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RESUMEN

“Deteccion del Sistema Kell (K, k, Kp?, Kp®) en donantes de sangre, que acuden al
Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana, en la Ciudad de Quito 2014,

Introduccién: El sistema sanguineo Kell es el tercero en importancia clinica transfusional
por poseer una alta inmunogenicidad, reportandose casos de aloinmunizaciones y
desarrollo de anticuerpos del tipo IgG1, que poseen la capacidad de atravesar la placenta
ocasionando problemas de enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN), también
pueden fijar el complemento provocando reacciones hemoliticas postransfusionales.
Ademas el Sistema Kell es altamente polimérfico por lo que se podrd expresar en la
membrana eritrocitaria mas de un antigeno; de ahi la importancia de conocer la
frecuencia de los principales antigenos (K, k, Kp? Kp®) en la poblacién ecuatoriana para
evitar problemas en el caso de una transfusién sanguinea, adicionalmente crear una base
de datos que ayude a encontrar con mayor facilidad donantes aptos para personas con
antigenos Kell de alta frecuencia. Materiales y Métodos: este es un estudio descriptivo
transversal, en el cual se analizé la frecuencia con la que se presentan los antigenos del
Sistema Kell en la poblacién ecuatoriana utilizando técnica manual de tubo mediante el
uso de anticuerpos monoclonales (Anti-K, Anti-k, Anti-Kp?, Anti-Kp®) para cada antigeno
(K, k, Kp?, Kp®) junto con controles positivos de células comerciales, se tipificaron de esta
manera a los donantes voluntarios de sangre que acudieron al Hemocentro Nacional de
la Cruz Roja Ecuatoriana en el periodo comprendido entre junio y diciembre del afio 2014.
La recoleccion de muestras se la realiz6 mediante un muestreo aleatorio simple
obteniéndose un total de 383 muestras provenientes de 16 provincias a nivel nacional con
un grado de confianza del 95%. Resultados: se identificé un prevalencia de 4,75% del
antigeno K, un 94% del antigeno k (Cellano), 3,75% del antigeno Kp® y un 57,5% del
antigeno Kp®; ademas se encontré la presencia de un donante al que no se le detectaron
los antigenos del sistema Kell presuntivo de Sindrome MclLeod; también se pudo
establecer la existencia de 11 tipos diferentes de genotipos del sistema Kell distribuidos
en las diferentes provincias del pais. Conclusiones y Recomendaciones: Existe una
gran heterogeneidad en la combinacién de alelos del sistema Kell en la poblacion
ecuatoriana y la posibilidad de la existencia del sindrome de McLeod, adicionalmente se
establecié que solo uno de los 383 donantes esta aloinmunizado, constituyendo uno de
los hallazgos mas importante, lo que pone en alerta al Sistema Nacional de Sangre para
incluir esta determinacion y evitar un aumento en la frecuencia de pacientes

aloinmunizados por antigenos del Sistema sanguineo Kell.



ABSTRACT

"Detection of Kell System (K, k, Kp?, Kp®) in blood donors attending to the Blood
Center of the Ecuadorian Red Cross, in the City of Quito 2014".

Introduction: The Kell blood system is the third in clinical transfusion important for
having a high immunogenicity. It was reporting cases of alloimmunizations and it develop
IgG1 antibodies that possessing the ability to cross placenta in order to produced HDNB
this antibodies can fix complement causing post-transfusion reactions. Furthermore Kell
System is highly polymorphic and more than one antigen may be present in the
erythrocyte membrane; so this is the reason of knowing the frequency of principal
antigens (K, k, Kp? KpP) in the Ecuadorian population to avoid problems in a blood
transfusion. In addition the importance to create a database to help find donors easier for
people who present Kell antigens. Materials and Methods: This is a descriptive cross-
sectional study in which the frequency of the antigens of the Kell System are presented,
using manual tube technique with monoclonal antibodies (Anti-K, Anti-k, Anti-Kp?, Anti-
Kp®) for each antigen (K, k, Kp? Kp°) we also use a positive controls of commercial cells,
were typed in this way to volunteer blood donors attending the National Blood Bank
Center of the Ecuadorian Red Cross in the period amount June and December 2014. The
sample collection was performed using the simple random sampling, collecting a total of
383 samples from 16 provinces at national level with a confidence level of 95%. Results:
the study identified 4.75% prevalence of K antigen, 94% of k (Cellano) antigen, 3.75% of
Kp? antigen and 57.5% of Kp® antigen, also found the prevalence of a donor who doesn't
detect antigen of Kell System that presumptive McLeod syndrome. Finally, the study
establish the existence of 11 different Kell System phenotypes distributed nationwide.
Conclusions and Recommendations: There are great heterogeneity in the combination
of alleles of the Kell system in the Ecuadorian population and the existence of McLeod
syndrome, further established that only one of the 383 donors is alloinmunizated,
constituting one of the most important result, which alerts the National Blood Bank System
to include the determination of Kell System antigens and to avoid an increase in the

frequency of alloimmunizations the Kell antigen blood system.
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INTRODUCCION

En el Ecuador, el Hemocentro de Cruz Roja Ecuatoriana recepta un promedio de 120.000
unidades de sangre donadas por afio, proveniente de diferentes provincias del pais, esta
institucion es el mayor proveedor del sistema, cubriendo el 70% de las demandas de
hospitales publicos y privados del pais. Esta institucion ha permitido la elaboracién de
varias investigaciones una de ellas fue realizada en el afio 2012 por Andrea Ulloa quien
determind una prevalencia del 13% de aloanticuerpos del Sistema Kell en donantes de
sangre (Ulloa A, 2012), este resultado facilitd la realizacion del presente estudio.

En el aflo 1996 se publico el estudio de Cafizares en el que se identific6 al antigeno
cellano (k) como el mas frecuente en la poblacién de Quito, con una frecuencia del 94,7%
(Cafizares C, 1196), sin embargo no existen reportes en el pais de los restantes
antigenos del Sistema Kell, los cuales también han ocasionado reacciones hemoliticas
postransfusionales (Sanchez-Girén, Quintanar-Garcia, Alcaraz, & Jill Storry, 2002). Otro
aspecto importante es que los antigenos del Sistema Kell son altamente inmundgenos
capaces de provocar aloinmunizacion a los individuos carentes del antigeno

correspondientes.

Dentro del desarrollo de aloanticuerpos debe considerarse la dificultad para su deteccion,
debido al bajo titulo de permanencia del aloanticuerpo, estudios han reportado que los
aloanticuerpos pueden desaparecen a los 15 meses después de una transfusion, sin
embargo los anti-K pueden permanecer en bajo titulo hasta 5 afios después de la primera
inmunizacién; este hallazgo es indicativo de que se deberia realizar una fenotipificacién
completa antes de donar y recibir C.G.R., pues esto evitara una nueva aloinmunizacién

conduciendo al paciente a una anemia hemolitica aguda (Alves, y otros, 2012).

Varios estudios a nivel mundial mostraron en sus resultados que los antigenos
eritrocitarios de mayor frecuencia pertenecen al Sistema Kell son cellano (k) y Kp®,
mientras que los antigenos Kp? y K (Kell) estan presentes pero en menor frecuencia y se
puede encontrar individuos con el fenotipo Kell,, (Bogui, Dembele, Sekongo, Abisse, &
Konaté, 2014) (Alavarado Guzméan & Dubon Medina, 2012) (Agarwal & Thapliyal, 2013).

La meta de este estudio fue la determinacién de la frecuencia de todos los antigenos del
Sistema Kell en donantes de sangre procedentes del Hemocentro de Cruz Roja, los
resultados obtenidos concuerda con los alcanzados en los estudios mencionados

anteriormente, en esta investigacién se encontré una prevalencia de 4,75% del antigeno
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K, un 94% del antigeno k (Cellano), 3,75% del antigeno Kp® y un 57,5% del antigeno
Kp®; ademas se encontré la presencia de un donante con Kell,, presuntivo de Sindrome
McLeod.

