

estas se las considera tardias y poco documentadas (Aristizabal Aristizabal & Torres, 2007).

En Ecuador, hay reglamentos que se encuentran descritos en el Manual de Criterios Técnicos-
Administrativos del MSP- Ecuador, basandose en los criterios y estandares de Bancos de
Sangre de la OMS/OPS, en el que se menciona que se debe realizar “todas las pruebas
transfusionales” incluyendo el rastreo de anticuerpos irregulares a todos los donantes y
receptores antes de ser utilizados los componentes a ser transfundidos (Ministerio de Salud,
2008); sin embargo, a nivel de algunos bancos de sangre no se los realiza, ocasionando
retrasos en la entrega de hemoderivados y una alta posibilidad de aloinmunizacion, una de las
causas para que se produzca esto constituye la falta de estudios y publicaciones que
mencionen la importancia de la realizacion del rastreo de anticuerpos para evitar la

aloinmunizacién y la disponibilidad de recursos econdémicos que les permitan adquirir los
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reactivos necesarios (QBP Hernandez Velasco Ana Cecilia, 2010). Los pacientes que
presentan un mayor riesgo en el desarrollo de aloanticuerpos son los denominados
multitransfundidos o que requieren un mayor numero de transfusiones sanguineas que les
permite mejorar su condicion de salud. Al presentar inmunizacién la consecuencia es una

destruccion mas rapida de los eritrocitos que poseen el antigeno complementario.

Las causas que producen una aloinmunizacion pueden deberse a la conformacion genética del
receptor, antigenos extrafios del donante, diferencia étnica entre receptor y donante y una
repetida exposicion a antigenos eritrocitarios ajenos. (Aristizabal Aristizabal & Torres, 2007).
Este Gltimo aspecto es importante debido a que los aloanticuerpos son indetectables a lo largo
del tiempo cuando no ha existido un estimulo constante, es decir no ha recibido una
transfusion que tenga el antigeno extrafio y por lo tanto ocurre una disminucion de
concentracion en el plasma llegando a ser indetectables con las pruebas rutinarias. Los
estudios mencionan que la incidencia de aloanticuerpos es entre 1-6% e incluso llegar al 30%
en pacientes que han recibido transfusiones sanguineas de forma frecuente, en este estudio se
determind un 4,3% en pacientes con patologias hematoldgicas y su presencia esta relacionada

con el nimero de transfusiones recibidas.

Asi también se encontraron una variedad de aloanticuerpos siendo el mas llamativo el anti-Kp®

que es reportado en la literatura como poco frecuente pero muy relacionado con las reacciones
postransfusionales. Otro hallazgo importante fue el aloanticuerpo anti-JK* que es el
responsable de reacciones hemoliticas tardias y su principal caracteristica es la disminucion de
sus niveles en el suero y por ende su falta de deteccion en las pruebas rutinarias denominadas
“cruzadas” o “pruebas pretransfusionales. (Aristizabal Aristizabal & Torres, 2007). Estos
resultados indican la necesidad de implementar nuevas determinaciones y pruebas a nivel de
los servicios de medicina transfusional del pais incluyendo el fenotipo extensivo tanto para

donantes como receptores.



CAPITULOI

1. JUSTIFICACION
Los pacientes multitransfundidos constituyen uno de los grupos que generan mayores
dificultades durante la transfusion de productos sanguineos debido a la presencia de
aloanticuerpos o anticuerpos irregulares producto de transfusiones previas y que ocasionan
reacciones postransfusionales (Aristizabal, 2007). Los derivados celulares como paquetes
globulares y plaquetas, pueden inducir la formacion de anticuerpos, de tal manera que cuando
son transfundidos a pacientes sensibilizados por otros contactos previos con hemoderivados
desencadenan una reaccion postransfusional (Martinez, Fallas, Contreras, & Fonseca, 1997), a
este fendmeno es al que se denomina aloinmunizacion. La frecuencia de aloanticuerpos puede
variar desde 0,52% al 34%, e inclusive existe un porcentaje de pacientes que presenta mas de
un anticuerpo irregular o aloanticuerpo (Schonewille, 2006), asi en el estudio realizado en
Estados Unidos se reportd la presencia de anticuerpos irregulares como: anti-E en un 20,8%;
anti Lewis 18,6%; anti Kell 14%, anti D 12,9%; anti M 7,2%; anti-C 6,8%; anti-P 6,7% y anti
Fya 6,3% (Winters, 2001); en otro estudio realizado en Holanda se determinaron como
aloanticuerpos frecuentes anti-E; anti-K; anti-c; anti Jk y anti-Fya. (Schonewille, 2006). Estos
resultados demuestran la diferencia existente entre paises y sus poblaciones por lo que se
concluye que cada pais debe realizar un estudio que indique el tipo y frecuencia de

aloanticuerpo en sus pacientes.

En Ecuador, existen escasas publicaciones y estudios de la frecuencia de anticuerpos
irregulares en pacientes hematologicos multitransfundidos. Los estudios han demostrado que
el 65% de las personas que reciben transfusiones experimentan reacciones durante o después
de suministrado el hemoderivado, considerandose a la reaccion febril como la méas comin
debido al desarrollo de anticuerpos por parte del paciente contra los antigenos presentes en
leucocitos o linfocitos del donante, con el fin de evitar esto se establecio el uso de productos
leucoreducidos. (Alvarez, 1996). Sin embargo, los anticuerpos irregulares se pueden encontrar
de manera frecuentemente en las muestras de pacientes que han recibido derivados sanguineos
0 han sido expuestos a antigenos hematicos por periodos largos, de tal manera que las

reacciones postransfusionales son inevitables. Algunos de estos anticuerpos tienen importancia
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clinica debido a que pueden causar disminucion de la supervivencia de los hematies como

resultado de una reaccion transfusional hemolitica (Brecher, 2002).

Actualmente en los bancos de sangre del pais se realiza una prueba denominada “rastreo de
anticuerpos” a todos los donantes de sangre acatando de esta manera los lineamientos del
Manual de Criterios Técnicos-Administrativos del MSP- Ecuador, facilitando la eleccion de
derivados sanguineos, eliminando productos que tienen alta concentracién de aloanticuerpos
como plasma fresco congelado y/o refrigerado pero se utilizan los concentrados de eritrocitos.
Adicionalmente, la deteccién de anticuerpos irregulares es para evitar las denominadas
“transfusiones ineficaces” en las que el paciente recibe una mayor cantidad de paquetes
globulares para estabilizarlo, debido a que los eritrocitos del donante son destruidos
rapidamente, esto puede deberse a la falta de pruebas de rastreo de anticuerpos que les permita
prevenir una aloinmunizacion, o el escaso conocimiento de todos los datos relevantes del
paciente como: transfusiones previas, embarazo y/o abortos (Alcaraz-Lépez ,2007). Al realizar
estas pruebas con anterioridad tanto en el donante como en el paciente se mejoraria el proceso

de una transfusion.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La medicina transfusional ha alcanzado una gran relevancia como tratamiento terapéutico,
especialmente por la ayuda ofrecida a los pacientes con déficit de sangre debida a pérdida
stbita o por procesos patologicos (Gonzalez, 2007). A pesar de que este tratamiento es seguro
existe la presencia de reacciones transfusionales una de ellas constituye la aloinmunizacion,
producida por la exposicion a antigenos eritrocitarios durante una transfusion sanguinea.
(Gutiérrez & Ochoa, 2010) (Gonzélez, 2007) (Arias, 2003) Los derivados sanguineos poseen
antigenos de superficie, es decir, sustancias que activan el sistema inmune, lo que induce la
produccién de anticuerpos durante la respuesta primaria (Gonzélez, 2007) cuando ocurre un
segundo contacto con el antigeno se produce la respuesta inmune secundaria la que
desencadena aglutinacion, fagocitosis o lisis por el sistema de complemento ocasionando
reacciones indeseables en los pacientes multitransfundidos. Es por esta razon que los
antigenos sanguineos de hematies, plaquetas, y de proteinas séricas tienen importancia en el
campo de la inmunohematologia por las reacciones postransfusionales que pueden producir
especialmente en pacientes que requieren mas de dos unidades sanguineas semanales.
(Vasquez, 2002)

Las reacciones transfusionales son efectos adversos que pueden ser inocuos Yy nocivos
(Gonzélez, 2007), y a su vez se clasifican en inmunolégicos y no inmunolégicos, inmediatos y
tardios. Para la prevencion de estas reacciones es de vital importancia conocer los
antecedentes transfusionales del paciente, tipo de tratamiento y todo factor que permita
evidenciar la presencia de aloinmunizacién. (Gonzalez, 2007) Dentro del protocolo de manejo
de reacciones transfusionales propuesto en México se encuentra un item relacionado con “los
estudios de las muestras del paciente” (Alcaraz Lopez, 2005) que contempla la observacion
del aspecto del suero del paciente en blasqueda de indicio de hemodlisis, repeticion de pruebas
ABO, Rh, pruebas de compatibilidad e investigacion de aloanticuerpos o anticuerpos anti-

eritrocitarios causantes de la reaccion postransfusional ya sea esta hemolitica o inmune.
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Por esta razon, al tratarse de pacientes multitransfundidos se requiere una investigacion previa
de los aloanticuerpos producidos por el contacto previo con antigenos eritrocitarios durante
una transfusion sanguinea aldgena (Alcaraz LoOpez, 2005). En el estudio realizado por
Gutiérrez & Ochoa, 2010 encontraron una prevalencia del 0,52% en pacientes que presentaban
problemas hematoldgicos con historial de transfusiones previas, adicionalmente identificaron
mas de un anticuerpo irregular en el 16,8% de esta poblacién estudiada. Con estos resultados,
enfatizaron la importancia de la determinacion de anticuerpos irregulares antes de una
transfusion especialmente en pacientes que han recibido mas de una transfusion sanguinea y

durante varios meses, evitando reacciones transfusionales (Gutiérrez & Ochoa, 2010).

En Ecuador, no existen publicaciones de la frecuencia de aloanticuerpos en pacientes
multitransfundidos, Unicamente se conoce la imposibilidad de transfundir derivados
sanguineos idéneos a los pacientes que lo requieren, por la positividad en las pruebas de
compatibilidad, aseveracion dada por el médico tratante durante la entrevista realizada en uno

de los centros de salud en el que reciben atencion meédica y tratamiento (Cevallos, 2012).

Valdés en el afio 2001 publica en su articulo titulado ‘“Procedimientos para deteccion e
identificacion de anticuerpos irregulares” que dentro de los examenes necesarios para una
transfusién sanguinea segura se ignora el rastreo de anticuerpos irregulares debido a varios
factores como la baja prevalencia reportada y la falta de significancia clinica (Valdés, 2001).
Sin embargo el proporcionar sangre compatible y sin riesgo para el receptor es uno de los
propdsitos de las pruebas antes de la transfusion, de esta manera los pacientes con patologias
hematoldgicas que requieren dentro de su esquema de tratamiento transfusiones sanguineas
constantes mantendrian una mejor calidad de vida. Con todo lo anteriormente mencionado el
conocer la frecuencia y tipo de aloanticuerpo presente en pacientes hematoldgicos
multitransfundidos ayudara a alertar a los servicios de medicina transfusional (Bancos de

Sangre) de la necesidad de realizar un rastreo previo a estos pacientes.
Pregunta de Investigacion.

¢Cual es la frecuencia y tipo de aloanticuerpo presente en pacientes multitransfundidos con

patologias hematol6gicas?
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3. OBJETIVOS:

3.1. OBJETIVO GENERAL:

Establecer la frecuencia y tipo de aloanticuerpos en pacientes hematoldgicos

multitransfundidos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

= |dentificar el tipo de aloanticuerpos circulantes en pacientes hematologicos

multitransfundidos.

= Correlacionar la presencia de aloanticuerpos circulantes con el nimero de transfusiones
sanguineas recibidas.

= Correlacionar la presencia de aloanticuerpos con el tipo de diagnéstico hematoldgico.

= Correlacionar la presencia de aloanticuerpos con la edad del paciente.

= Establecer la prevalencia de aloanticuerpos en los pacientes con patologias

hematoldgicas.

4. HIPOTESIS:

Ho: Todos los pacientes multitransfundidos no desarrollan anticuerpos irregulares

Hi: Todos los pacientes multitransfundidos desarrollan anticuerpos irregulares.
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CAPITULO 11

MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

5. ANTECEDENTES

El estudio se realizd a nivel de dos servicios de salud de la ciudad de Quito, en donde los
pacientes con problemas hematologicos acuden para recibir atencion médica, tratamiento
terapéutico y transfusiones sanguineas, los servicios elegidos fueron: el Hospital Baca Ortiz y
Cruz Vital.

Cruz Vital es una institucién creada para la atencion de pacientes con afecciones
hematoldgicas, a este centro acuden aproximadamente 30 personas diarias en busca de
atencion médica de las cuales el 80% sufren de afecciones hematoldgicas como leucemias,
anemias, etc. (Cevallos, 2012) En el Hospital Baca Ortiz, cada afio se diagnostican 150 nuevos
casos de enfermedades hematoldgicas que afectan tanto a recién nacidos como a nifios de
hasta 14 afios. Segln el Registro Nacional de Tumores, el 35% de leucemias estan presente en
menores de 15 afios (Estadisticas, Hospital Baca Ortiz, 2009).