La poblacién que participé en este estudio fue de 383 donantes provenientes de 16
provincias del pais, lo que permitid6 conocer la distribucion de los antigenos, fenotipos y
posibles combinaciones genotipicas en el pais. En este estudio también se determind que
Gnicamente un donantes presento el aloanticuerpo anti-K, este dato establece que aun no
existe una aloinmunizacién en la poblacion, sin embargo puede ocurrir en pacientes con
fenotipos K+ 6 K, Todos estos datos permiten concluir que existe una distribucion
heterogénea de fenotipos del Sistema Kell en la poblaciébn ecuatoriana que puede
provocar una inmunizacién importante, especialmente en mujeres en edad fértil
ocasionando problemas en el embarazo, como la enfermedad hemolitica del recién

nacido (EHRN).

Ante estos resultados el Sistema Nacional de Sangre debe implementar nuevas
estrategias para prevenir problemas postransfusionales y durante el embarazo por
incompatibilidad sanguinea. Una de las acciones es permitir la inclusibn de nuevas
pruebas en bancos de sangre de provincias con mayor distribucion de antigenos del
Sistema Kell. Realizar un fenotipo “extensivo”; continuar con la investigacién de la
presencia del Sindrome de McLeod e incluir calculos matematicos de frecuencia alélica
para el mantenimiento de stock de unidades, esto permitira establecer el numero de
C.G.R. gue deben estar en reserva para un paciente con fenotipos eritrocitarios raros o

poco frecuentes.



CAPITULO |

1.1 JUSTIFICACION

El Sistema Kell es considerado el tercero en importancia en la practica transfusional
luego del ABO y Rh por ser un sistema de grupo sanguineo “altamente polimérfico” se
han descrito mas de 30 aloantigenos (Ulloa A, 2012) (Canle, 2013) (Buelvas Cortés,
Mufiz-Diaz, & Ledn de Gonzélez, 2014), cada uno de ellos posee una alta antigenicidad
y estan relacionado con la enfermedad hemolitica del recién nacido. También han sido
considerados causantes de reacciones postransfusionales tardias por lo que es necesario
determinar la presencia de los antigenos del sistema Kell antes de realizar una
transfusién sanguinea (Sanchez-Girén, Quintanar-Garcia, Alcaraz, & Jill Storry, 2002)
(Armijo S, 2010), a pesar de ello, no se ha determinado la frecuencia de todos los
fenotipos en la poblacién ecuatoriana, Unicamente se realizé el estudio de la prevalencia

de los antigenos Kell y Cellano (Cafiizares C, 1996).

En el afio 2012, en Quito se llevaron a cabo dos investigaciones sobre la presencia de
anticuerpos irregulares tanto en donantes voluntarios de sangre como en pacientes
multitransfundidos, encontrandose una prevalencia de aloanticuerpos anti-K del 13% y
6% respectivamente (Ulloa A. , 2012) (Checa, 2012), ante estos resultados se
recomienda al sistema Nacional de Bancos de Sangre la implementacion del denominado
fenotipo extensivo que constituye la fenotipificacion completa de los antigenos

eritrocitarios antes de una transfusion; sin embargo aun no se ha realizado.

De los estudios sobre la prevalencia de los fenotipos eritrocitarios del Sistema Kell se
pone de manifiesto la presencia de aloinmunizacion y reacciones transfusionales, asi en
Chile se detectaron 26 casos de anemia fetal por isoinmunizacion con antigenos Kell;
(Armijo S., 2010); dentro de la deteccion de antigenos Kell, la probabilidad de
aloinmunizacion durante el embarazo es frecuente a pesar de que el antigeno Kell es
diez veces menos antigénico que el antigeno D (Mollison, 2000) (Padmore, y otros,
2014). Otro motivo por el cual se producen aloinmunizaciones con antigenos Kell es
debido a la imposibilidad de encontrar sangre compatible para aquellos pacientes que

son Kell negativos.

El impacto de la presencia de anticuerpos del Sistema Kell en la poblacidon ecuatoriana
es el motivo principal para realizar el estudio de la prevalencia de los cuatro antigenos

principales (K, k, Kp?, Kp®) y determinar cuél de ellos es el méas frecuente.
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1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los estudios de la frecuencia de los antigenos eritrocitarios en Ecuador son escasos,
generalmente estan dirigidos al sistema ABO y factor Rh (Madrigal Ramos, 2009). En el
afio de 1996 se realizé un estudio en el Hospital Carlos Andrade Marin en el que se
detectd la presencia del antigeno Cellano (k) en el 94,7% de donantes analizados; sin

embargo se desconoce la existencia de antigenos Kpa y Kpb (Cafizares C, 1996).

En el afio 2012, se determind la existencia de aloanticuerpos del sistema Kell, en
donantes ecuatorianos voluntarios de sangre y pacientes multitransfundidos (Ulloa A,
2012) (Checa, 2012). Ademads, se establecidé una frecuencia del 16% de aloanticuerpos
anti-Kpa y anti-Kpb, cominmente encontrados luego de una reaccién postransfusional
hemolitica tardia, ademas son considerados en la literatura como de baja frecuencia
(Sanchez-Girén, Quintana-Garcia, Alcaraz, & Jill Storry, 1999). Estos datos muestran la
existencia de aloinmunizacién debida a la presencia de antigenos Kell en la poblacion
ecuatoriana lo que repercute en la disponibilidad de sangre carente de este antigeno, por
lo que actualmente es indispensable conocer la frecuencia de estos antigenos, lo que
permitira evitar la aloinmunizacion en pacientes que reciben C.G.R., pues se conoce que
estos antigenos son muy inmundgenos y el contacto de antigenos K(+) en una persona
con fenotipo K(-) la posibilidad de desarrollar una reaccién postransfusional supera el
20% (Checa, 2012). Adicionalmente el aloanticuerpo anti-K es de clase 1gG1, es decir
que puede atravesar la placenta y causar problemas en el embarazo, ademas fija el
complemento provocando reacciones hemoliticas luego de una transfusion, similar
situacion ocurre con los anticuerpos anti-Kpb , anti-Kpa y anti-k . (Oliveria & Gatti, 2006)
(Pavez Espinoza, 2012) (Miale J, 1995). Para evitar una aloinmunizaciéon ya sea en el
embarazo o en una transfusion sanguinea se requiere realizar una tipificacién “extensiva”
es decir que ademas del grupos ABO y Rh siendo este ultimo el antigeno que ha
producido una mayor aloinmunizacion (Alcaraz-Lopez, Bonilla-Zavala, Luna-Gonzélez, &
Motes-Ledesma, 2007) (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, & Leén de Gonzalez, 2014), se
debe identificar antigenos que desencadenen respuestas inmunes en este caso y de
acuerdo a la informacién mencionada anteriormente se deberia detectar todos los
antigenos del Sistema Kell, no Unicamente dos de ellos, para establecer una base de

datos que permita aquellos pacientes aloinmunizados encontrar un donante compatible.

Pregunta del problema: ¢Cual es la frecuencia fenotipica de antigenos del Sistema Kell

presentes en la poblacién de donantes del Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana?
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo general

Determinar la frecuencia de antigenos del Sistema Kell (K, k, Kp?, Kp®) en donantes de
sangre, del Hemocentro de la Cruz Roja en la ciudad de Quito, en el periodo

comprendido en Junio — Diciembre 2014.

1.3.2 Objetivos especificos

* Establecer la frecuencia de antigenos del Sistema Kell en los donantes del Hemocentro
de Cruz Roja Ecuatoriana mediante la técnica en tubo durante el periodo junio —
diciembre 2014.

* Identificar el tipo de antigeno del Sistema Kell mas frecuente en los donantes del
Hemocentro de Cruz Roja Ecuatoriana mediante técnica en tubo durante el periodo junio
— diciembre 2014.

* Relacionar la frecuencia de cada tipo de antigeno del Sistema Kell con el género,
procedencia y edad de los donantes voluntarios de sangre que acuden al Hemocentro de

Cruz Roja.

» Determinar los posibles genotipos del Sistema Kell en donantes voluntarios de sangre

del Hemocentro de Cruz Roja Ecuatoriana.

« Establecer la frecuencia alélica del Sistema Kell en la poblacion de donantes voluntarios

de sangre incluidos en el estudio.

* Identificar la presencia de anticuerpos irregulares del Sistema Kell en donantes que
fueron positivos para algun antigeno del Sistema Kell mediante determinacion en gel para

constatar aloinmunizacion previa.

1.3.3 Limitacion del estudio

Una de las principales limitaciones del estudio constituye el acceso a todos los reactivos
para técnica manual por problemas de importacién en el pais debido a las normativas

impuestas, y el costo que significara realizar el estudio con el sistema gel.
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CAPITULO Il

2.1 MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1.1 Antecedentes

El Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana es el Unico existente en el pais, se inaugurd
en el afio 2009 y sus instalaciones cuentan con maquinaria especializada para todos los
procedimientos que se realizan en un banco de sangre tales como serologia, tipificacion,
separacion de componentes sanguineos, incluyendo la donacion por aféresis. El principal
objetivo del Hemocentro es garantizar la seguridad y calidad de cada componente
sanguineo en caso de que sea necesario. (Cruz Roja Ecuatoriana, 2012)

Al Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana de la ciudad de Quito y sus unidades moviles
anualmente llegan un promedio de 90.000 a 120.000 unidades de sangre, las mismas
gue son transportadas a las instalaciones para su analisis pertinente. (Cruz Roja
Ecuatoriana, 2012), dentro de los analisis se encuentran la tipificacion directa e inversa
de cada unidad sanguinea, sin embargo debido a la falta de acceso a reactivos no se
realiza un fenotipo extensivo, Unicamente se identifican los antigenos de los sistemas
ABO, Rh, y un antigeno del Sistema Kell (K).

Se han reportado varios estudios acerca de la presencia tanto de antigenos como de
anticuerpos pertenecientes al Sistema Kell, en poblaciones latinoamericanas, estas
investigaciones se han realizado debido a la presencia de reacciones postransfusionales
sin causa aparente, descubriéndose posteriormente que se debe a los aloanticuerpos del
Sistema Kell (Alcaraz-Lopez, Bonilla-Zavala, Luna-Gonzalez, & Motes-Ledesma, 2007)
(Padmore, y otros, 2014).

Uno de los primeros estudios publicados acerca de la presencia de fenotipos del Sistema
Kell se realiz6 en Costa Rica en 1999, donde se encontré que la prevalencia es alta para
el genotipo (K-k+) con 96% de la poblacion estudiada, (Rafael Marin Rojas R. L., 1999)
mostrando la dificultad de encontrar sangre compatible para las personas carentes de
este antigeno. Otro estudio realizado en Guatemala, obtuvo una prevalencia de 2,4%
para el antigeno K en donantes voluntarios que acudieron al Hospital General de San

Juan, durante los afios 2011 a 2012, sin embargo no se pudo establecer la prevalencia
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fenotipica de los restantes antigenos del sistema constituyendo una limitante de este
estudio. (Alavarado Guzman & Dubon Medina, 2012).

El autor Bogui en el afio 2014, enfatiza la necesidad de determinar la prevalencia de los
antigenos del Sistema Kell debido al poder inmundégeno que presenta este sistema,
especialmente por producir reacciones hemoliticas tardias; esta investigacion establecié
la presencia del antigeno cellano (k) en un 98,92%, y del Kp® en un 99,8%, datos
relevantes para la implementacion de la fenotipificacion del Sistema Kell en esta
poblacion africana (Bogui, Dembele, Sekongo, Abisse, & Konaté, 2014).

En la investigacion realizada por Makroo, en el 2013 se identificé al antigeno cellano (k)
como el de mayor prevalencia en aproximadamente el 99,97% de los donantes
estudiados, detectdndose Unicamente un donante con fenotipo k (negativo), concluyendo
que la determinacion de la frecuencia de antigenos eritrocitarios del Sistema Kell evitara
la aloinmunizacién en personas carentes del antigeno; en este caso el donante portador
de cellano (k) tiene una probabilidad del 100% de ser inmunizado (Makroo, Bhatia, &
Gupta, 2013). De igual manera Agarwal, establecié que el antigeno cellano (k) es el de
mayor prevalencia en los donantes de sangre (Agarwal & Thapliyal, 2013)

Por otro lado se han reportado 26 casos de anemia fetal causadas por isoinmunizacion
anti-Kell en Chile en el afio 2010 (Onica Armijo S., 2010); México reporté un caso de
reaccion postransfusional tardia en un paciente multitransfundidos, al que no se le
detecté la presencia del anticuerpo anti-Kp® y la pruebas de compatibilidad dieron un
resultado falso negativo. (Sdnchez-Girén, Quintanar-Garcia, Alcaraz, & Jill Storry, 2002)
Estas investigaciones demuestran la necesidad del estudio completo tanto de los

antigenos como aloanticuerpos del Sistema Kell.

En el afio de 1996, en Ecuador, se realiz6 un estudio en el Hospital Carlos Andrade Marin
en el que se detectd la presencia del antigeno cellano (k) en el 94,7% de donantes,
demostrandose la alta frecuencia de este antigeno (Cafizares C, 1996), a pesar de ello
no se han realizado estudios al respecto y por esta razén existe aloinmunizacién como lo
demuestran estudios posteriores; asi en el afio 2012, se detecté una prevalencia de anti-
K del 13% en donantes y 6% en pacientes (Ulloa, 2012) (Checa, 2012); ademas, se
establecio la frecuencia del 16% de los aloanticuerpos anti-Kp® y anti-Kp® cominmente
encontrados luego de una reaccion postransfusional hemolitica tardia (Sanchez-Giron,
Quintanar-Garcia, Alcaraz, & Jill Storry, 2002).
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Generalmente los anticuerpos Kp® se desarrollan después de una transfusién sanguinea
o durante el embarazo, dos estudios recientes han determinado la presencia de anti-Kp®
en un 3 a 4,7% de pacientes que requieren de constantes transfusiones sanguineas
(Padmore, y otros, 2014). Esto demuestra la urgente necesidad de conocer la verdadera
frecuencia de estos antigenos que permitan una orientacion a los bancos de sangre para

realizar una adecuada planificacion en los calculos de stock de C.G.R.

2.1.2 Sistemas sanguineos

Se han descrito mas de 600 antigenos eritrocitarios hasta el momento, clasificados en

tres categorias principales:

= 32 sistemas gue se relacionan entre si por estar codificados por el mismo gen.

= Colecciones de antigenos relacionados U(nicamente por sus propiedades
bioguimicas o serolégicas, pero no genéticamente.

= Series que no han podido ser clasificadas en sistemas o colecciones por lo que se
las dividi6 en series de antigenos de alta frecuencia (901 series) y baja frecuencia
(700 series), creados en el afio 1980 por la International Society of Blood
Transfusion (ISBT).

2.1.3 Herenciade los grupos sanguineos

Los antigenos sanguineos en general son codificados por un gen especifico, es decir,
que si el individuo presenta el gen, el antigeno eritrocitario va a ser expresado en la
membrana del glébulo rojo (Geoff, 2013) (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Lebén de
Gonzélez, 2014). Los antigenos eritrocitarios se heredan siguiendo las leyes de Mendel,
al existir genes dominantes, codominantes y recesivos se van a dar un sin nimero de

fenotipos y genotipos de cada sistema sanguineo (Race, 2010) (Geoff, 2013).

Por ejemplo en el sistema ABO mediante la “ley de segregacién independiente” de
Mendel, los pares alélicos se separan, asi: una madre homocigota AA y un padre
homocigoto OO van a transmitir cada uno a sus hijos, un alelo y tener hijos de genotipos
heterocigoto AO (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, & Leb6n de Gonzalez, 2014) (American
Association of Blood Banks, 2012).
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Otra ley de Mendel es la “ley de recombinacion independiente” esta determina que los
alelos que aportan diferentes caracteres se heredan de forma independiente, asi por
ejemplo el alelo JKA del sistema KIDD que codifica el antigeno JK® no ejerce ninguna
influencia en la herencia del alelo JKB, que codifica el antigeno Jk°, por lo que un
individuo puede presentar un fenotipo en codominancia Jk(atb+), es decir que se
expresan los dos alelos (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Ledn de Gonzalez, 2014).

Las investigaciones genéticas y moleculares han permitido analizar la interaccion entre
genes, este conocimiento a nivel de Inmunohematologia, ha facilitado el entendimiento de
la expresion de los antigenos en los glébulos rojos, la que puede deberse a alelos que
codifican diferentes proteinas o son transportados en un mismo cromosoma en posicion
cis (unioén) o trans (repulsién) fendbmeno que es comun en la herencia del sistema Rh
(American Association of Blood Banks, 2012) (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, & Lebn de
Gonzélez, 2014).