Las enfermedades consideradas hematol6gicas constituyen un grupo de patologias que tienen
su origen en células hematopoyéticas, generalmente estas enfermedades estan acompafadas de
anemia debida a varias causas, entre estas la mas importante es la infiltracion medular (Ruiz
de Gaona, Rifon, Pérez Calvo, & Bendandi, 2007). Para tratar la anemia es necesario la
administracion de derivados sanguineos que en ocasiones suele ser mas de dos concentrados
por semana, convirtiéndose en una ayuda terapéutica pero con un factor de riesgo por el
namero de veces Y el tipo de derivado que utilizan estos pacientes; esto conlleva a convertir a
la transfusion en nociva, es decir, que existe a nivel de los pacientes multitransfundidos un
mayor riesgo de efectos adversos que incluyen: transmision de patdgenos, aloinmunizacion,
reacciones alérgicas que pueden ser febriles y/o hemoliticas (Barba, 2004). Por lo tanto, la
determinacion de la aloinmunizacion en estos pacientes constituye una actividad que deberia
ser realizada en todos los servicios de medicina transfusional para prevenir las reacciones

postransfusionales indeseables. (Quishi, y otros, 2012) (Zalpuri, 2012).

15



En el estudio realizado por Aygun en el afio 2002, reportd la presencia de aloanticuerpos de
significancia clinica en nifios que recibieron un promedio de 23,3 unidades de sangre durante
el tratamiento de su patologia esto fue entre 2 a 3 afios; el nimero de anticuerpos encontrados
fue en un rango de 1 a 8 (Aygun 2002); a nivel de los pacientes adultos encontraron un 47%
de aloinmunizacion. La significancia clinica de la presencia de estos aloanticuerpos fue la
principal causa de reacciones hemoliticas, ademéas de ello, el estudio de Aygun reporto
reacciones no hemoliticas en pacientes que presentaban anticuerpos como el anti-Fya, anti-
Jkb, anti-E y anti-C.

En Meéxico, se establecié un estudio que tuvo una duracién de cuatro afios cuyo objetivo
principal fue la deteccion de aloanticuerpos tanto a nivel de donantes como pacientes, los
resultados obtenidos permitieron proporcionar sangre fenotipada a 623 pacientes que
presentaban anticuerpos irregulares. (Alcaraz-Lopez, 2007); a parte de este logro establecieron
un célculo de las posibilidades de encontrar sangre compatible para pacientes que
desarrollaron méas de un aloanticuerpo, con esto pudieron establecer las reservas necesarias de
hemoderivados para este tipo de pacientes.(Alcaraz-Lopez, 2007) Esto también permitid crear
una base de datos con los resultados obtenidos facilitando la basqueda de sangre compatible y
aumentando la posibilidad de contar con sangre disponible en forma oportuna. (Rodriguez
Moyado, 2004). Hay que considerar que la identificacion inequivoca del tipo de anticuerpos es
indispensable por la significancia clinica que alguno de ellos presenta, como son los

relacionados con el sistema Rh, Kell, Duffy, Kidd y Diego (Luna Gonzalez, 2005).

La determinacion de aloanticuerpos en los afios 90, se realizaba utilizando la técnica manual
en tubo, a pesar de ser una metodologia utilizada de manera rutinaria y obtener buenos
resultados existian errores que se cometian en los procesos previos como al preparar las
células, durante el lavado, manipulacion del operador o sobrecentrifugacion. (Manlab, 2001).
Con el avance de nuevas tecnologias se establecio y generalizé el uso de las pruebas de gel,
técnica cuyo fundamento se basa en la separacion por tamafio de los eritrocitos, asi los
aglutinados permaneceran en la parte superior por la imposibilidad de atravesar el gel, esta
nueva metodologia facilitd la estandarizacion y la lectura de la reaccion antigeno-anticuerpo
de manera facil y reproducible, asi como también estandariz6 el uso racional de reactivos,

tiempo y lecturas disminuyendo de manera sustancial la influencia de la manipulacion del
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operador (Ortiz, 2000) (Gustafsson, Wikman, & Lundahl, 2004). La ventaja del uso de la
técnica en gel ademas de la reproductibilidad es el volumen de muestra que es solo de 25 pl,
no se requiere lavar las células y la escasa manipulacion por parte del operador, ademas es

facil de realizar e interpretar.

Entre las desventajas de la identificacion de anticuerpos irregulares son las varias repeticiones
e incubaciones que requiere la técnica y en ocasiones la subjetividad de la lectura tanto en la
observacion directa como en la automatizada afecta la efectividad de la prueba (American Red
Cross, 2000). A pesar de ello, reduce la posibilidad de obtener resultados falsos positivos por
pseudoaglutinacion (fenémeno de Rouleaux) que ocurre durante las pruebas efectuadas en
tubo, esto no ocurre en gel, asi también la presencia de hemolisinas a menudo no observadas
por los técnicos se manifiestan en el gel como aglutininas, evitando que los anticuerpos de
significancia clinica pasen desapercibidos y sean catalogados como resultados falsos negativos
(Manlab, 2001). La deteccion de los anticuerpos irregulares con significacion clinica a nivel
de pacientes que requieren transfusiones periodicas, es de suma importancia para evitar que se
utilicen derivados sanguineos que posean el antigeno contra el cual va dirigido el
aloanticuerpo. Asi también la eleccion de una técnica adecuada constituye otro de los aspectos
importantes dentro de la deteccion de anticuerpos irregulares de bajo titulo o mezcla de

anticuerpos.
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6. MEDICINA TRANSFUSIONAL.

La historia de la medicina transfusional se relata desde el siglo XV, los primeros intentos lo
realizd Jean Baptiste Dennis al transfundir sangre de cordero, obteniendo como resultado una
crisis hemolitica intravascular con una consecuencia fatal que fue la muerte del paciente, tras
este incidente se dio la prohibicidn total de estas practicas médicas, retrasando los avances en
esta &rea por varios afios. (Zavala Bonilla, 2005).

En 1835 James Blundell tuvo éxito al realizar una transfusion de paciente a paciente, lo que
hoy se conoce “brazo a brazo” esto demostraba la existencia de una compatibilidad entre las
personas (Zavala Bonilla, 2005). Durante la Primera Guerra Mundial todos los cientificos
relacionados con transfusiones tuvieron que enfrentar el problema de la coagulacion una vez
que la sangre ha sido extraida, trabajos realizados por Hustin, Agote, Lewisohn y Roberson
demostraron que la adicion de citrato a las unidades de sangre obtenida ayuda a evitar la
coagulacién de las mismas. (Grifols Ronda, 2009) Sin embargo, el ucraniano Shamoff fue
quien propuso la utilizaciéon de sangre proveniente de caddveres como “constante y segura’;
esto fue aceptado en 1932 por Yudin, publicando los resultados preliminares de “100
transfusiones a pacientes de cadaveres con éxito” y lo amplié a mas de 1000 en 1937 (Grifols

Ronda, 2009). Sin embargo, esta practica no fue considerada en otros paises ni implementada.

Posteriormente se realizaron varios estudios en donde Landsteiner en 1901 publico su trabajo
denominado “Agglutination phenomena in normal human blood” describiendo asi las
tendencia de aglutinacion en ciertas ocasiones al confrontar dos sangres de individuos
diferentes (Grifols Ronda, 2009). Este estudio finaliz6 con el descubrimiento de los grupos

sanguineos.

En el siglo XX se demostré que en la membrana de los eritrocitos se encuentran agentes
antigénicos lo cual llevo a investigar la existencia de anticuerpos naturales desarrollandose asi
el conocimiento del sistema ABO, Rh y sus reacciones antigeno anticuerpo; en estudios
posteriores se establecio que la administracion de anti-Rh en forma de globulina inmune
prevenia la isoinmunizacién Rh y ayudaba a prevenir la enfermedad hemolitica del recién
nacido (Salvatella Flores, 2008).
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Hasta la actualidad se han descubierto un total de 23 sistemas de grupos sanguineos
eritrocitarios, su composicién bioquimica, funciones y su localizacion cromosémica asi como
su polimorfismo causante de la respuesta inmune a nivel de los receptores. (Rodriguez
Moyado, 2004). Todos estos descubrimientos y la necesidad de productos sanguineos para el
tratamiento de ciertas patologias, accidentes o perdida masiva de sangre dieron lugar a nuevos
investigadores es asi que Duran-Jorda pone de manifiesto un nuevo contexto “la sangre debe
esperar a los receptores y no al revés” (Rivera, y otros, 2007) bajo este concepto desarrolla un
sistema de donacion voluntaria, transporte a la zona de guerra de los productos y la realizacion
de pruebas previas a la transfusion todo esto a través de personal capacitado (Rivera, y otros,

2007). En este momento es cuando surge el concepto de Banco de Sangre.

Desde el afio de 1960 que se inicia la era de los “Bancos de Sangre” comienza su desarrollo y
perfeccionamiento tecnoldgico (Salvatella Flores, 2008), en la actualidad existen metodologias
aplicadas a obtener derivados sanguineos de alta calidad, pruebas pretransfusionales y
deteccion de agentes infecciosos de acuerdo al perfil epidemiologico de cada pais
(Organizacion mundial de la Salud, 2009), tomando en cuenta reactivos que acorten el periodo
de ventana a través del uso de reactivos de cuarta generacion como es el caso de la
determinacion de los portadores del virus de inmunodeficiencia humana (VIH).

7. LEGISLACION Y MEDICINA TRANSFUSIONAL

La terapia transfusional es una de la préacticas desarrolladas para disminuir la mortalidad y
mejorar la calidad de vida de las personas con diferentes patologias o por pérdidas de sangre
(MSP, 2008). Sin embargo conlleva varios riesgos que pueden ocasionar dafios irreparables a
la persona que recibe los productos, tales como: transmision de agentes infecciosos, reacciones
postransfusionales o sobrecarga de hemocomponentes (Rodriguez Moyado, 2004). Es por esta
razon que se han creado varios estandares de calidad y seguridad para la recoleccion,
fraccionamiento, analisis, despacho y utilizacion de los hemoderivados (MSP, 2008).

En Ecuador, se crearon varios reglamentos incluidos en el Manual de Criterios Técnicos-
Administrativos del Ministerio de Salud Pdblica en el que se establecen los criterios minimos
de implementacion de los servicios de medicina transfusional en relacién a equipamiento,
espacio fisico y personal (MSP, 2008). Ademas de estos aspectos se establecen las funciones

de un servicio de medicina transfusional en el que se menciona que se deben “Realizar todas
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las pruebas pretransfusionales pertinentes tanto del paciente como de los hemocomponentes
antes de ser administrado” (MSP, 2008).

A pesar de ser mencionado en este Manual del Ministerio de Salud Publica, a nivel de los
Bancos de Sangre del pais no se realizan pruebas de escrutinios de anticuerpos irregulares en
pacientes multitransfundidos lo que ocasiona demoras en la entrega del derivado sanguineo asi
como el uso de productos no compatibles y la destruccion de los derivados del donante por la
presencia de estos anticuerpos en el receptor, ocasionando que se requiera una mayor cantidad
de transfusiones. Es necesario establecer reglamentos que eviten y prevengan el uso
inadecuado y en ocasiones excesivo de derivados sanguineos que pueden ocasionar la
presencia de enfermedades hemoliticas, transmision de enfermedades infecciosas en periodo
de ventana (Hepatitis B, C, SIDA entre otras) y por Ultimo la sensibilizacién innecesaria del
receptor que genera reacciones adversas inmediatas y tardias (Céspedes Quevedo, 2002).
Estudios demuestran que en pacientes con problemas de cancer pulmonar, es6fago y rifién han
experimentado reacciones transfusionales que han disminuido su calidad de vida por la
produccion de aloanticuerpos ocasionados por estimulos antigénicos constantes. (Céspedes
Quevedo, 2002). Varios estudios han demostrado que las transfusiones sanguineas en varias
ocasiones son innecesarias y poco valoradas por los comités de los diferentes centros
hospitalarios lo que ha ocasionado la sensibilizacion de los receptores y mayor numero de
reacciones postransfusionales (Judrez-Rangel, Vite-Casanova, Marin y Lopez, & Sanchez-
Guerrero, 2004).

Generalmente una aloinmunizacion ocurre dentro de las primeras 24 horas y deben ser
comunicadas rapidamente y documentadas, con ello el médico tendra una orientacién cuando
realice su proximo pedido de derivados sanguineos (Juarez-Rangel, Vite-Casanova, Marin y
Lopez, & Sanchez-Guerrero, 2004). Es por esto que la hemovigilancia es uno de los aspectos
mas importantes que permiten establecer los nuevos requisitos pretransfusionales para los
pacientes que requieren recibir productos sanguineos, la documentacion es la que hace posible
un seguimiento adecuado e incluso optar por un transfusion oportuna y eficaz (Barrios,
Contreras, & Pujol, 2002). El reporte de reacciones transfusionales permite su investigacién y

la determinacion de las causas y finalmente la aplicacion de acciones correctivas.
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8. TRANSFUSION SANGUINEA COMO TRATAMIENTO TERAPEUTICO
En la actualidad la medicina transfusional es un método eficaz de tratamiento terapéutico, sin
embargo se ha puesto “en duda” su seguridad y eficacia (Pérez, Diaz, & Pérez, 2009). Uno de
los objetivos primordiales de la transfusion sanguinea es el transporte de oxigeno a los tejidos,
pero en algunos estudios no se ha confirmado este beneficio (Pérez, Diaz, & Pérez, 2009). A
pesar de ello, en la actualidad los concentrados eritrocitarios son utilizados para mejorar el
proceso de respiracion celular de los pacientes con patologias en las que es imposible producir
células que sean eficientes 0 en aquellos que experimentan pérdidas sanguineas masivas,

obteniendo buenos resultados (Luna Gonzéalez, 2005).