También existen genes inhibidores o supresores que afectan la expresion de otros genes,
por ejemplo el fenotipo raro JK(a-b-) resultado de una supresiéon del antigeno KIDD por
In(JK) y por ultimo la presencia de un alelo silente o nulo que portan mutaciones que
impiden la expresion del antigeno en la superficie del eritrocito, otro ejemplo es el

fenotipo del Rhnull. (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Le6n de Gonzélez, 2014).

Adicionalmente dentro de la herencia mendeliana, los grupos sanguineos siguen un
patron relacionado con la herencia autosémica dominante, codominante y recesiva ligada
al sexo por ejemplo la herencia del sistema Xg®. (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Leén de
Gonzélez, 2014).

2.1.4 Sistema Kell

El Sistema Kell es un conjunto de glicoproteinas transmembranales de tipo Il que poseen
actividad endopeptidasa dependiente de zinc, el Sistema sanguineo Kell es altamente
polimérfico por lo que se podra expresar en la membrana eritrocitaria mas de un antigeno
perteneciente a este sistema (Sean R. Stowell, 2013), hasta el momento se han
reportado 35 antigenos pertenecientes al Sistema Kell, numerados del 1 al 38, de los
cuales tres han quedado obsoletos y no poseen significancia clinica (Buelvas Cortés,
Mufiz-Diaz, & Ledn de Gonzélez, 2014).
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2.1.5 Herencia del Sistema Kell

Cada individuo posee dos alelos procedentes de cada uno de sus progenitores, por
ejemplo en el caso del Sistema Kell, el locus KELL posee dos alelos denominado KEL1 y
KEL2 y dependiendo del alelo heredado de cada progenitor, el individuo puede heredar
uno de ellos dando como resultado un efecto denominado de doble dosis para KK+ o
poseer alelos diferentes en este caso K+k+. (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, & Ledn de
Gonzélez, 2014) (Alavarado Guzman & Dubo6n Medina, 2012).

Por lo tanto, la presencia o ausencia de los antigenos sobre los eritrocitos determina el
fenotipo que posee un individuo, asi cuando los hematies de una persona reaccionan con
los anticuerpos comerciales anti-K y anti-k, anti-Kp?, anti-Kp®, se puede inferir que existe
la presencia de los alelos K (KEL1), k (KEL2), Kp? (KEL 3 o KPA), Kp® (KEL 4 o KPB) y
de esta manera se puede determinar un posible genotipo. (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, &
Ledn de Gonzélez, 2014).

También se ha determinado que existen dos antigenos “antitéticos” en el sistema Kell,
estos son codificados por alelos de un mismo locus, y son: Kp® y Kp®, la cantidad de
antigeno expresada en los eritrocitos depende de la condicion de homocigoto o
heterocigoto del individuo, asi los que presentan Kp(a+b-) presentan una doble dosis de
antigeno Kp®y aquellos que fueron detectados como Kp(a+ b+) son heterocigotos con
una dosis Unica y tendran una menor cantidad de antigeno Kp? que los homocigotos
(Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Lebén de Gonzalez, 2014) (Geoff, 2013).

La herencia del Sistema Kell también se encuentra relacionada a la herencia recesiva
ligada al sexo, asi las variantes alélicas del gen XK dan origen a glébulos rojos con el
fenotipo denominado McLeod, estos poseen una expresion disminuida de antigenos del
Sistema Kell, siendo comun en hombres, y casi imposible encontrar mujeres homocigotas
debido a que est4 ligado a la herencia del cromosoma X, para su expresion en mujeres
se necesitaria que la madre sea portadora y el padre afectado del fenotipo McLeod,
suceso similar al que ocurre en hemofilia padecimiento que se produce por herencia

ligada al cromosoma X (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Leén de Gonzalez, 2014).

2.1.6 Antigenos del Sistema Kell

El primer antigeno en ser descubierto fue el K, en un caso de enfermedad hemolitica del

recién nacido el cual era positivo para este antigeno y la madre poseia los anticuerpos
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anti-K, a este se lo llamo Kell por Coombs, Murant y Race en 1946, tres afios después
Levine y sus colaboradores descubrieron el segundo antigeno perteneciente al sistema
Kell al cual se le denomino Cellano (k) (Oliveria & Gatti, 2006).

En 1957 se identificaron los antigenos Kp® y Kp® descubiertos por Allen y Lewis, un afio
después en 1958 se descubrié la presencia del antigeno Js* y en 1963 el Js°
enriqueciendo el nimero de antigenos de este sistema; estos 6 antigenos son los
principales y mas prevalentes de este sistema, los demés son de baja frecuencia. (Rafael
Marin Rojas R. L., 1999) (Ulloa, 2012) (Geoff, 2013).

Se ha determinado que estos antigenos son muy inmunégenos debido que al contacto de
antigenos K (+) en una persona con fenotipo K (-) la posibilidad de desarrollar una

reaccion postransfusional supera el 20% (Checa, 2012)

El gen codificador para el Sistema Kell se encuentra situado en el brazo largo del
cromosoma 7 q32-g36, codifica una proteina glicocilada que puede variar, originando los
diferentes antigenos Kell y sus combinaciones. (Sanchez-Gir6n, Quintanar-Garcia,
Alcaraz, & Jill Storry, 2002) (Canle, 2013) (Tabla N°1)

Tabla N°1. Fenotipos y probables genotipos del Sistema Kell

SISTEMA KELL

FRECUENCIA
FENOTIPO/ PROBABLE BLANCOS NEGROS
GENOTIPO
K-k+ 91 97
K+k+ 9 4
K+k- 0.2 <0.1
Kp(atb-) <0.1 0
Kp(atb+) 2.3 Raro
Kp(a-b+) 98 100
Js(a+b-) 0 1
Js(at+b+) Raro 19
Js(a-b+) 100 80

Fuente: Canle Oscar, 2013

También se ha detectado los fenotipos Kell nulo el cual es negativo tanto para K, k;
ademas se describid el fenotipo McLeod, en el que se expresan los antigenos, pero en
una forma débil, este fendbmeno estd muy relacionado con la enfermedad granulomatosa
cronica, en la cual los granulocitos pueden fagocitar pero no destruir a los agentes

extrafios. (Sanchez-Girén, Quintanar-Garcia, Alcaraz, & Jill Storry, 2002). El sindrome de

18



McLeod esta ligado al cromosoma X y se expresa casi exclusivamente en hombres y esta
relacionado a la presencia de acantocitosis, problemas musculares, y sindromes
neuroldgicos, este sindrome esta relacionado con el fenotipo McLeod (Buelvas Cortés,
Mufiiz-Diaz, & Ledn de Gonzéalez, 2014).

Al igual que los otros sistemas eritrocitarios la expresion del Sistema Kell esta deprimida
y se debe a varias causas como:

a) El alelo que codifica al antigeno Kp? produce en ocasiones una expresion débil de
los otros antigenos.

b) La presencia de fenotipo K,y que provoca la expresion débil de los antigenos del
sistema Kell

c) Los sindromes de McLeod y el granulomatoso crénico ligados al cromosoma X,
esto debido a que la produccion de los antigenos Kell estan ligados a genes
pertenecientes al locus XK del cromosoma X (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Ledn
de Gonzélez, 2014).

En relacién a la produccién de aloanticuerpos estos pueden contribuir al desarrollo de
anemia aplastica en un paciente, porque al expresarse la proteina Kell en las primeras
etapas de la maduracion eritroide, esta se alterara provocando asi la patologia (Buelvas
Cortés, Muiiz-Diaz, & Le6n de Gonzélez, 2014). El estudio de la prevalencia de los
antigenos del Sistema Kell ha tomado importancia en los dltimos afios, debido a la
presencia de una mayor cantidad de problemas transfusionales y enfermedad hemolitica

del recién nacido (Padmore, y otros, 2014).

Se establecié que el antigeno Kell es clinicamente significativo, demostrandose su
capacidad antigénica en el estudio realizado por Stowell en un modelo animal, donde se
observé que la produccion de aloanticuerpos (anti-Kell) fue inmediata y se caracteriz6 por
su capacidad de atravesar la placenta unirse a los glébulos fetales circulantes y a los
precursores localizados en el higado del feto produciendo la muerte uterina o el
nacimiento de crias muertas. A nivel humano, los anticuerpos anti-Kell tienen la
capacidad de hemolizar a los glébulos rojos portadores del fenotipo K(+), por lo que fue
reconocido como el tercer sistema sanguineo de significancia clinica luego de ABO y Rh
(Stowell, y otros, 2013).
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2.1.7 Anticuerpos del Sistema Kell

Dentro del sistema Kell, el aloanticuerpo anti-K es el mas comun y generalmente es de
clase IgG1, ocasionalmente fija el complemento, los restantes aloanticuerpos son poco
comunes como el anti-k; anti-Kpb y anti-Jsb; el problema surge cuando se necesita
sangre carente de los antigenos correspondientes, por esta razén es necesario realizar
una fenotipificacion a la poblacién (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Ledn de Gonzélez,
2014).

Se ha establecido que la proteina Kell se presenta en etapas tempranas de la
maduracion de los eritrocitos. Al formarse los anticuerpos anti-K pueden provocar anemia
aplastica por inhibicién de la eritropoyesis (Mufiiz Dias, 2010) (Buelvas Cortés, Mufiz-
Diaz, & Le6n de Gonzélez, 2014).

Estos anticuerpos son de clase IgG y fijan complemento por lo que pueden atravesar la
placenta y provocar anemia hemolitica del recién nacido; los anticuerpos anti-Kp?, anti-k y
anti-Js® son los principales causantes de reacciones hemoliticas postransfusionales.
(Mufiz Dias, 2010) (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, & Leon de Gonzélez, 2014).

Los individuos que presentan el fenotipo KO producen un anticuerpo anti-Ku cuando se
sensibilizan producen la hemdlisis de todos los eritrocitos transfundidos, excepto los de
su mismo grupo (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, & Ledén de Gonzalez, 2014) (Mufiz Dias,
2010). Las personas que presentan el sindrome McLeod y enfermedad granulomatosa
cronica, al ser inmunizados producen un anticuerpo anti-Kx y anti-Km lo que impide
encontrar una sangre compatible, por lo que se debe valorar muy cuidadosamente el
transfundir a personas con estas patologias (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Ledn de
Gonzélez, 2014) (Mufiiz Dias, 2010).

2.1.8 Frecuencia Génica o Alélica

Se conoce como frecuencia alélica a la proporcién de un determinado alelo entre las
copias del gen en la poblacién; si dos copias de un mismo alelo estan presentes en un
individuo, se le considera homocigoto, mientras que los heterocigotos tienen una sola
copia de cada alelo. Luego de la unién de dos progenitores heterocigotos y siguiendo la
ley de segregaciéon de Mendel se obtendra la siguiente descendencia (Pierce, 2009)
(Tabla N°2).
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Tabla N°2. Cruce de alelos (segregacion)

Cj. P q A: alelo dominante

@ @ a: alelo recesivo

AA: alelos homocigotos dominantes

p pz ' p q aa: alelos homocigotos recesivos
Aa: alelos heterocigotos
@ AA AE p: frecuencia del alelo A
g: frecuencia del alelo a
q Pg qz p? frecuencia de los alelos AA homocigotos dominantes
@ I,El\a as g’: frecuencia de alelos aa homocigotos recesivos

pq: frecuencia de alelos Aa heterocigotos

p?+p+q +9°
Fuente: Pierce ,2009

Por lo tanto, la frecuencia alélica para el alelo A es p?+pg, en cambio del alelo a es
2pg+q?, por lo tanto el conjunto genético de una poblacién puede describirse a través de
las frecuencia alélicas. Se considera que la variacidon genética es un indicativo para que
exista evolucién (Pierce, 2009).

Una de las formas de establecer la composicion genética de una poblaciéon y como esta
cambia a través del tiempo es especificar los genotipos posibles de un determinado
caracter, en el caso especifico en el sistema Kell, presenta los alelos K y k por lo que
existe la probabilidad de tres genotipos posibles KK, kk, Kk (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz,
& Lebn de Gonzalez, 2014).

Sin embargo, en los sistemas de grupos sanguineos existe la presencia de loci con alelos
multiples, para determinar la frecuencia de estos se cuenta el nimero de copias de un
alelo sumando el doble del nimero de homocigotos al nimero de heterocigotos que
posee el alelo, y el producto se divide por el doble del nimero de individuos incluidos en
la muestra, asi por ejemplo: para un locus con tres alelos A, A% A% y seis genotipos A'A’,
A'A?Z, APA% ATAR APA% y APAP) las frecuencias (p, g, 1) de los alelos son (Pierce, 2009).

_ 1y _ 2Mp1 41041 42 #1041 43
p=f(4") = N

2n,2 ,2+N,1 ,2 N2 42

_ 2y _ 202 721 MAT g2 T1p2 5
4= f(4?) = 2

r=f(4%) = 2073 g3 FN1 43 $1142 53

2N
Fuente: Pierce, 2009

21



La aplicacion de estas formulas permite determinar la frecuencia alélica existente en la
poblacion estudiada, el céalculo de las frecuencias en banco de sangre constituye un
apoyo en la determinacion del porcentaje de aloinmunizacién que puede presentarse en
la poblacién, asi también permite predecir el nUumero de concentrados de glébulos rojos
que se necesitaria examinar antes de transfundir a un individuo carente de un

determinado antigeno (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, & Leon de Gonzélez, 2014).

Frecuencia Fenotipica es definida como el nimero de personas que expresan una
cualidad fenotipica sobre el total de personas incluidas en un estudio, es decir son las

caracteristicas que se observan a través de reacciones antigeno-anticuerpo.

Ley de Hardy-Weinberg, esta ley se refiere a un equilibrio genético, este puede ser
calculado mediante la aplicacion de férmulas matematicas cuyos resultados describen
como un alelo puede mantenerse constante a través del tiempo en una poblacion
numerosa de individuos. También permite estimar la frecuencia con la que determinados

alelos y genotipos deberian aparecer en una poblacion.

El fundamento primordial de esta ley es que la herencia mendeliana no genera cambios y
que la suma de las frecuencias alélicas y genotipicas para un locus determinado es igual
a 1. En banco de sangre este conocimiento se utiliza para determinar la probabilidad de
encontrar sangre compatible para pacientes multitransfundidos que han desarrollado

aloanticuerpos contra antigenos eritrocitarios de alta prevalencia.

2.1.9 Reacciones transfusionales

La transfusién sanguinea es una de las técnicas terapéuticas mas utilizadas en el caso
de que un paciente presente un pérdida excesiva de sangre (>2000ml o >40%), pero este
tratamiento conlleva un riesgo muy elevado si no se tipifican de una forma correcta los
componentes sanguineos, entre los problemas mas comunes que se presentan son una
reaccion transfusional o la enfermedad hemolitica del recién nacido. (Luna-Gonzalez,
2007).
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2.1.9.1 Reacciones transfusionales inmediatas relacionadas al Sistema
Kell

Este tipo de reacciones se caracterizan por presentarse de forma inmediata
generalmente antes de las 24 horas luego de la transfusion, siendo la principal causa de
muerte postransfusional, la mas comun es la hemdlisis intravascular o extravascular
donde se produce la liberacion de la hemoglobina provocando trastornos vasculares, fallo
renal e incluso si no es tratada a tiempo puede producir la muerte del paciente, en el caso
del Sistema Kell se han reportado casos de hemdlisis intravascular en pacientes Kell
negativo transfundidos con unidades Kell positivas, provocando el sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica provocando el sintoma mas caracteristicos que es la fiebre por la
liberacion exagerada de citocinas e interleucinas al torrente sanguineo, se produce
también coagulacion intravascular diseminada, fallo renal agudo y por ultimo la muerte

del paciente.(Luna-Gonzéalez, 2007) (Alavarado Guzman & Dubén Medina, 2012).

2.1.9.2 Reacciones transfusionales tardias debida a anticuerpos del
Sistema Kell

Las reacciones transfusionales tardias se presentan después de las 24 horas de una
transfusién sanguinea, debida a la formacion de aloanticuerpos luego de la exposicion a
un antigeno desconocido, en un primer contacto hay la posibilidad de no presentar ningin
sintoma, pero al ocurrir un segundo contacto se presentaran problemas graves o
reacciones inmediatas, esto debido a la memoria inmunolégica creada y las células de
defensa (macréfagos, neutréfilos) atacaran a los eritrocitos transfundidos (Buelvas

Cortés, Mufiiz-Diaz, & Le6n de Gonzalez, 2014).