No obstante en el estudio realizado por Luna Gonzalez se mencionan ciertos efectos
considerados nocivos y denominados “reacciones transfusionales” ocasionados por varios
factores como contaminacion bacteriana, incompatibilidad o respuesta inmune ante antigenos
no propios (Luna Gonzélez, 2005); que ocasionan la formacion de anticuerpos frente a
antigenos de las células sanguineas, plaquetas o sistema HLA, siendo los anticuerpos
antieritrocitarios los mas nocivos ya que estos han provocado la muerte de aproximadamente

el 40% de pacientes con incompatibilidad ABO (Luna Gonzalez, 2007).

Ademas de estos anticuerpos se producen otros contra sistemas de antigenos eritrocitarios
diferentes al ABO dando lugar a los Ilamados aloanticuerpos o anticuerpos irregulares (Luna
Gonzaélez, 2005) que también son conocidos por las reacciones postransfusionales tardias.

El principal efecto de una reaccion transfusional constituye la destruccion de los eritrocitos de
forma casi inmediata por los anticuerpos presentes en el plasma del paciente o receptor,
produciéndose la activacion del complemento ocasionandose una hemdlisis intravascular que
conduce al shock y coagulopatias que se asociara con falla multiorganica con dafio renal y
respiratorio pudiendo terminar con la muerte del paciente (AABB, 2000). Una de las
principales causas para que una transfusion sanguinea fracase constituye “el factor humano”
por errores introducidos durante la realizacion de las pruebas, eleccion errénea del
concentrado de eritrocitos y la exigencia de los galenos por obtener los derivados sanguineos

de forma inmediata (AABB, 2000). Es por esta razén que la practica transfusional tiene
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ventajas y desventajas que deben ser analizadas antes de su uso como terapeutica (Zavala
Bonilla, 2005) (AABB, 2000).

Varios estudios e investigaciones de la eficacia de una terapia transfusional con concentrados
de hematies recomiendan la importancia de tomar en cuenta varios factores relacionados con
el paciente como receptor de los beneficios que aporten, asi debe considerarse un tratamiento
individualizado valorando las caracteristicas propias de cada caso y la dosis adecuada de
acuerdo al objetivo basico de la transfusion tomando en cuenta siempre el “menor riesgo para
el paciente y el producto sanguineo adecuado a ser utilizado” (Barrios, Contreras, & Pujol,
2002) (MSP, 2008) (Grifols Ronda, 2009).

9. TRANSFUSION DE COMPONENTES SANGUINEOS
Como se menciono anteriormente la transfusion de concentrados eritrocitarios es para evitar
una hipoxia tisular (Pérez, Diaz, & Pérez, 2009). El uso del oxigeno desde la atmésfera hasta
la célula es un proceso en el que intervienen varios mecanismos que se interrelacionan entre
ellos (Sociedad Espafiola de Transfusion Sanguinea, 2010):
a) Pulmonar: Captacién de oxigeno a nivel alveolar
b) Transporte de oxigeno por la sangre: contenido arterial de O2
c) Gasto cardiaco
d) Intercambio periférico de oxigeno: difusion de Oz del capilar a la célula.
e) Respiracion celular: utilizacién del Oz por la célula.

Si estos sistemas realizan una buena correlacion entre ellos el aporte de oxigeno serd adecuado
y aportard los beneficios requeridos, pero a nivel de la sangre el transporte de oxigeno ocurre
de la siguiente manera: el Oz disuelto en sangre es del 2%; el oxigeno esta unido al hierro de
forma reversible al grupo hemo de la hemoglobina (Sociedad Espafiola de Transfusion
Sanguinea, 2010). Por lo tanto, la cantidad de oxigeno que transportara la hemoglobina es de
1,34 ml por gramo de hemoglobina (AABB, 2000); es decir que una persona que tenga 11-
159/100 ml de hemoglobina podré transportar 15 a 20 ml de oxigeno por cada 100 ml de
sangre (Sociedad Espafiola de Transfusién Sanguinea, 2010). Con estas consideraciones se
puede afirmar que un adulto consumira de 200-250 ml de oxigeno por minuto para mantener

el metabolismo celular. Bajo estas consideraciones se puede definir como anemia, la
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disminucion de la concentracion de hemoglobina de los pardmetros establecidos entre
hombres y mujeres; y la disminucion de la masa eritrocitaria que condiciona el nivel de
hemoglobina (Sociedad Espafiola de Transfusién Sanguinea, 2010) (Rueda Ordofiez, 2008).

La manifestacion de una anemia grave considerada sistémica intervienen caracteristicas
generales como: palidez de la piel, astenia, disnea de esfuerzo; cardiovasculares; neuroldgicas
como cefalea y vértigos; renales como edemas de extremidades (AABB, 2000) (Rueda
Ordofiez, 2008). Con esta sintomatologia clinica y sumando los exdmenes de laboratorio
deciden si un paciente debe ser transfundido o no, y de hacerlo debe seleccionarse un producto
sanguineo seguro y eficaz. (Ortiz, Mingo, & Lozano, 2005).

La anemia es una de las complicaciones que empeora la salud de los pacientes con leucemias,
especialmente en el momento de decidir el tratamiento, el primer paso consiste en determinar
la “estrategia terapéutica”; es decir identificar que mecanismo estd provocando la anemia
(Ruiz de Gaona 2007). Estudios han demostrado que la anemia puede ser atribuida a diversas
circunstancias como la hemdlisis autoinmune caracteristica de las leucemias linfoblasticas,
infiltracion medular que ocurre en la mayoria de enfermedades hematoldgicas, el
hiperesplenismo signo clinico caracteristicos de patologia hematoldgicas y los trastornos
metabolicos del hierro (Ruiz de Gaona, 2007). Dentro del protocolo de manejo a los pacientes
estdn considerados cuatro aspectos: tratamiento antineopldsico, tratamiento de las

complicaciones, prevencién y apoyo psicoldgico. (Argote, 2006)

El tratamiento antineoplasico depende de cada paciente y pueden ser a base de quimioterapia y
radioterapias ya sea solas o combinadas con esquemas variables de acuerdo a cada
enfermedad; en el caso de complicaciones como las anemias que pueden ser graves se requiere
el uso de concentrados eritrocitarios leucorreducidos para evitar la sensibilizacion del paciente
contra antigenos, en general el objetivo es mantener cifras de Hb >10gr/dl para mantener una
adecuada oxigenacion de los tejidos durante su tratamiento, por lo que deben ser
completamente compatibles ya que al existir algin anticuerpo irregular este disminuye la vida
de los eritrocitos que presenten el antigeno correspondiente (Argote, 2006); una de las causas
por las que los pacientes hematoldgicos necesitan varias transfusiones constituye la

disminucion de la vida util de los glébulos rojos por la presencia de anticuerpos irregulares o

23



por otros mecanismos propios de la enfermedad como los medicamentos que deben
administrarse durante su tratamiento (Aristizabal, 2007).

En estos pacientes se ve dificultado el tratamiento por el desarrollo de una aloinmunizacion,
producto de las transfusiones previas, por lo que encontrar sangre compatible constituye un
problema dado que en el suero del paciente estan aloanticuerpos que reaccionan con los
eritrocitos que poseen los antigenos correspondientes pudiendo provocar desde reacciones
hemoliticas leves hasta graves (Aristizabal, 2007).

Uno de los aspectos importantes es la evaluacion médica y la historia clinica del paciente, este
constituye el primer paso para una correcta practica transfusional, hay que considerar que la
transfusion es una de las actividades que deben mantener un control de calidad riguroso sin
embargo, la metodologia utilizada en las pruebas pretransfusionales varian segun los recursos

de los laboratorios, urgencia y condicion del paciente (Zavala Bonilla, 2005).

9.1 Tipos de Patologia que cursan con anemia: Anemia Aguda

Esta puede darse luego de un accidente, intervenciones quirdrgicas o traumatismos, la pérdida
es de sangre total y tendrd que ser corregida con el uso de varios componentes sanguineos
(Ortiz, Mingo, & Lozano, 2005) (Sociedad Espafiola de Transfusion Sanguinea, 2010). Debe
tomarse en cuenta que se debe corregir la volemia o el transporte de oxigeno de acuerdo a la
pérdida de sangre; la transfusion se realizara en pacientes que tengan <8g/dl con hemorragia
incontrolada o > 65 afios; diabéticos; enfermedad vascular, respiratoria; o en pacientes con
problemas cardiacos o respiratorios (Sociedad Espafiola de Transfusion Sanguinea, 2010); o

con sintomas de anemia hipoxica.

9.2. Anemia cronica
Este tipo de anemia debe tratarse de acuerdo al cuadro clinico que se presente y debe
principalmente corregirse la causa del déficit: vitamina B12; hierro y factores que provocan
anemia. (Ortiz, Mingo, & Lozano, 2005). La anemia cronica suele presentarse en pacientes

con hemopatias malignas y neoplasias, el nivel de hemoglobina a mantenerse es 8 a 9 gr/dl
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9.3. Anemia Hemolitica Autoinmune:
Los pacientes que presentan una anemia hemolitica autoinmune no deben ser transfundidos
salvo casos de necesidad urgente, debe utilizarse otras terapias de acuerdo a su estado, ya que
la transfusion lo agravaria por la hemdlisis debida a anticuerpos presentes en el suero del

paciente (Sociedad Espafiola de Transfusion Sanguinea, 2010).

Sin embargo, al requerir una transfusion sanguinea debe seguirse un protocolo estricto
(Engelfriet CP, 2000) para utilizar el producto sanguineo adecuado dentro de los procesos esta
una tipificacién correcta utilizando como control negativo la albimina; para el sistema Rh
utilizar un reactivo monoclonal y un control negativo; fenotipo del Rh y escrutinio de
anticuerpos y de ser necesario utilizar las técnicas de elusion y autoabsorcion del suero del
paciente que permitird establecer qué tipo de aloanticuerpos estan presente ademas del
autoanticuerpo (Engelfriet CP, 2000) (AABB, 2000).

9.4. Anemia en pacientes pediatricos:
La transfusion sanguinea en un nifio tiene la misma finalidad que en el adulto (Ortiz, Mingo,
& Lozano, 2005). Este estudio fue realizado a nivel de nifios con leucemia linfoblastica aguda,
este tipo de patologia se caracteriza por provocar infiltracion medular, en sangre y/o en tejidos
por células neoplésicas (Sanchez & Barrientos, 2007), dentro de las manifestaciones clinicas
esta la anemia y del 33 al 43% de los pacientes presentan sangrado por trombocitopenia, por lo
que es requerido la transfusion de componentes sanguineos como hematies y plaguetas

(Sociedad Espafiola de Transfusion Sanguinea, 2010).

El desarrollo de anemia es caracteristico de la leucemia linfoblastica y puede presentarse en
varios episodios durante la evolucion de la enfermedad, esto puede ser al momento del
diagnostico o como consecuencia del tratamiento (Ruiz de Gaona & J. Rifon, 2007).
Constituye importante mencionar que todos los tipos pronosticos de leucemia linfoblastica
consideran a la anemia como caracteristico del estadio avanzado de la enfermedad. (Ruiz de
Gaona & J. Rifon, 2007). Estudios realizados han determinado un 13% de incidencia de

anemia en estos pacientes (Ruiz de Gaona & J. Rifon, 2007).
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Por consiguiente la presencia de anemia en estos pacientes y su condicién clinica predisponen
al uso de concentrados eritrocitarios de manera constante y su predisposicion a una

aloinmunizacion.

9.5. Anemia y Drepanocitosis

La anemia en estos pacientes se presenta en los primeros meses de vida ocasionada por una
hemolisis cronica debida al cambio de la hemoglobina S por la fetal presentando una
reticulocitosis intensa (Sociedad Espafiola de Transfusion Sanguinea, 2010). Dentro de esta
patologia es comun las crisis vasculares oclusivas por el acumulo de células drepanociticas
(Gavin Cho, 2011). La transfusion sanguinea rutinaria en estos pacientes constituye el mejor
tratamiento tanto para corregir la anemia como para prevenir sus complicaciones (Gavin Cho,
2011) (Cortina Rosales Lazaro, 2003).