Esto ocurrié y el reporte fue publicado como un “caso clinico” de un hombre que acudié a
una cirugia ortopédica en la cual se transfundieron 3 paquetes globulares, 14 dias
después regreso con fiebre y malestar general, después de realizarle varios examenes se
establecié que el paciente tenia anticuerpos anti-Kp® y estos fueron los que provocaron
las reacciones tardias (Sanchez-Girdn, Quintanar-Garcia, Alcaraz, & Jill Storry, 2002).
Uno de los problemas en la aloinmunizacion por el sistema Kell, es el manejo
transfusional de pacientes con anticuerpos anti-k, esto es sumamente dificil, debido a la
elevada prevalencia antigénica reportada en varios paises (Makroo, Bhatia, & Gupta,
2013) (Bogui, Dembele, Sekongo, Abisse, & Konaté, 2014).
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2.1.9.3 Reaccion hemolitica del recién nacido por isoinmunizacién de
antigenos Kell

Los estudios realizados en varios paises sobre la enfermedad hemolitica del recién
nacido ocasionada por antigenos diferentes al sistema Rh, pone de manifiesto la
aloinmunizacioén por el sistema Kell, asi en Chile se detectaron 26 casos de anemia fetal
por isoinmunizacion con antigenos Kell; (Onica Armijo S., 2010); dentro de la deteccion
de estos antigenos, la posibilidad de aloinmunizacion durante el embarazo es frecuente a
pesar de que el antigeno Kell es diez veces menos antigénico que el D (Mollison, 2000).
El aloanticuerpo anti-K es de clase IgG1l es decir que puede atravesar la placenta y
causar problemas en el embarazo, similar situacién ocurre con los anticuerpos anti-Kp®
anti-Kp® y k. (Oliveria & Gatti, 2006) (Pavez Espinoza, 2012) (Geoff, 2013).

Actualmente, se han reportado varios casos de enfermedad hemolitica por anticuerpos
Kell y se afirma que esta va en aumento, sin embargo las causas no se conocen. Los
investigadores aseguran la existencia de al menos 8 antigenos diferentes asociados al
Sistema Kell y causantes de la enfermedad hemolitica del recién nacido (Akdag,
Erdeve,Omer, Uras, Simsek, & Dilmen, 2012).

El estudio realizado por Akdag detectd que de 459 embarazos; 20 fetos fueron afectados
y presentaron hidropesia, 3 sufrieron muerte intrauterina y 1 durante el periodo neonatal,
todo ocasionado por madres portadoras de un aloanticuerpo anti-K1 (Akdag,
Erdeve,Omer, Urag, Simsek, & Dilmen, 2012). El autor Mackenna en el afio 1999
determiné ya la existencia de una enfermedad hemolitica del recién nacido al estudiar
156 embarazos de los cuales 134 mujeres presentaron un anticuerpo anti-K1, 8 nifios
sufrieron de una anemia hemolitica severa, 6 de los cuales fueron sometidos a
transfusion intrauterina, 3 murieron aun en el Gtero y 13 lactantes presentaron una

enfermedad hemolitica leve (Akdag, Erdeve,Omer, Uras, Simsek, & Dilmen, 2012).

Estos datos establecen la importancia del Sistema Kell como causante de una reaccion
hemolitica en el recién nacido. A pesar de que los estudios se han centrado en el sistema
Rh, actualmente esta vision estd empezando a cambiar a través de las investigaciones

realizadas.
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2.1.10 Métodos de deteccion para antigenos eritrocitarios del Sistema Kell

Existen varios métodos para la identificacion de antigenos y anticuerpos eritrocitarios,
entre las principales se encuentran las reacciones antigeno anticuerpo tanto en placa
como en tubo, las reacciones por aglutinacion en gel, determinacién de anticuerpos
mediante paneles de células conocidas, métodos moleculares como la reaccion en
cadena de la polimerasa, entre los mas representativos. Los mas usados en la actualidad
son las reacciones de hemoaglutinacion en tubo y aglutinacion en gel (American
Association of Blood Banks, 2012) (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Leb6n de Gonzélez,
2014).

2.1.10.1 Reaccion antigeno-anticuerpo en metodologia en tubo

En el caso del Sistema Kell las reacciones antigeno anticuerpo se dan al exponer sangre
entera (placa) o globulos rojos (tubo) contra el suero que contiene los anticuerpos
policlonales o monoclonales del Sistema Kell, si se encuentran los antigenos en la
superficie del eritrocito, los anticuerpos se pegaran fuertemente a ellos provocando
aglutinacién, lo que sera reconocido como una reaccion positiva indicando la presencia
del antigeno que se esta analizando. (Hernandez, 2001) (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, &
Ledn de Gonzélez, 2014).

2.1.10.2 Reaccioén de aglutinacion en metodologia gel

Para la técnica en gel se usa el mismo fundamento de reaccion entre antigenos y
anticuerpos, solo que en este caso los anticuerpos conocidos van a encontrarse
atrapados a lo largo del gel, si existe aglutinacion, los glébulos rojos se quedaran encima
del gel y si no existe aglutinacion los glébulos rojos migraran al fondo del gel, dando asi
un resultado positivo en caso de que los glébulos se queden atrapados a lo largo del gel

y sera negativo si los glébulos logran migrar hasta el fondo del gel. (Hernandez, 2001).

Existen dos cassettes con la capacidad de analizar los antigenos del sistema Kell y
pertenecen a la casa comercial Grifols, estos son los DG Gel® ABO/Rh+Kell y el DG

Gel® Rh + Kell capaces de proporcionar informacion. (Reactivos DG gel, 2014).
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2.1.10.3 Meétodos moleculares aplicados en la deteccidén de antigenos
eritrocitarios del Sistema Kell

Como se mencionado anteriormente el gen que codifica la proteina Kell se encuentra en
el brazo largo del cromosoma 7, por lo tanto se pueden utilizar técnicas moleculares para
la deteccion de los diferentes antigenos del Sistema Kell, es asi como se han llegado a
encontrar los 35 antigenos pertenecientes a este sistema (Geoff, 2013) (Buelvas Cortés,
Mufiz-Diaz, & Ledn de Gonzalez, 2014).

El método mas utilizado es la reaccién en cadena de la polimerasa, al utilizar los primers
necesarios para la deteccidbn de cada uno de los antigenos; los primers se pueden
encontrar facilmente en la bibliotecas virtuales como en Pubmed, siendo un método
relativamente facil de usar; pero el problema con este método es la adquisiciéon de los
primer y ademas la utilizacion de equipo especializado que generara un costo extra para
la realizacion de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa, ademas todas las
herramientas que se necesitan para la identificacién de cada antigeno. Por lo que es

recomendable se use técnicas mas sencillas. (Mota, 2011)
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2.2 MARCO CONCEPTUAL

Antigeno: sustancia ajena al organismo capaz de provocar una reaccién inmune.
(Abbas, Lichtman, & Pillai, 2012)

Anticuerpo: glucoproteinas especializadas de la clase inmunoglobulina, son los mas
representativos de la inmunidad adaptativa y se uniran a los antigenos para su mejor

reconocimiento y eliminacion. (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2012)

Alelo: son las posibles formas o variantes de un gen que van a proporcionar una
caracteristica a un organismo, se encuentran dos alelos para cada gen, los alelos pueden
ser dominantes, codominantes o recesivos. (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Le6n de
Gonzélez, 2014)

Aloantigenos: son antigenos homologos, que al entrar en un organismo extrafio van a

provocar la formacién de anticuerpos. (American Association of Blood Banks, 2012)

Aloanticuerpo: es el anticuerpo que se crea a partir de la exposicion a un antigeno de un

individuo de la misma especie. (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Le6n de Gonzalez, 2014)

Anticuerpos policlonales: anticuerpos que no son muy especificos y pueden reaccionar

ante uno o mas epitopes. (American Association of Blood Banks, 2012)

Anticuerpos monoclonales: estos anticuerpos se van a unir solamente a los antigenos

especificos que provocaron su formacion. (American Association of Blood Banks, 2012)

Aglutinacién: es la agregacién de células producida por una reaccién antigeno-

anticuerpo. (American Association of Blood Banks, 2012)

Alelo dominante: un alelo dominante es el que tiene la capacidad de expresar su
caracteristica genética, aunque el otro alelo de su gen posea una caracteristica diferente.
(Geoff, 2013)

Alelo Recesivo: las caracteristicas de los alelos recesivos solo se expresaran en
individuos homocigotos recesivos, esto se debe a que las caracteristicas de este alelo

pueden ser enmascaradas por un alelo dominante. (Geoff, 2013)

Codominante: es cuando en un individuo heterocigoto se van a presentar las
caracteristicas de sus dos alelos, al mismo tiempo. (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Ledn
de Gonzéalez, 2014)
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Fenotipo: caracteristica visible que se expresa en la morfologia de un individuo u
organismo, esté directamente relacionada con el medio ambiente y la genética. (Buelvas
Cortés, Mufiiz-Diaz, & Le6n de Gonzalez, 2014)

Frecuencia: es el nUmero de veces que se repite un acto, un evento o0 una caracteristica

que se desea medir (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Le6n de Gonzéalez, 2014)

Fagocitar: es la funcion primordial que desempefian los macréfagos y neutrofilos
mediante endocitosis, el uso de vacuolas fagolisosémicas que eliminaran al inmunégeno.
(Abbas, Lichtman, & Pillai, 2012)

Gen: es una secuencia de nucledtidos que cuenta con la informacion necesaria para
producir una macromolécula, es conocido como la unidad de la herencia, ya que la
informacién que posea un gen sera transmitido a la descendencia, ocupan un lugar a
nivel cromosomal conocido como locus. (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Lebn de
Gonzélez, 2014)

Genotipo: son el conjunto de genes heredados de forma mendeliana que posee un
individuo (Passarge, 2010)

Granulocitos: también conocidos como células polimorfonucleares, son las células

especializadas en inmunidad. (Abbas, Lichtman, & Pillai, 2012)
Homocigoto: que los dos alelos que puede poseer un gen son idénticos (Geoff, 2013)

Hemolisis: ruptura o destruccion de los glébulos rojos, es la causa de error mas comun

en el andlisis de muestras. (Grande, 2012)

Inmundgeno: sustancias o moléculas extrafias con la capacidad de generar una
respuesta inmune en un individuo, la respuesta dependera de cada individuo y de la

naturaleza del agente extrafio. (American Association of Blood Banks, 2012)

Polimorfismo: son las diferentes formas en las que se puede expresar una caracteristica

fenotipica. (Passarge, 2010)

Heterocigoto: que para un mismo gen dos alelos que posee van a ser diferentes (Geoff,
2013)

Herencia: es el proceso por el cual la informacién genética es transmitida a nuestra
descendencia, esta informacion se presentara en el individuo como caracteristicas

fisiol6gicas, morfoldgicas, o bioquimicas. (Geoff, 2013)
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CAPITULO Il

3.1 MARCO METODOLOGICO

3.1.1 MATERIALES Y METODOS

3.1.1.1

3.1.1.2

3.1.1.3

Tipo de Estudio: Es un descriptivo transversal, ya que este se realiz6 de
Junio a Diciembre del afio 2014 y se describié a cuatro de los principales
antigenos que componen el Sistema Kell, no se realizé ninguna modificacion

en las variables y estas se miden una sola vez.
Tipo de Muestreo: Se realizé un muestreo aleatorio simple.

Tamafo de Muestra: Se utiliz6 la férmula de poblaciéon finita ya que se
conoce que al Hemocentro acuden un total de 120000 donantes anuales y al
no existir datos actualizados de la prevalencia de los antigenos Kp®y Kp® del
sistema Kell, se considerara una probabilidad de 0,5 para p y g, con nivel de
confianza del 95% y un error alfa del 5%.

N+Z(g_1)>*p*q

T d2(N-1)+Z(g_1) *P*q

Doénde:
N=tamafio de la poblacion
Z(a-1)*= Nivel de confianza

120.000 = 1'962 * 0,50 % 0,50 n= tamafio de la muestra

n=
0,052 % (120.000 — 1) + 1,962 % 0,50 * 0,50 p= proporcién esperada
q=1-p
d= precisién del estudio 0.05
_ 115247,99
%= "300,9579
n =383

Decision: De los célculos realizados se determin6 una muestra de 383 donantes por

cada uno de los antigenos del Sistema Kell y determinacién de aloinmunizacién, es

decir un total de 1532 tipificaciones.
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3.1.15

3.1.1.6

3.1.1.7

Criterios de Inclusién: Todos los donantes de sangre que han cumplido

con los criterios de aceptacion de la Organizacion Panamericana de la Salud.

Criterios de Exclusidn: Todos los donantes de sangre que no han sido
aceptados por no cumplir con los criterios de aceptacién de la Organizacion
Mundial de la Salud.

Control de Calidad: Se realiz6 el control de calidad sugerido por la
Asociacién Americana de Bancos de Sangre, 2012 para la determinacion de
antigenos a través de anticuerpos comerciales monoclonales mas células

comerciales (Vitro) incluidas en el panel. (Anexo 2)

Se tomé todas las precauciones durante las fases pre-analitica y post-analitica
para evitar errores y confusiones en el reporte de resultados, asi en la fase
pre-analitica se realizé un doble chequeo de los cédigos de cada paquete
globular elegido antes de realizar las diluciones, se llevd un registro en
cuaderno numerado y en la post-analitica se mantuvo un doble registro tanto

fisico como electronico.

Andlisis Estadistico: Los datos se analizaron a través del programa
estadistico SPSS V0.20 y se aplic6 una estadistica descriptiva que permitira
presentar los analisis mediante tablas representativas de frecuencias,
porcentajes, para la correlacion entre variables independientes se utilizara la

prueba del Chi cuadrado.

3.2 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

3.2.1 Variable dependiente: Frecuencia de antigenos eritrocitarios del Sistema Kell

(K, k, Kp?, KpP).

3.2.2 Variable independiente: Donantes voluntarios, edad, género, procedencia,

alelos, anticuerpos irregulares, grupo SABO.
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TABLA 2: OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLE
DEPENDIENTE

DEFINICION

DIMENSION

INDICADORES

INSTRUMENTO DE MEDIDA

Prevalencia de

antigenos K, k, Kp?,
b

Los antigenos del sistema Kell son proteinas glicosiladas
que se encuentran unidas a la membrana de los

eritrocitos, son de gran importancia clinica. (Geoff, 2013)

Cuantitativo.

- Frecuencia de antigeno K/
total de donantes.
- Frecuencia de antigeno
k/total de donantes.
- Frecuencia de antigeno
Kp®/total de donantes.

Aglutinacion en tubo con
sueros especificos, en el que
se observara la presencia o
ausencia de aglutinacion con
anticuerpos Anti-K, Anti-k, Anti-

Kp
- Frecuencia de antigeno Kp?, Anti-Kpb.
Kpb/total de donantes.
VARIABLE ; INTRUMENTOS DE
DIMENSION INDICADORES MEDICION

INDEPENDIENTE

DEFINICION

Tiempo de vida de un individuo hasta el momento,

Afios cumplidos
clasificados en

- Total donantes entre las edades
de 17 — 27 afios/ Total donantes
-Total donantes entre las edades
de 28 — 38 afios/ Total donantes
-Total donantes entre las edades

Formularios de registro de los
donantes

Edad i
calculado en afios. grupos etarios de de 39 — 49 afios/ Total donantes --
acuerdo INEC. -Total donantes entre las edades
de 50 — 60 afios/ Total donantes
-Total donantes entre las edades
de 61 — 71 afos/ Total donantes
Género Caracteristicas fisicas que diferencian entre hombre y Hombre Porcentaje de Mujeres Formularios de registro de los
mujer Mujer Porcentaje de Hombres donantes
Total de donantes por
A provincias / Total donantes Formularios de registro de los
Provincia
donantes

Procedencia

Lugar de origen de la persona donante

que acuden al Hemocentro
nacional

Alelos

Formas alternativas de un gen

Heterocigoto
Homocigoto

-Frecuencia Alélica
heterocigoto
-Frecuencia Alélica
homocigoto

Aglutinacion en tubo con el
respectivo reactivo.