A pesar de ofrecer beneficios como el aumento de hematocrito, dilucion y remocion de las
células que poseen hemoglobina S, disminucién de la viscosidad de la sangre y mejorar el
flujo sanguineo; las transfusiones sanguineas frecuentes en estos pacientes traen riesgos entre
ellos la sobrecarga de hierro y la aloinmunizacion contra antigenos eritrocitarios siendo la mas
reportada por la hemdlisis que se produce, por lo que debe ser valorada en el momento de
tomar la decision de transfusion profilactica (Sociedad Espafiola de Transfusién Sanguinea,
2010) (Cortina Rosales Lézaro, 2003).

Dentro de los exdmenes que deben ser realizados esta el “fenotipo extensivo” para obtener un
paquete globular o concentrado eritrocitario lo mas compatible posible. La aloinmunizacion en
estos pacientes esta calculada en aproximadamente el 25-30% (Telen, 2001), los anticuerpos

mayormente desarrollados estan relacionados con el sistema Rh, Kell y Kidd.

9.6. Sindrome de Evans
Este sindrome se caracteriza por estar acompafiado de trombocitopenia inmune y anemia
hemolitica autoinmune. (Correa Gonzélez, 2010). Al tratarse de un sindrome este debe ser
tratado de acuerdo a la sintomatologia presentada, las transfusiones sanguineas a tiempo
resultan ineficaces por la produccién de autoanticuerpos y aloanticuerpos, siendo utilizadas
Unicamente para estabilizar al paciente, sin embargo dura poco ya que las células eritrocitarias

son destruidas rapidamente por los anticuerpos del paciente (Hernandez Velasco, 2012). Lo
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que mejora su transfusion es la determinacion del autoanticuerpo y el posible aloanticuerpo

presente en el paciente y la utilizacion de concentrados fenotipicamente compatibles.

10. ALOINMUNIZACION

Se define como aloinmunizacion a la produccion de anticuerpos frente antigenos eritrocitarios
esta situacion puede darse luego del embarazo, transfusion y/o trasplante de tejidos (Jiménez
& Pineda, 2001). La aloinmunizacion produce los llamados “anticuerpos inesperados” o
irregulares y su incidencia es variable y depende del estimulo al que haya estado expuesto una
persona (Duefias, Cortés, Rovetto, & Neuta, 1999). Se ha determinado una frecuencia del 1 al
2% de aloinmunizacion a nivel de pacientes en general, sin embargo al tomar en consideracion
determinados grupos de personas esta incidencia varia sustancialmente, asi a nivel de donantes
se espera 0,2 a 0,8%; paciente que reciben transfusiones de forma repetitiva puede variar entre
7-76% (Cortes Buelvas, 2012).

Dentro de las causas que ocasionan una aloinmunizacion se encuentra: la conformacion
genética del receptor; los antigenos extrafios del donante; que el receptor presente diferencia
en el complejo mayor de histocompatibilidad y la diferencia étnica entre receptor y donante
(Cortes Buelvas, 2012). Otra causa constituye una repetida exposicion a antigenos
eritrocitarios es decir un nimero mayor de transfusiones, se ha estimado que el 4% de
pacientes presento6 aloanticuerpos antes de la décima unidad y de 6,5-14% cuando han recibido
la cuarentava unidad sanguinea (Cortes Buelvas, 2012) (Duefas, Cortés, Rovetto, & Neuta,
1999).

Generalmente, las personas que no han tenido un estimulo antigénico presentan de forma
natural anticuerpos del sistema ABO que son de tipo IgM y pueden producir reacciones
transfusionales fatales, se ha reportado que el 13% de personas que han muerto fue por
transfusiones sanguineas debidas a incompatibilidad ABO (Cortes Buelvas, 2012). Los
anticuerpos que siguen en importancia son los del sistema Rh ya que estos se encuentran
implicados en el 50% de las reacciones postransfusionales (Duefias, Cortés, Rovetto, & Neuta,
1999). Ademas se han reportado anticuerpos contra el sistema Kell y Duffy y existen pacientes
gue presentan dos aloanticuerpos a la vez siendo los mas comunes anti-E y anti-Kell (Mufiiz &
Vega, 2009).
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También es conocido que los aloanticuerpos eritrocitarios “desaparecen” con el tiempo debido
a que disminuye sus niveles en el plasma, siendo indetectables a nivel de las pruebas rutinarias
de laboratorios, se ha estimado que 30-35% desaparecen al afio de su deteccion siempre y
cuando no haya existido un nuevo contacto con el antigeno que estimulo su presencia (Mufiiz
& Vega, 2009). Igualmente el 50% disminuye sus niveles en el plasma luego de 10 afios,
dentro de este grupo se encuentran los anti-Jk(a), anti-c y anti-e siendo los de mayor riesgo de
una enfermedad hemolitica tardia luego de una nueva transfusion; es decir un nuevo estimulo
antigénico (Mufiiz & Vega, 2009).

El significado clinico de la presencia de aloanticuerpos se determina valorando los siguientes
aspectos: tipo de aloanticuerpo IgM o IgG; capacidad de producir una estimulacion del
complemento que provoca una hemdlisis intravascular o extravascular; y si se trata de
anticuerpos contra antigenos de alta frecuencia lo que provoca es una dificultad en encontrar
sangre compatible. (Engelfriet CP, 2000) (Mufiz & Vega, 2009).

La clasificacion de los aloanticuerpos se encuentra en relacién con su significancia clinica,
frecuencia del antigeno correspondiente y disponibilidad de reactivos para su identificacion
(AABB Technical, 1999) (Mufiiz & Vega, 2009):

a) Anticuerpos clinicamente significativos: anti-D, -E, -e, -C, -c, -K- -Fya, -Fyb, -JKa, -
JKb, -S, -s. Para la transfusion sanguinea se sugieren componentes carentes de los
antigenos complementarios. (Mufiez-Diaz, 2012)

b) Anticuerpos de significado clinico cuestionable: anti-Lea, -Leb, -Lua, -M, -N, P1, -
H/HI/Hi, -1/i. Ante la presencia de estos anticuerpos se pueden utilizar cualquier
componente sanguineo que tenga un resultado negativo en las pruebas cruzadas.
(Mufiez-Diaz, 2012)

¢) Anticuerpos “HTLA”: anti-Ch, -Rg, -Cs°, Kna, MCCA, Sla, Yka, -JMH, -SDa; el
mayor riesgo que presentan estos anticuerpos es que enmascaran a los clinicamente
significativos; se requiere buscar componentes sanguineos que no tengan los antigenos

eritrocitarios correspondientes. (Mufiez-Diaz, 2012)
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d) Anticuerpos frente a antigenos de baja frecuencia: anti-Cw, -Jsa, -Kpa, -V, -WRa, -
Xga; el riesgo al que se enfrenta el banco de sangre es la imposibilidad de identificar a
antigenos correspondientes por la falta de reactivos de tipaje.

e) Anticuerpos contra antigenos de alta frecuencia: anti-Ge, -Hy, -Jsb, -k, -Kpb, Lan, -
Lub, -P+P1+pk, -U, -Vel, -Yta, -Co, estos son potencialmente significativos y muy
complejo encontrar sangre compatible ya que son de alta frecuencia es decir comunes

en la poblacién.

10.1. Principales Grupos Sanguineos Eritrocitarios:
Sistema Sanguineo Antigenos Anticuerpos
ABO A Anti-B
B Anti-A
AB ninguno
RH D Ninguno
D Anti-D
Cc Anti-C
E Anti-E
c Anti-c
e Anti-e
MNS M Anti-M
N Anti-N
S Anti-S
S Anti-s
Kell K Anti-K
K Anti-k (cellano)
Lewis Le Le Anti-Lea
Le le Anti-Leb
lele
Duffy Fy (a+b-) Anti —Fya
Fy (atb+) Anti- Fyb
Fy (a-b+) Anti-Fy3
Fy (a-b-) Anti-Fy5
Kidd JKk (a+b-) Anti- Jka
Jk (at+b+) Anti- Jkb
Jk(a-b+) Anti- Jk3 se produce en individuos
JK (a-b-) muy raro del fenotipo
JKk (a-b-)
Lutheran Lu (at+b-) Anti- Lua
Lu (at+b+) Anti-Lub
Lu (a-b+) Anti- Lu3
Lu (a-b-) Anti-Lu4
P P1 Anti-P1
P Anti-Pka
Pk Anti-Pkb

Fuente:(Barbolla.L, 2008).
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11. REACCIONES POSTRANSFUSIONALES
Las reacciones postransfusionales son reacciones que ocurren en el paciente ya sea en el
momento de la transfusion o después de recibir un hemocomponente es por esto que se
dividen en inmediatas o tardias (Gonzalez, 2007); este riesgo puede presentarse
principalmente por la “diferencia genética de persona a persona” (Gonzalez, 2007) este hecho
estimula al sistema inmune que reconocerd las células sanguineas como extrafias para el
organismo del receptor ocasionando las denominadas “reacciones transfusionales” (Gonzalez,

2007).

Existen otros factores de riesgo a los que estan expuestos los pacientes que requieren varios
derivados sanguineos como: adquirir enfermedades infecciosas como HIV, HCV, Chagas,
Sifilis, hepatitis C y contaminacion bacteriana, en ciertas ocasiones por un mal procedimiento
de la técnica en la obtencién de los hemoderivados, errores en la determinacién seroldgica,
periodo de ventana, mal reporte, todo esto conlleva a obtener sangre “no segura” (AABB,

2000) (Aspilcueta, 2008) (Luna Gonzélez, 2005)

Los signos y sintomas no son muy especificos cuando un paciente tiene una reaccion
postransfusional y suelen ser muy variados entre los cuales se puede mencionar fiebre,
sudoracion, vomitos, dolor lumbar, prurito, rubor, cianosis, taquicardia, taquipnea, diatesis
hemorragica e incluso situaciones de shock. En un paciente inconsciente o anestesiado, los

signos practicamente se reducen a hipotension y diatesis hemorrégica® (Aspilcueta, 2008).

12. PRUEBAS PRETRANSFUSIONALES

De acuerdo a los requerimientos internacionales se han establecidos los siguientes
procedimientos para evitar problemas postransfusionales: Solicitud de los productos y datos
relevantes del paciente como; identificacion correcta del receptor; estudios del donador que
incluyen pruebas serolégicas; determinacion del grupo sanguineo tanto del donador como del
receptor; y deteccion de anticuerpos irregulares (AABB, 2000), en algunos paises como en los
europeos es obligatorio el fenotipo extensivo tanto del receptor como del donante antes de la

transfusién. Las pruebas pretransfusionales demuestran la presencia de antigenos y/o

! Condicion del organismo congénita o adquirida que predispone a sangrar de forma anémala.
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anticuerpos que puede presentar un paciente, siempre y cuando sean realizadas bajo estrictas
normas de calidad (Zavala Bonilla, 2005); la inclusion de las pruebas de “rastreo de
anticuerpos” constituye un aspecto importante dentro de la obtencién de sangre “compatible y
segura”. En la actualidad las pruebas de gel se encuentran disponibles y sirven para la
determinacion de los diferentes tipos de inmunoglobulinas especialmente 1gG que son de
significancia clinica en transfusiones de derivados sanguineos, ademas permiten identificar las
fracciones de complemento pegadas a los glébulos rojos (DASS & Chaudhary, 2007); de tal

manera que han simplificado la caracterizacion seroldgica de la presencia de anticuerpos.

Por lo tanto, bajo la finalidad de evitar reacciones adversas postransfusionales en el laboratorio
de banco de sangre se realizan exadmenes pretransfusionales, partiendo del concepto de
compatibilidad como la falta de reaccién inmune entre antigenos (Donante) y anticuerpos
(Receptor) indicando que no existird una respuesta inmune adversa durante o después de la
transfusion sanguinea. (Barbolla.L, 2008).

Estas pruebas ayudan a detectar posibles anticuerpos contra antigenos entre el suero del
receptor y las células a ser transfundidas, asegurando asi la compatibilidad entre donante y
receptor, tomando en cuenta que este proceso no previene en un 100% la reaccion hemolitica
retardada ni la aloinmunizacién (Barbolla.L, 2008); esto se debe a que a nivel de las células
sanguineas, existe en su membrana proteinas que actGan como antigenos provocando la
formacion de anticuerpos en los receptores al recibir sangre incompatible (aloinmunizacion).
Dentro de esto se debe considerar que existen anticuerpos que pueden aparecer de forma
natural como los del sistema ABO o provocados por la transfusién que se conocen como
aloanticuerpos o anticuerpos irregulares, siendo estos relacionados directamente con

reacciones postransfusionales. (Barbolla.L, 2008).

12.1 Fundamento de las pruebas

Las pruebas pretransfusionales se fundamenta en el rastreo de anticuerpos o antigenos que
puedan ocasionar reacciones postransfusionales. Por tanto su objetivo constituye seleccionar
para cada paciente los derivados sanguineos idoneos e inocuos que garanticen la supervivencia

de los elementos celulares de forma optima y beneficiosa (AABB, 2000).
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12.2 Proceso de las pruebas pretransfusionales

Para realizar una transfusion sanguinea debe seguirse varios procesos que conllevan desde el
pedido de la transfusion hasta la entrega de los derivados sanguineos (AABB, 2000). Dentro
de estos procesos la identificacién del paciente desde el momento de la extraccion de la
muestra hasta la administracion del producto sanguineo constituye la parte “mas importante”
ya que se ha documentado que la gran mayoria de errores y accidentes transfusionales han

ocurrido en este proceso (SETS, 2010).
Las fases de este proceso son:

12.2.1 Pedido de transfusion:

Generalmente es realizada en documentos estandarizados los que deben contener informacion
relevante del paciente: identificacion completa, motivo del pedido, edad, transfusiones
anteriores, antecedentes obstétricos (mujeres), diagnostico, nombre del médico, plan de uso
(emergencia, sin prueba cruzada, urgente, al dia, reserva, cirugia programada), y por ultimo la
firma de responsabilidad del solicitante y de la persona que extrajo la muestra. A esta peticion
la acompafa la muestra extraida y rotulada. Rechazandose un pedido incompleto (AABB,
2000).

12.2.2 Muestra del receptor:

Como se menciond anteriormente debe estar correctamente identificada siendo esto una
medida de seguridad para evitar errores fatales por equivocacion del paciente. La muestra para
pacientes con cirugia programada debe extraerse con maximo 3 dias de anterioridad. (AABB,
2000).

12.2.3 Tipo de muestra:
Generalmente se utiliza suero y/o plasma, en el caso de nifios menores de 4 meses se utilizara

el suero de la madre para el estudio de anticuerpos irregulares (AABB, 2000).

12.2.4 Conservacion de la muestra:

Se recomienda guardar las muestras por 7 dias despues de la transfusion (AABB, 2000).
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12.3 Pruebas seroldgicas

El propdsito de las pruebas es respetar la compatibilidad del grupo ABO entre el receptor y el
donante, la Gnica excepcion son los casos de urgencia en los que se utilizard sangre tipo O Rh
negativo. (AABB, 2000)

12.3.1 Determinacion del grupo ABO:

Es importante su determinacion por la orientacion que brinda al transfundir sangre, pero es
necesario conocer que aparte de los 4 grupos sanguineos (A, B, AB, O) existen subgrupos
adicionales que tienen distintos patrones de aglutinacion por lo tanto la identificacion de los
subgrupos del sistema ABO es una prueba pre-transfusional obligatoria con la finalidad de

evitar reacciones adversas. (Arbelaez Garcia, 2009).
La determinacion del grupo ABO se realiza por dos procedimientos:

Grupo Directo: conocido como grupo hematico y se fundamenta en la determinacion de

antigenos en la membrana de los eritrocitos con antisueros comerciales.

Grupo Inverso: Ilamado también grupo sérico en esta prueba se determina la presencia en el

suero de anticuerpos contra antigenos ABO.

La comparacién de los resultados obtenidos tanto en el grupo directo como inverso permitira
establecer discrepancias que deberan ser estudiadas (AABB, 2000). Es necesario tomar en

cuenta la existencia de subgrupos y sus respectivos anticuerpos (Tabla N°1).

Tabla N° 1 Antigenos y Anticuerpos de grupos y subgrupos del sistema ABO

Antigenos y anticuerpos del sistema sanguineo ABO
Grupo Subgrupo Antigenos sobre Anticuerpos
loe eritrocitos (aglutininas en el suero)
o] — Ninguno® Anti-A
Anti-A,
Anti-B
Anti-AB®
A A, A+ A, Anti-B
A: A
B — B Anti-A
Anti-A,
AB A B A+A +B Ninguno®
A.B A+B

Fuente: (Barbolla.L, 2008).
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12.3.2 Determinacion del Factor Rh:

Su determinacion es de suma importancia para evitar la aloinmunizacion y reacciones
postransfusionales posteriores. Del analisis de resultados realizado en la tesis denominada
“Analisis retrospectivo de la frecuencia y tipo de anticuerpos irregulares en donantes de sangre
del Hemocentro de la Cruz Roja, 2009-2012” se determind la presencia de anticuerpos anti-D
en un 40% de los donantes y anti-E 27% aloanticuerpos relacionados con el sistema Rh (Ulloa,
2012). Por lo tanto se debe elegir reactivo de tipo monoclonal y en los grupos tipificados como
Rh negativos realizar las pruebas Du para determinar personas portadoras Rh parcial o débil,

ya que un error puede ocasionar reacciones transfusionales fatales (AABB, 2000).

12.3.3 Coombs directo
Es una prueba pretransfusional donde se detecta anticuerpos ya unidos a la superficie de los

glébulos rojos.

12.3.4 Coombs indirecta
Detecta anticuerpos libres que pueden reaccionar in vivo con globulos rojos que tienen

antigenos especificos. (Barbolla.L, 2008)

12.3.5 Rastreo de Anticuerpos Irregulares:

Esta prueba se lleva a cabo luego de la determinacion del grupo ABO, factor Rh, Coombs
directo, el objetivo del rastreo de anticuerpos permite detectar la presencia en el suero del
receptor de anticuerpos irregulares dirigidos contra los eritrocitos del donante (AABB, 2000).
Generalmente este tipo de anticuerpos esta presente en personas que han recibido derivados

sanguineos o en caso de mujeres que se han inmunizado durante el embarazo.

Para la determinacion de anticuerpos irregulares se utilizan células (eritrocitos) de antigenos
conocidos, estas pueden adquirirse comercialmente, en este caso se usaron células de la casa
comercial VITRO. (Tabla N°2)
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Tabla N° 2: Ejemplo de celulas utilizadas en la determinacion de aloanticuerpos.

Bh Eell Duffy |Bidd |lewis |P [ Lah | Hgl

mcedes [0 [0 [0 +|+|o |+|+|o |+ Jo [+ |+ |+ |+ |o |+ |o ++++o|o + |+

Fuente:(Barbolla.L, 2008).

Los resultados obtenidos en las tres células son indicativos de los posibles anticuerpos
presentes en el plasma del paciente; asi por ejemplo si tenemos aglutinacion Gnicamente en las

células I y 1l existe una alta probabilidad de que se trate de un anti-D o anti-Jkb.

Una vez obtenidos los resultados en estas células se comprueba la presencia del aloanticuerpo,
para ello se requieren células denominadas “panel” que vienen enumeradas del 1-11 y cada

una tiene antigenos especificos. (Tabla N°3)

Tabla N° 3. Ejemplo de células “panel”

Rh-hr Kell [ Kidd | Duffy [ Lewis MNSs P (Anti-lgG)
cells [DC|E|c|e[K[k|Jk*|Jk°|Fy*(Fy"|Le*(Le®| M|N|S|s|P |37°C| AHG
1 |+ {+{0(0]+]0{+]+ 0|0+ +[0]0]+]|0]+]+]| O 0
2 |+ |+ |00 ]+ 0]+ + 00+ [+]|+]0]+]+] 3 3
3 1+ (0f+[+]0)0f+ + 0]+ ]+ +|0({0)+]+]+]0] 3 3
4 |+ (0f+]+]0]0f+10]+]+]0 0(+)0]+]0]+] 3+ 3
5 |+ (0 +[+]+]0f++ 1010+ 0 +({0)+]0]+]0] 3 3
6 |0({0f0[+]+]0f{+/ 0] +]0]+]+|0(+|0]+]0]0] 3+ 3
7 10({0f{0f+]+]+{+]+ 10| +]0]0]+]+[+]|+]+]+]| 0 0
8 |0({0f0[+]+]0f{++ 0|+ +]0]+]0]+]|+|+]+]| O 0
9 |+ (0f0[+]+]0f++ ]+ 0]+ ]00([+|0)0]+]+] 3 3
10 | +[0f0[+]+|0f{+] + ] +]0]0]+|0f+]+]0]+]0] 3 3

Fuente: Inserto, ID-Card
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Luego de enfrentar el plasma del paciente a cada una de las células del panel se observa la
presencia de aglutinacidn, identificando su presencia o0 ausencia como una prueba positiva o
negativa respectivamente para determinada célula. Cuando se obtiene un resultado negativo lo
que muestra es que en ese momento el plasma/suero del receptor no se detectan anticuerpos
contra los antigenos de las células de ese panel (AABB, 2000). Frente a un resultado positivo
nos confirma la especificidad del anticuerpo y esto es informativo para evitar una reaccion

postransfusional, pues se tratara de buscar un derivado sanguineo que carezca de ese antigeno.

Sin embargo, no siempre es facil determinar la presencia de aloanticuerpos especialmente en
pacientes que presentan mas de dos anticuerpos o auto-anticuerpos a la vez en ese caso se debe

analizar los resultados; asi:

1) Siempre se debe realizar la prueba de autocontrol (suero del paciente méas células del
paciente) si este es positivo se tratara de un autoanticuerpo. (Mufiez-Diaz, 2012)

2) Si se presenta una reactividad en todas las células del panel y el autocontrol es negativo
existe la gran probabilidad de que existan dos aloanticuerpos, a estos se los conoce
como “paraglutinacion” (Mufez-Diaz, 2012)

3) Si existe diferente reactividad durante las fases de salina y Coombs puede tratarse de la
suma de aloanticuerpos frios y calientes.

4) Para determinar la especificidad del aloanticuerpo se deben realizar otras pruebas como

elucién y/o autoabsorcion.

12.3.6 Elucién:

Esta prueba es muy util para diferenciar entre la presencia de un autoanticuerpo o la accion de
un farmaco. El eluido permite confirmar la presencia de anticuerpos de tipo 1gG adheridos a
la membrana de los eritrocitos (AABB, 2000).

Para conocer la diferencia se espera la siguiente reaccion:

= Si es negativo el eluido y positivo el Coombs directo es indicativo de la accion de un
farmaco.
= Por el contrario si el eluido es positivo en todas las células del panel es indicativo de un

autoanticuerpo.
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= Cuando el autocontrol es negativo y existe en el eluido la presencia de un aloanticuerpo

es indicativo de una reaccién postransfusional tardia (Engelfriet CP, 2000).

12.3.7 Autoabsorcion:
Este tipo de técnica se utiliza para absorber el autoanticuerpo del suero del receptor utilizando
sus propias células a 37°C, una vez eliminado el autoanticuerpo se enfrenta a las células del

panel y de esa manera se analiza que tipo de aloanticuerpo esta presente (AABB, 2000).

12.3.8 Comparacion entre Coombs Directo e Indirecto:
También resulta atil la comparacion entre estas dos pruebas para orientar los resultados, asi
ante la presencia de autoanticuerpos la intensidad de aglutinacion del Coombs directo (CD) es

mayor que la del Coombs Indirecto (ClI), lo contrario ocurre cuando existen aloanticuerpos.

Relacion de intensidad de Escala en Cruces de

pruebas positividad
Aloanticuerpo CcD>Cl CD: (+++) CI: (%)
Auto anticuerpo CD< ClI CD:(+) Cl: (++4)
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CAPITULO 111

MARCO METODOLOGICO

13. MATERIALES Y METODOS.

13.1 Tipo de estudio
Es un estudio descriptivo transversal llevado a cabo en la ciudad de Quito en dos centros de
salud que atienden a pacientes con patologias como leucemia, anemia, sindrome de Evans

etc., y que requieren transfusiones de concentrados de glébulos rojos en forma frecuente.

13.2 Tipo de muestreo
Se empleara un muestreo aleatorio estratificado.

13.3 Tamafo de muestra
Se utilizo la siguiente formula con un grado de confianza del 95% y un error alfa del 5%

Donde:
I X p X
n = =2 { 1 n=tamano de la muestra
d” _ g
p= proporcion esperada
q=1-p
1,962 % 0,05x0,95 L _
n= 3 = 203 d= precision del estudio 0,3%
0,03<
(3%).

Decisién: al no conocer con exactitud la prevalencia de patologia multitransfundidos debido al
subregistro que existe y la escasa informacion proporcionada en el Ministerio de Salud
Publica, Baca Ortiz y Cruz Vital se asumio una proporcién esperada del 0,5. Obteniéndose con
un grado de confianza del 95% y un error alfa del 0,5 un total de 203 muestras de pacientes en

cada servicio de sangre.
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13.4 Consentimiento Informado:
A todos los pacientes de solicito el consentimiento para la toma de muestras; el formulario
utilizado fue el proporcionado por el Ministerio de Salud Publica el cual fue aprobado por el

comité de bioética de los servicios que fueron parte del estudio (Anexo 1).

Criterios de Inclusion: Todos los pacientes que hayan recibido més de una pinta de sangre por

problemas hematoldgicos.

Criterios de Exclusion: Los pacientes que han recibido transfusiones sanguineas por

diferentes causas no relacionadas con problemas hematoldgicos.

13.5 Operacionalizacion de las variables
Variables independientes: Tipo de Aloanticuerpo, frecuencia, edad, derivados sanguineos,

género.

Variable independiente: Pacientes hematoldgicos multitransfundidos.
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Operacionalizacion de las Variables:

Objetivo General: Establecer la frecuencia y el tipo de aloanticuerpos presentes en el suero de los pacientes multitransfundidos hematologicos.

VARIABLES
INDEPENDIENTES

DEFINICION

DIMENSIONES

INDICADORES

INSTRUMENTO DE MEDIDA/
MEDIOS DE VERIFICACION

Tipo de aloanticuerpos

Anticuerpos producidos
por el contacto con
antigenos ajenos como
respuesta inmune.

Cualitativa

Tipo de aloanticuerpos / Total de aloanticuerpos
identificados.

Pruebas de laboratorio.
Analisis de los resultados.

Reporte de resultados

Frecuencia

Es una magnitud que
mide el nimero de
repeticiones por unidad
de tiempo de cualquier
fendmeno o suceso
periodico.

Cuantitativa

Frecuencia de pacientes con aloanticuerpos/
Total de pacientes analizados

Analisis estadisticos en SPSS V.20

Edad

Tiempo cronolégico
transcurrido desde el
nacimiento

Cuantitativa

Afos cumplidos hasta el momento de la toma de
muestra

Cédula de identidad

Partida de nacimiento

Derivados sanguineos

Productos sanguineos
obtenidos de donaciones
de sangre

Cuantitativo

NUmero y tipo de derivados sanguineos
utilizados en cada paciente

Analisis de los datos

Género

Denominacion que
diferencia a hombre y/o
mujer

Cualitativo

Total de hombres/Total de pacientes analizados

Total de mujeres/Total de pacientes analizados

Analisis de datos

VARIABLE DEPENDIENTE

Pacientes multitransfundidos
hematoldgicos

Pacientes que presentan
patologias hematoldgicas y
que reciben transfusiones
de derivados sanguineos

Cuantitativa y
cualitativa

NUmero de pacientes con patologias
hematoldgicas especificas/ Total de pacientes

Encuesta estructurada

Analisis de resultados
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13.6 Control de calidad

Los reactivos utilizados para la tipificacion sanguinea ABO y factor D fueron sometidos a
control de calidad tomando en consideracion las caracteristicas de avidez, afinidad, potencia y
especificidad utilizando muestras de sangre de grupos sanguineos conocidos y de acuerdo al

protocolo propuesto por la AABB y Dra. Franco.

Para la confirmacion de la funcionabilidad de las pruebas de Coombs se prepar6 el control del
mismo utilizando una muestra de sangre Rh (pos) y siguiendo el protocolo establecido en el
Manual de AABB.(AABB, 2000).

Para la metodologia en gel, se inspecciono la integridad de este en cada una de las tarjetas
mediante centrifugacion previa a la realizacion de las pruebas. EI gel debe estar intacto sin
burbujas, ni cambio de color ni signos de evaporacion (Inserto Vitros).

Para la realizacion de las pruebas se utilizé en cada tarjeta de gel células control de Coombs
obtenidas en la casa comercial VITROS o preparada en el CIEI siguiendo el protocolo del
Manual AABB 2000. (Anexo 6).

13.7 Procedimiento de eleccion de muestras

Luego de la aceptacion de los pacientes mediante la firma del consentimiento se tomaron las
muestras de sangre tanto en tubo con anticoagulante EDTA con una relacién 1:10 y sin
anticoagulante minimo 3ml. El primer tubo fue utilizado para la determinacion de grupo
sanguineo, fenotipos del sistema Rh y el plasma para el escrutinio de anticuerpos. Los sueros
fueron congelados a -70°C y fueron utilizados en caso de que se obtengan resultados que

sugieran la presencia de autoanticuerpos.

Sueros y/o plasmas con hemolisis y lipémicos no fueron utilizados de acuerdo a las
recomendaciones de Approved Estandar-Procesures for the handling and processing of blood

specimens, H18A3.

13.8 Pruebas en Gel
Fundamento: las pruebas de gel sirven para la deteccion de aloanticuerpos presentes en
pacientes multitransfundidos, en este estudio se utilizaron tarjetas denominadas ID-Card

“LISS/Coombs” para prueba indirecta y directa de antiglobulina (identificacion del producto:
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50531). Estas tarjetas son utilizadas tanto para la deteccidn de aloanticuerpos como pruebas de

compatibilidad y prueba de antiglobulina (DAT) (Inserto, ID-Card).

El objetivo de estas tarjetas es identificar la presencia de las inmunoglobulinas 1gG debido a
que los microtubos de la ID-Card contiene antiglobulina humana poliespecifica (anti-lg y
Anti-C3b AGH). La manipulacion de la tarjeta es minima, se agrega cantidades establecidas
de suero del paciente y de células panel mediante el uso de pipetas automaticas de repeticion
multiple, evitdndose de esa manera la manipulacion excesiva de las muestras y los reactivos
(AABB 2009). Un espacio en la porcién superior de la columna es utilizada para colocar las
células o el suero, seguidamente son centrifugados permitiendo asi separar los eritrocitos
aglutinados de los no aglutinados, un resultado negativo se determina por el paso de eritrocitos
al fondo de la columna, en cambio los que han sigo aglutinados permanecen en la superficie,
siendo este el fundamento de las pruebas en gel, la separacion por tamafio de las particulas
(AABB, 2009).

13.8.1 Control de calidad panel de células:
No existe un control interno que asegure la actividad de todos los antigenos presentes en las
células, sin embargo se recomienda utilizar un anticuerpo débil que sea detectado durante la

realizacion de las pruebas, en este caso se utilizé un anti-D diluido 1/16 (AABB, 2000).

13.8.2 Control de células Coombs:

Este control es utilizado para determinar la presencia de la antiglobulina humana IgG en los
microtubos de las ID-Card, durante el estudio se colocé al final de cada gel este reactivo
comprobandose de esta manera la actividad del reactivo.

Para la preparacion del control de Coombs se utiliz6 sangre O Rh positivo lavada tres veces e
incubada con reactivo anti-D monoclonal por 15 minutos, luego de la incubacion se lavo y se

prepar6 una dilucion al 3% la que fue utilizada por un lapso de una semana.

13.8.3 Panel de Células:
Se utiliz6 el Panel de BIO-RAD

Set ID-DiaPanel 4516174
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Lote: 06171.74

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
C"CD.ee | CCD.ee | ccD.EE | Ccddee | ccddEe | ccddee | ccddee | ccD.ee | ccddee | ccddee | ccddee
R,"R1 RiR; R,R, rr r'r Rr rr R.r rr rr rr
521863 972118 | 141466 | 2915534 | 857269 | 674147 | 137567 | 574480 | 927191 | 674384 | 477343

Fecha de caducidad: 2012.06.04 Fuente: AABB, 2000

13.8.4 Lectura de las pruebas:
Para la lectura de resultados se utilizaron las cartillas incluidas en el reactivo, no se mezclaron

cartillas por la diferencia de células utilizadas. (Anexo 2)

13.8.5 Anti-sueros anti-A; anti-B; anti-AB; anti-D:

Se adquirieron antisueros de la casa comercial LAB-KID, Lote: 741001 E, fecha de caducidad
02-2015, monoclonales de 10 ml y se realizaron pruebas de avidez, especificidad y titulacion.
(Anexo 3)

Avidez: se utilizaron sangre de grupo sanguineo conocido: Al, A2, AB, B, O y un
crondmetro, se probaron cada uno de los reactivos con sus respectivas células (antigenos) y se
tomo el tiempo de reaccion comparandolo con los establecidos en el Manual de la AABB.

Especificidad: para medir este pardmetro se enfrentaron los reactivos a los diferentes tipos de
células y se determind si existian reacciones cruzadas de acuerdo a las bases inmunolégicas de

reaccion del anticuerpo con su antigeno especifico. (AABB, 2000).

Titulacion: mediante este parametro se establecio la concentracion del anticuerpo especifico
de cada reactivo para el antigeno eritrocitico en particular, el calculo se basé en determinar en
qué dilucion seriada del reactivo no se observa uniones (aglutinacion). La titulacion permitio
medir la capacidad de los anticuerpos del reactivo para reaccionar con las células sanguineas.

Los valores se determinaron de acuerdo a la siguiente tabla:
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Tabla N° 4 Descripcion de antisueros.

Antisuero/Reactivo | Células/Eritrocitos T,m."O Tiempo de Inicio de
Minimo aglutinacion/seg

Al 256 15
. A2 128 20
AT AlB 128 15
A2B 8 30
B 256 15
Anti-B AlB 64 15
A2B 128 15
Al 256 15
Anti-AB A2 64 20
B 256 15
Anti-D R1R2 CDE/CDE 64 20
R1r CDE/cde 64 20

Fuente: AABB, 2000.

13.8.6 Fenotipificacion Rh:

Se utilizo el reactivo de la casa comercial LABKIT, Lote 740133A2E, fecha de expiracion
2015-01. La técnica utilizada fue en tubo manual. Y se probaron con células RY/r; R .
(Anexo 3)

13.8.7 Antisueros anti-C; anti-c; anti-E; anti-e:
Los reactivos utilizados fueron de la casa comercial BIO-RAD, lote B700014, fecha de
caducidad 02.12:

1) DiaClon Anti-C (linea celular MS-24)

2) DiaClon Anti-E (linea celular MS-260)

3) DiaClon Anti-c (linea celular MS-33)

4) DiaClon Anti-e (lineas celulares MS-16, MS-21, MS-63)

13.8.8 Control Coombs:
Se adquirid celulas control Coombs para el sistema de gel, para las pruebas manuales se

preparo el control de Coombs utilizando células grupo O Rh (+)(AABB, 2000).
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CAPITULO IV
14. MARCO CONCEPTUAL

Anemia: Es una patologia considerada como la deficiencia de globulos rojos o hemoglobina.
(The University of Chicago Medicine Comer Children’s Hospital: For Medical Professionals,

2012)

Leucemia: Es un tipo de cancer que afecta a las células sanguineas, se caracteriza por
presentar células diferentes a las normales. (The University of Chicago Medicine Comer

Children’s Hospital: For Medical Professionals, 2012)

Paciente Hematoldgicos: Constituye en grupo de personas que presentan alteraciones

patoldgicas en células como plaquetas, leucocitos y eritrocitos. (Mas, 2002)

Sangre total: Es un tejido compuesto de elementos celulares como globulos rojos, blancos,
plaquetas y suspendido en un liquido denominado plasma. (The University of Chicago

Medicine Comer Children’s Hospital: For Medical Professionals, 2012)

Concentrado de globulos rojos: Es un producto que se obtiene de la centrifugaciéon y

separacion del plasma de la sangre total. (AABB, 2000).

Derivados sanguineos: Son productos obtenidos de las sangre total donada a través de
medios mecanicos como centrifugacion, temperatura de almacenaje y eliminacion de otros
componentes de la sangre como: concentrado de globulos rojos; plaquetas; sangre sin
leucocitos. (The University of Chicago Medicine Comer Children’s Hospital: For Medical

Professionals, 2012)

45



Inmunizacién: Se produce en la administracion natural o artificial de un antigeno que
ocasiona una respuesta inmune, especialmente cuando se busca la proteccion del receptor.

(Sepulveda, 2009).

Anticuerpo: Es una molécula de inmunoglobulina producida durante una respuesta inmune o
de forma natural por los plasmocitos activados durante la respuesta a un antigeno extracelular
y que tiene la propiedad de unirse especificamente con la particula o antigeno que dio lugar a

su produccién. (AABB, 2009)

Anticuerpo natural: Producido de forma natural y presente en el suero, ejemplo anticuerpos

del sistema ABO. (AABB, 2009)

Autoanticuerpos: Son anticuerpos que reaccionan con los antigenos propios, su demostracion

in vitro se realiza al enfrentar el suero del paciente con sus antigenos. (AABB,2000)

Aloanticuerpo: Son anticuerpos producidos al contacto con antigenos extrafios este
fendmeno; ocurre especialmente en pacientes que reciben transfusiones de cualquier derivado

sanguineo en forma continua y por largo tiempo. (Gonzélez, 2007)

IgG: Es un tipo de inmunoglobulina (anticuerpo) que pesa aproximadmente 150 KDa con
capacidad de fijar el complemento atravesar la placenta y provocar reacciones hemoliticas

(AABB, 2000).

Reaccion adversa: Es un resultado inesperado y dafiino que ocurre en un paciente luego de la
administracion de un tratamiento, este resultado puede ser leve o grave e incluso puede acabar

con la vida del paciente. (McClelland DBL, 2010)
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Reaccion a la transfusion: Cualquier signo o sintoma que ocurra luego de que el paciente

recibio un derivado sanguineo. (McClelland DBL, 2010)

Reaccion alérgica: Constituye la aparicion de erupcion cutanea, plurito generalizado, sin
hipotensién durante las primeras 24 horas de haber recibido un producto sanguineo.

(McClelland DBL, 2010).

Reaccion transfusional hemolitica: Constituye la presencia de signos y sintomas de
hemorragia ocasionada por la produccion de anticuerpos contra antigenos de las células rojas.

(McClelland DBL, 2010).

Transfusion: Es una forma de tratamiento que es utilizada para recuperar el transporte de
oxigeno a través del uso de derivados sanguineos donados por otras personas. (McClelland

DBL, 2010).
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CAPITULO V
15. RESULTADOS.

Se analiz6 un total de 371 pacientes provenientes de dos centros de salud el pais. De los cuales
el 50% fueron hombres. (Tabla 5.1) (Figura 5.1).

Tabla N° 5. Poblacion Analizada

Frecuencia | Porcentaje

Femenino 185 49.9
Masculino 186 50.1
Total 371 100.0

Se analizd un 50% de mujeres y 49,9% de hombres.

Figura 5.1: Total de poblacion analizada en el estudio.
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La figura muestra la frecuencia de mujeres y hombres captados en el estudio.
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De los andlisis realizados se establecio que las edades de los pacientes fluctuaban entre 8 y 70

afios, de los cuales el 58% fueron nifios con patologias hematologicas que requerian

transfusiones frecuentes. (Tabla 5.1) (Figura 5.2).

Tabla N° 5.1 Distribucién de la Poblacion de acuerdo a la edad.

Edad Frecuencia Porcentaje
1-9 218 58.8
10-19 57 154
20-29 38 10.2
30-39 30 8.1
40-49 7 1.9
50-59 11 3.0
60-69 7 1.9
70-79 3 0.8
Total 371 100.0

La tabla muestra la distribucion etarea siendo los nifios el mayor porcentaje 58,8%, el 15,4%
entre 10-14afios y 10,2% entre 20-29.
Figura 5.2 Frecuencia de pacientes por edad.
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El grafico muestra la distribucion por grupos de edades de la poblacién estudiada

De los pacientes que aceptaron participar en el estudio presentaban un total de 18 patologias
que requerian dentro de su tratamiento transfusiones de derivados sanguineos incluyendo

paquetes globulares (Figura N 5.3)

Figura N° 5.3 Principales patologias.
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Tipo de Diagnéstico
Los pacientes con diagnéstico de leucemia linfoblastica aguda son los que mayormente
acudieron al estudio por requerir mayor numero de transfusiones. Dentro de la clasificacién
se incluyen pacientes hemofilicos que a pesar de pertenecer a trastornos de la coagulacion
dentro de los centros de salud en los que se realizd el estudio son considerados como

pacientes hematoldgicos multitransfundidos (Cevallos, 2013).
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Se establecid que los aloanticuerpos no se encuentran relacionados con la edad, pudiendo estar
presentes en diferentes grupos de edad, sin embargo mantienen una relacién con el nimero de
transfusiones (p= 0,047), encontrdndose una frecuencia del 4,3%. También se determiné la
presencia de dos anticuerpos en 4 pacientes (Tabla N 5.2 y 5.3)

Tabla N° 5.2 Presencia de aloanticuerpos de acuerdo a la edad.

=
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Tabla muestra la presencia de méas de un aloanticuerpos en cuatro pacientes

Tabla N° 5.3 Relacién entre anticuerpos y numero de transfusiones.

Numero de Transfusiones

1-5 >3 >10 | Total
Aloanticuerpos Positivo 5 7 4 16
% of Total 1.3% 1.9% 1.1% 4.3%
Negativo 219 83 53 355
% of Total 59.0% 22.4% 14.3% 95.7%
Total 224 90 57 371
% of Total 60.4% 24.3% 15.4%| 100.0%

La frecuencia de aloanticuerpos esta relacionada con el nimero de transfusiones.
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Tabla N° 5.4 Anélisis del Chi-cuadrado.

Aloanticuerpos

Sig. (2-tailed) 043

NUmero de Pearson 047
Transfusiones Correlation

Sig. (2-tailed) .040

El andlisis del chi-cuadrado se establece la correlacion entre el numero de transfusiones y la
presencia de aloanticuerpos p=0.047

Con los valores obtenidos y sabiendo que si p<0,05 se acepta la hipotesis alterna caso
contrario se rechaza, para esta investigacion p=0,047, por lo tanto cumple la condicion y se
dice: p<0,05 se acepta la hipdtesis alterna que dice: H1: Todos los pacientes
multitransfundidos desarrollan anticuerpos irregulares. En otras palabras los resultados indican

que la cantidad de anticuerpos tiene relacion con el nimero de transfusiones.

Adicionalmente, se correlacioné con la edad encontrandose un p>0,005 con lo que se concluye
que no hay relacion entre estos dos parametros.

Se identificaron la presencia de 16 anticuerpos irregulares correspondientes al sistema Rh,
MNS, Kell, Duffy, Lutheran, Lewis y P, lo que corresponde al 4,3% de prevalencia (Tabla
5.5).
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Tabla N° 5.5 Identificacion de anticuerpos irregulares.

Tipo de Aloanticuerpos Frecuencia

anti- ¢ 1

anti- e
anti- Jk?

anti- S

anti-E/ anti-K

anti-k

anti-k / anti-kp”

anti-Kp*

anti-Lea /anti-Fy?

a

anti-Lutheran Lu

b

[ N e N K R e N L L e

anti-Lutheran Lu
anti-P1 / anti-Le? 1
Total 16/4,3%

La Tabla muestra el tipo de aloanticuerpo presente en los pacientes analizados

Al correlacionar el diagnoéstico con el numero de transfusiones y la presencia de
aloanticuerpos se determind que los pacientes con Leucemia Linfocitica Aguda presentan el
56,2% (9) diferentes tipos de anticuerpos irregulares, por lo tanto la aloinmunizacion también
este determinada con la patologia pues de ella dependera la frecuencia y nimero de
transfusiones recibidas (Tabla N 5.6 y 5.7)
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Tabla N° 5.6 Numero de transfusiones de acuerdo al diagndstico.

NuUmero de Transfusiones

Diagnostico
1-5 >5 >10 Total

Accidente 1 0 0 1
Anemia 71 19 11 101
Anemia Aplastica 6 8 3 17
ézf:gi)aénica 8 L 1 14
Anemia Hemolitica 8 6 2 16
QZfrr;(I:?aria L 0 0 1
Aplasia Medular 1 0 3
Des-eritropoyesis 0 1
Drepanocitosis 0 1 5
Hemofilia 11 1 0 12
Linfoma 0 0 1 1
LLA 101 46 33 180
LMA 4 3 2 9
Lupus eritema 0 0 1 1
Sindrome de Evans 0 0 1 1
TPI 5 1 0 6
Trombocitosis 0 0 2 2
Total 224 90 57 371

transfusiones sanguineas.
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Tabla N° 5.7 Presencia de Aloanticuerpos de acuerdo al diagnostico.

Aloanticuerpos
Positivo Total
Diagnostico Anemia 3 3
18.8% 18.8%
Anemia Aplastica 1 1
6.2% 6.2%
Anemia Hemolitica 2 2
12.5% 12.5%
LLA 9 9
56.2% 56.2%
Sindrome de Evans 1 1
6.2% 6.2%
Total 16 16
100.0% 100.0%

Tabla muestra que los pacientes con diagnostico de LLA presentan el 56,2% de anticuerpos
irregulares p=0,042, lo que sustenta la hipotesis alterna.
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Al analizar la presencia de los dos tipos de aloanticuerpos con la edad, género, patologia y
numero de transfusiones se determinG que 3 pacientes recibieron 11 transfusiones, 2 nifios
recibieron ocho transfusiones y 1 nifio 5 transfusiones. También llama la atencion la presencia
del aloanticuerpos del sistema Kell en 4 de los pacientes; asi como también el diagndstico

comun fue la leucemia linfocitica aguda. En cuanto al género el predominante fue el femenino.

Tabla N°5.8 Presencia de Doble aloanticuerpos de acuerdo a la patologia, nUmero de

transfusiones y edad.

Edad Género Patologia NUmero de Anticuerpos
Transfusiones
67 F LLA 11 Anti-E/ Anti-K
54 F Sindrome de 11 Le a/Fy*
Evans

8 M LLA 5 P1/Lé?

28 F Anemia 11 anti-k / kp®

7 M LLA 8 anti-k / kp®

9 F LLA 8 anti-k / kp®

La tabla muestra las variables que acompafan la presencia de dos tipos de aloanticuerpos en
un paciente, dentro de la distribucion se encuentran tres nifios con LLA.
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15.1 Control de Calidad
Antisueros Anti-A, Anti-B, Anti-AB, Anti-D

Tabla N° 5.9 Resultados de Control de Calidad

Anti-A Avidez Afinidad Especificidad
Células Al 15”7 1/256 (++++)
Células A2 207 1/32 (+++)
Células AB 207 1/128 (++++)
Células O - - )

Anti-B
Células B 157 1/256 (++++)
Células A - - )
Células A2 - - )
Anti-AB
Células Al 157 1/128 (++++)
Células A2 25”7 1/64 (++++)
Células AB 207 1/256 (++++)
Células O - - )
Anti-D
Rh (positivo) 20 1/64 (++++)
R1/r 22" 1/64 (+++)

Tabla muestra los resultados del control de calidad realizado en los reactivos utilizados en el
estudio.
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16.

17.

CONCLUSIONES:

La poblacion analizada fue mayormente nifios en un 58% por ser la poblacion que
acude mayormente a uno de los centros de salud.

Dentro de las patologias estudiadas se determind que el 56,2% de los pacientes con
leucemia linfoblastica desarrollaron la presencia de aloanticuerpos. Dentro de estos
pacientes existio la presencia de dos diferentes tipos de anticuerpos irregulares
(1,02%).

El anélisis de datos revel6 una prevalencia del 4,3% de aloanticuerpos en pacientes con
patologia hematoldgicas menor al reportado en la literatura a nivel de pacientes
multitransfundidos.

Se determin0 la presencia de 16 tipos diferentes de aloanticuerpos en los pacientes
incluidos en el estudio.

Al igual que en otros estudios publicados se encontrd6 que la presencia de
aloanticuerpos esta directamente relacionado con el nimero de transfusiones (p<0,05)
no asi con la edad del paciente.

Los anticuerpos irregulares detectados pertenecian al sistema Rh, Kell, Kidd y
Lutheran.

Dentro de los aloanticuerpos identificados se detectaron la presencia de anticuerpos
poco frecuentes como el anti-JKa y anti-Kpa considerados en la literatura como los
mas problemaéticos y poco frecuentes por disminuir rapidamente sus niveles en el suero
y ocasionar reacciones postransfusionales hemoliticas tardias.

Dentro de los aloanticuerpos identificados predominaron los relacionados con el
sistema Rh, MNS, Duffy, Kidd, Lewis, Lutheran y Kell.

RECOMENDACIONES:

Se recomienda que se continle con la identificacion de aloanticuerpos en pacientes
hematoldgicos y que requieren de transfusiones frecuentes.

Se recomienda de manera urgente que a nivel de los servicios de medicina
transfusional del pais se incluya la fenotipificacién extensiva de donantes de sangre
que permita establecer antigenos eritrocitarios de alta frecuencia y asi seleccionar

concentrados eritrocitarios totalmente compatibles.
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18. DISCUSION

La distribucién de la poblacion en este estudio se centro en un 58% a nivel de nifios entre 7-12
afios de edad debido a la necesidad de determinar la presencia de aloanticuerpos o prevenir su
formacion, pues constituyen pacientes que reciben dentro de su tratamiento transfusiones
sanguineas de forma frecuente; es comuln dentro del tratamiento integral a nifios con
patologias hematologicas el uso de hemoderivados debido a la descompensacion por anemia
que sufren durante el uso de medicamentos oncoldgicos y por ende un riesgo mayor a la

aloinmunizacién y reacciones transfusionales tardias (Fasano & Luban, 2008).

La aloinmunizacion constituye uno de los problemas frecuentes durante la transfusion
sanguinea producida luego de exposicion a antigenos eritrocitarios alogénicos o ajenos y la
estimulacion del sistema inmune (Branch, 2012). Se considera que la prevalencia de
aloanticuerpos durante la primera transfusion puede ser entre 1-6%, mientras que a nivel de
pacientes multitransfundidos puede llegar a ser del 30% (Zalpuri Saurabh, 2012), en este
estudio se establecid una prevalencia total de 4,3% distribuida a nivel de pacientes que
recibieron de 1-5 transfusiones (1,3%); mas de 5 transfusiones (1,9%) y méas de 10

transfusiones (1,1%).

Uno de los objetivos primordiales de la transfusién de paquetes globulares constituye el
mejorar el transporte de oxigeno (Fasano & Luban, 2008), especialmente en ciertas patologias
hematoldgicas como la anemia (Mejia-Arregui, 2005); de los pacientes incluidos en el estudio
se encontrd que un 39,62% presentaban anemia y el 51% leucemias quienes recibieron entre 5
a 10 transfusiones y como consecuencia de ello desarrollaron anticuerpos irregulares, las
necesidades transfusionales se debieron a una baja en la concentracion de hemoglobina por

sangrado (Cevallos, 2012).

De acuerdo a los estandares de Bancos de Sangre de la OMS y del Manual de Criterios
Técnicos-Administrativos del MSP Ecuador las muestras del receptor deberan ser tipificadas
para el sistema ABO-Rh y anticuerpos irregulares con metodologias que permitan detectar la
mayoria de anticuerpos clinicamente significativos (Organizacién Panamericana de la Salud,

2011); esta practica no es rutinaria a nivel de los Bancos Sangre del pais.
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Del andlisis de resultados se determiné la presencia de 16 diferentes tipos de anticuerpos en
pacientes multitransfundidos comprobandose de esta manera la importancia del escrutinio
previo a la transfusion sanguinea. Otro aspecto a considerarse es obtener de forma répida y
oportuna un paquete globular compatible con el fenotipo del paciente, sin embargo en los
servicios de medicina transfusional/Bancos de Sangre del pais no se realiza la deteccion del
fenotipo extendido a nivel de donantes esto también se debe a la falta de reactivos disponibles

en el mercado.

Se encontrd la presencia de anticuerpos irregulares relacionados con el sistema Rh (anti-e;
anti-c; anti-E); sistema Kell (anti-K; anti-Kpa; anti-Kpb; anti-k); sistema Duffy (anti-Fya);
sistema Lewis (anti-Lea); sistema Kidd (Jka); sistema Lutheran (anti-Lua; anti-Lub); anti-P1y
anti-S, lo que es indicativo de exposicion previa a los antigenos correspondientes (Zalpuri
Saurabh, 2012); la presencia del aloanticuerpo tipo Kpa y Kpb son indicativos de una
respuesta hemolitica postransfusional tardia lo que causa serios problemas al receptor y una
baja calidad de vida, este tipo de anticuerpos son considerados de baja frecuencia (Sanchez-
Giron, Quintanar-Garcia, Alcaraz, Storry, & Mallory, 1999) sin embargo en este estudio se
determind un 16% de Kpb y 6,25% de Kpa.

En la investigacion de Sanchez-Girén and et all; describe un caso de reaccion hemolitica
tardia causada por la presencia de anticuerpo Kell y su dificil deteccién asi como el manejo
ante un antigeno de alta frecuencia como son los del tipo Kell que representan las dos terceras
partes de todos los antigenos identificados fuera de los sistemas de grupo sanguineo ABO y
Rh (Sanchez-Girdn, Quintanar-Garcia, Alcatraz, Storry, & Mallory, 1999); al ser considerado
un antigeno de alta frecuencia repercute en la disponibilidad de sangre carente de este
antigeno, hecho importante para ser tomado en cuenta en el Banco de Sangre. En el pais se
desconoce la prevalencia de este antigeno y de los otros sistemas eritrocitarios por lo que

constituye un estudio emergente ante los resultados obtenidos en esta investigacion.

La prevalencia de aloanticuerpos determinada en la investigacion fue de 4,3% que es

considerada baja de acuerdo a otras publicaciones mundiales en las que se reporta 30%

(Branch, 2012); la causa puede deberse a que estos aloanticuerpos se convierten en

indetectables en el curso del tiempo (Reverberi, 2008) convirtiendose este fendmeno en una de

la principales causas de reacciones tardias hemoliticas postransfusionales (Reverberi, 2008).
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Una de las causas para este fenomeno puede ser la falta de estimulacion antigénica por
destruccion de las células transfundidas, la edad del paciente asi las personas menores de 20
afios presentaron anticuerpos no persistentes (Reverberi, 2008); pero sobretodo esta
relacionado con la “fuerza del anticuerpo” no con su especificidad (Rosee WF, 1990). El
término “fuerza” constituye la imposibilidad de reaccion con células heterocigotos y muchas
veces en los kit disponibles es dificil obtener células homocigotas para este tipo de
anticuerpos, otro aspecto relevante constituye el desconocimiento de los fenotipos
eritrocitarios a nivel de la poblacion esto convierte en dificil el escogimiento de un panel

adecuado de identificacion.

Estudios realizados por Rosee et all reportaron un 36% de anticuerpos no persistentes en
pacientes con drepanocitosis en un seguimiento por 12 meses (Rosee WF, 1990); con lo que
concluyen que los aloanticuerpos eritrocitarios tienden a disminuir sus niveles en el plasma
hasta volverse indetectables (Reverberi, 2008). Los anticuerpos anti-Duffy y anti-Kidd tienen
efecto dosis o fuerza del anticuerpo por lo que su identificacion es dificil pudiendo permanecer

indetectables durante el escrutinio de anticuerpos irregulares (Zavala Bonilla, 2005).

Otro aspecto que consideran los autores es la metodologia utilizada se requiere métodos
sensibles y especificos (Reverberi, 2008) en el presente estudio se utilizaron eritrocitos con
genotipo homocigotas y heterocigoto que evitan el efecto dosis y posean todos los antigenos
representativos ademas la tecnologia en gel evita la manipulacion excesiva de la muestra y

permite la lectura objetiva de los resultados.

Dentro de los aloanticuerpos considerados clinicamente significativos se encuentran los del
sistema Rh, Kell, Duffy, Kidd y MNS (Zavala Bonilla, 2005) (Torres Padilla, 2008);
considerados asi por el alto riesgo de producir reacciones hemoliticas postransfusionales. A
nivel de los pacientes multitransfundidos de los dos centros de salud del pais se encontrd la
presencia de ese tipo de aloanticuerpos; también se determiné la presencia de anticuerpos
Lutheran a y b este ultimo relacionado con hemdlisis intravascular (Mufiiz & Vega, 2009) por
lo que se recomienda la realizacién del escrutinio de anticuerpos para prevenir reacciones
postransfusionales y mejorar la calidad de vida del paciente, de acuerdo a los estudios
publicados por Reverberi and et all, Alcaraz Lopez, es importante evitar un nuevo contacto
con el antigeno eritrocitario causante de la aloinmunizacion de esta manera no se activara
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nuevamente su produccion (Reverberi, 2008) (Alcaraz Lépez, 2005); adicionalmente la
persistencia de estos anticuerpos es variable y puede ser de 5 a 10 afios, como desparecer en
12 meses después de su produccién (Rosee WF, 1990) (Reverberi, 2008) (Sanchez-Giron,
Quintanar-Garcia, Alcaraz, Storry, & Mallory, 1999) todo dependeré del efecto dosis; por lo
que es indispensable “no” transfundir sangre con incompatibilidad fenotipica por lo que es
necesario realizar una investigacion detallada de los sistemas eritrocitarios y de la presencia de
anticuerpos en el receptor y contar con sangre con tipificacion extendida que contemple los

antigenos méas comunes en la poblacion. (Alcaraz Lopez, 2005).
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19. ANEXOS

Anexo 1: Consentimiento Informado

i Jsenescvr E —
+T2 e li -l lp !‘l . B ol-

(ANEXO0 )
DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

beneficios que podna suponer la extraccion‘toma de sangre o material biologico o
procedimiento terapéutico para cubrir los objetivos del Proyecto de Investigacion

titulado:

............................................................................................ "~ con el fin
de mejorar los resultados clinicos de del Hospital Baca Ortiz.

He sido informado/a de los posibles perjuicios que la extraccion'toma de sangre o

material biologico o tratamiento terapéutico que puede tener sobre mi bienestar y salud
He sido tambien informado/a de que mis datos personales seran protegidos e incluidos
en wn fichero que debera estar sometido a y con las garantias de la Declaracion de
Helsinki y Codigo de Etica Médica del Ecuador.

He sido informado de que el material biologico que cedo sera utilizado exclusivamente
con finalidad de investizacion sin animo de Mucro, o bien hacerlo constar asi en un
escrito firmado por el cedente.

Tomando ello en consideracion, doy mi consentimiento 2 que esta extzacciontoma
tenga lugar y sea utilizada para cubrir los objetivos especificados en el proyecto.
Quito,a.... de............., de 20....

Fdo. St'Sna

BN bosocaltacactis (aga wa la ditmccaie oe-line o6 descargs |
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Anexo 2: Hoja de lectura de pruebas
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Anexo 3: Inserto de Técnicas
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Anexo 4: Proceso de toma de muestra, tipificacion y fenotipos Rh.

Toma de Muestras ‘ Materiales q Tipificacion en tubo

Control de Calidad ‘ Resultados ‘ Resultados
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Anexo 5: Técnicas de elucion

Eluciéon con Cloroformo

1. Preparar una solucion de albdmina al 6% con solucion salina.

2. En un tubo de 13x100, poner volumen a volumen la solucién anterior y el paquete de
eritrocitos lavados. Agregar un volumen equivalente de cloroformo.

3. Tapar con tapon de caucho, mezclar vigorosamente por 15 seg., mezclar por inversion
durante un minuto.

4. Destapar con mucho cuidado para que no se proyecte el contenido.

5. Poner el tubo a 56° C durante 5 minutos exactos; mezclando constantemente con un
aplicador (pipeta pasteur).

6. Centrifugar 5 minutos, pasar el sobrenadante a un tubo de 12x75, centrifugar 2 minutos,
decantar el sobrenadante y realizar con él la investigacion de anticuerpos.

Elucién con Diacidel (Dia Med)-ELU-KITT

1. Lavar 6 veces los hematies con solucion salina isoténica 0.9%. Como minimo se requiere 1
ml. de células concentradas.

2. Lavar 1 ml de células concentradas 4 veces con la solucion de lavado Diacidel diluido 1/10
(1 parte de solucion de lavado y 9 de suero fisiolégico).

3. Decantar completamente después del lavado y guardar parte del sobrenadante del dltimo
lavado para la presencia de anticuerpos irregulares.

4. Anadir a 1 ml de células concentradas lavadas, 1 ml. de la solucion de eluido DiaCidel.
Mezclar bien.

5. Centrifugar inmediatamente durante 1 minuto a 3000 rpm. Transferir el sobrenadante eluido
a un tubo limpio.

6. Afadir 5 gotas de Diacidel buffer solution para el eluido y mezclar bien, observar que se
forma un color azul permanente, indicado que el pH neutro de 6.5-7.5 esta obtenido. Si no se
obtiene el color azul, afiadir mas “buffer” (1 gota) mientras se remueve bien.

7. Centrifugar el eluido durante 1 minuto a 3000 rpm para eliminar algun precipitado o resto
de células que puede haber quedado.

8. Proceder a las técnicas habituales para la deteccion e identificacion de anticuerpos
utilizando el eluido.
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Anexo 6: Técnica de control de Coombs

Células control Coombs se producen al sensibilizar in vitro células rojas humanas con
anticuerpos anti-D (IgG), cuyo objetivo primordial es producir aglutinacion fuerte en
presencia de los reactivos de antiglobulina humana (Coombs) de esta manera se puede

controlar la viabilidad y potencia del reactivo elegido sea este en tubo o en gel.
Proceso:

Obtener sangre con anticoagulante EDTA Rh positiva.

Centrifugar por 1 minuto para precipitar los glébulos rojos.

Retirar el plasma con una pipeta pasteur.

Separar 3 ml de eritrocitos y lavar dos veces con solucion salina al 0,85%.
Agregar dos gotas de albimina y dos potas de anti-D monoclonal

Incubar durante 15 minutos a 37°C.

Lavar dos veces con solucién salina al 0,85% y 3000 rpm.

Diluir en 1 ml de solucién salina

© 0o N o g b~ w DD

Utilizar por 1 semana.
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Anexo 7: Proceso de rastreo de anticuerpos y resultados

Toma de muestras — Centrifugacion —) Almacenamiento

Resultados —) Resultados —) Control de Calidad
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Anexo 8: Lectura automatizada de resultados.

Pruebas de Coombs Directo y Células rastreadoras I-11-111

SAMPLE: 004644 SAMPLE: 004644
Test:PR17 Batch Date Operator Test:PRISB Batch Date Operator
Direct Antiglobulin test (IAT) 5053 Ist 4671 2500772012 0:40:07 SAGUILAR Ab. screening: LILII (IAT) 5053 st 4671 25072012 0:40:08 SAGUILAR
Barcode:5053168271302208301 Barcode:5053168271302208300
AHG I g o
[
- - & o
DAT: negativo RAI: negativo
Muestra Negativa para aloanticuerpos
SAMPLE: 004657 SAMPLE: 3
Test:PRO3 Batch Date Operator Test:PR93 Batch Date Operator
Identification: 11 test cells (TAT) 5053 1st 4694 26/07/2012 3:21:34 THIDALGO Identification: 11 test cells (IAT) 5053 15t 4705 26/07/2012 19:31:43 DCARVATAL
Barcode:5053168271302208312 Barcode:5053168271302208310
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
J , |
- n - - - - - = - - -
- + N . I N
NA. N.A.
Muestra Positiva para aloanticuerpos
SAMPLE: 27 SAMPLE: 24
Test:PRO3 Batch Date Operator Test:PRO3 Batch Date Operator
Identification: 11 test cells (TAT) 5053 1st 4706 26/07/2012 20:1131 DCARVAJAL Identification: 11 test cells (TAT) 5033 st 4706 26/07/2012 20:11:32 DCARVAJAL
Barcode:5053168271302205942 Barcode:5053168271302205945
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
|
|
. |
‘ 3 % ;
g '\¥yS & \¥ 'y v v s 4
T~ - o+ e T o T St et et
NA. N.A.
Grupo de sangre
SAMPLE: 20122093 SAMPLE: 20122094
Test:MO31 Batch Date Operator Test:M031 Batch Date Operator
Bloodgr. + Rev.gr.: A-B-D-ctlVA1-B Ist 4672 25/07/2012 3:58:32 SAGUILAR Bloodgr. + Revpr: A-BD-ctlAl-B 1st 4672 25/07/2012 5:58:52 SAGUILAR

(DiaClon) (5009)

Barcode:5009248051208450632

A B D ctl Al B
— - -—
IV \ 9
- -
e - i - T

Group: A Rh(D): positive

(DiaClon) (3009)

Barcode:5009248051208450634

A B D ctl Al B
| - — -
- - -
—+ et ®

Groupe: O Rh(D): positive
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