Anticuerpos

Son anticuerpos que se forman luego del contacto con

Positivo/Negativo

Frecuencia y tipo de
aloanticuerpos/ Total de

Reacciones de aglutinacion en
tubo con células panel

irregulares sangre incompatible sistema Kell .
donantes analizados
Grupo sanguineo del sistema ABO con el que se clasifica L Frecuencia de donantes de . L
Aglutinacion Reacciones de aglutinacion en
a las personas como grupo O, A, B o0 AB de acuerdo a la . grupo O,A,B,AB/ total de . ) S
Grupo SABO . . ) Ausencia de . . tubo con los antisueros: Anti-A;
presencia o ausencia del antigeno en la membrana de los L donantes incluidos en el :
aglutinacion estudio Anti-B.

eritrocitos.
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3.3 MATERIALES Y PROCESAMIENTO

3.3.1 Materiales

Tubos de vidrio 12 x 75cm

Pipetas pasteur

Pipetas autométicas de 10-50pl
Serofuga de tubos marca Clay Adams.
Tijeras

Lampara de lectura

N N N N N R

Lupa para lectura.

3.3.2 Reactivos

v Antisueros Anti-Kell, Anti-k(Cellano), Anti-Kp?, Anti-Kp® (American Red Cross)
(American Red Cross, Washingtong, DC, 20006 US License 190).

v Antisueros Anti-A, Anti-B monoclonales (Weiner, Disp N° 1076/89 Anti-A; Disp
N° 1073/89 Anti-B; Disp N° 1071/89 Anti-AB)

v Solucién de LISS: Solucion de baja fuerza ionica (LISS), es una solucion que
contiene 0,003 M de cloruro de sodio en un tampon fosfato 0,003 M de fosfato
dibasico de sodio y fosfato monobasico de sodio y 0,2 M de glicina, de pH 6,7
a22+1°C. (c.a., 2014).

3.3.3 Procedimiento: Este estudio se realizd en cinco fases detalladas a

continuacion:

3.3.3.1 FaseUno

Consentimiento informado: todos los donantes firman un consentimiento informado para
el uso de su sangre y para la realizacién de las pruebas necesarias antes de su uso,
ademas no se tendré contacto directo con el donante, las muestras son obtenidas de las
bolsas de sangre elegidas al azar. Texto del consentimiento informado menciona:
“Yo........... declaro que la informacion confidencial que he proporcionado es verdaderay
en caso contrario, asumo toda la responsabilidad. Ademds autorizo a que se realicen los

examenes necesarios, incluyendo HIV para el uso de mi sangre...” (Anexo 1)
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Autorizacion de las autoridades: el Hemocentro de Cruz Roja mantiene una cooperacion
interinstitucional con el Centro de Investigacion en Enfermedades Infecciosas por lo que

se pueden realizar estudios en esta institucion.

3.3.3.2 Fase Dos

Periodo de toma de muestras: para la eleccion de las muestras se aplic6 el muestreo
aleatorio simple mediante el célculo en Excel aplicando la férmula
(F1+ENTERO($B$2*ALEATORIO( )) (Arias, 2006) (Anexo 3). En base a los datos
obtenidos se eligieron los paquetes globulares por el nimero de ingreso de acuerdo al
dia y/o semana.

3.3.3.3 Fase Tres

Recolecciébn de muestras: una vez elegidos los paquetes globulares se obtuvo un
fragmento de la manguera previamente rodillada, aquellas que presentaron micro

coagulos fueron eliminados del estudio.

Rotulaciéon: se mantuvo un registro en un cuaderno de laboratorio con paginas
numeradas, en el que consta el codigo del paquete globular, antes de colocar la muestra

de sangre en el tubo de recoleccion se realiz6 un doble chequeo del nimero.

Preparacion de la dilucién: se siguio el protocolo de AABB, 2012 para la preparacion de
una suspension de eritrocitos en solucién de LISS al 3%. (30ul de sangre + 1ml de

solucién).

3.3.34 Fase Cuatro

Control de Calidad: se realiz6 el control de avidez, afinidad, potencia y especificidad de
cada uno de los antisueros comerciales utilizados en este estudio, siguiendo el protocolo
del Anexo 2 (AABB, 2012).

Realizacién del test: Tanto para tipificacion sanguinea del grupo ABO como para la
deteccidn de los antigenos del sistema Kell, se siguieron las instrucciones de los insertos

adjuntos a los reactivos ver Anexo 4.

Cuidados del proceso: Rotulacién adecuada, centrifugacion de 1 minuto a 1.500

revoluciones por minuto, lectura inmediata frente a una lampara y lupa de lectura.
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Identificaciébn de aloanticuerpos: se siguié el protocolo descrito en los reactivos
comerciales de Bitros: Test cell reagents for the ID-System (Anexo 6).

3.3.3.5 Fase Cinco

Creacion de la base de datos: Se realizd un registro en Excel en el que constan los
siguientes datos: cédigo, edad, sexo, procedencia, resultados, grupo sanguineo SABO,
factor Rh, Kell, cellano, Kp? Kp° y anticuerpos irregulares, todo codificado para el
andlisis en SPSS. Se determinara los posibles genotipos de acuerdo al fenotipo
detectado, seguidamente se calculara la frecuencia alélica mediante férmulas (Gréfico
N°1):

Grafico N°1: Férmulas para el célculo de frecuencia alélica

2 2
p~+pg+q
_fraly — 2Dl 101 42+, 43
p=f(A?) = sl
2Nn,2 ,2+N,1 ,2+N,2 2
— 2\ — “7AZA Al A AZ A
Q= f(A%) = N
2n,3 ,3+N,1 ,3+N,2 ,3
_ 3y — “7A3A AlA AZ A
r=f(4%) = a

Fuente: Pierce, 2009

También se realizara el calculo del equilibrio de Hardy-Weinberg mediante Michael H-
Court 2005-2008. (Gréfico N°2)

Grafico N°2. Formulas de célculo del Equilibrio de Hardy Weingberg (EHW)

Frecuencia estan en equilibrio de Hardy-Weinberg

Genotipos Observado # Esperado#
Homocigoto
Heterocigoto:
Homocigoto variante:

Frecuencia alélica variacion:

2

X? prueba P valor = I con un grado de libertad.

1. SI P <0.05 - no es consistente con EHW
2. No es preciso si existe <5 individuos en alguin
grupo
Fuente: Michael H. Court
(2005-2008)
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CAPITULO IV

4.1 RESULTADOS

4.1.1 Descripcion de la poblacion de estudio.

Se analiz6 un total de 383 muestras provenientes de donantes voluntarios de sangre,
recolectadas y enviadas al Hemocentro de Cruz Roja Ecuatoriana desde diferentes
provincias del pais (Tabla N°4.1). Existe una distribucion heterogénea de donantes en
cada una de las provincias siendo Pichincha y Guayas la de mayor captacion de

donantes.

Tabla N°4.1 Distribucién de la poblacion analizada por provincias

Procedencia Frecuencia Porcentaje

Esmeraldas 4 1,04
Carchi 12 3,13
Imbabura 12 3,13
Pichincha 97 25,33
Santo Domingo 13 3,39
Manabi 33 8,62
Los Rios 8 2,09
Cotopaxi 18 4,70
Bolivar 5 1,31
Tungurahua 26 6,79
Chimborazo 8 2,09
Guayas 92 24,02
Caiiar 5 1,31
Azuay 21 5,48
El Oro 14 3,66
Loja 15 3,92
Total 383 100,00

Fuente: Hoja de donacion
Autor: Samanta Granda

La tabla muestra la distribucion de las muestras recolectadas por provincia siendo la provincia de Pichincha la
de mayor porcentaje seguida por Guayas.
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Se determiné el género y la edad de cada uno de los donantes que intervinieron en el
estudio mediante la revision de las fichas de donacién, determinandose que existe una
mayor cantidad de donantes masculinos (233) que femeninos (167); probablemente
debido a los requisitos implementados por la Organizacion Panamericana de la Salud
sobre la elegibilidad del donante. (Grafico N°4.1)

Grafico N°4.1: Distribucién de los donantes voluntarios de sangre de acuerdo al
género por provincia
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Fuente: Hoja de donacion
Autor: Samanta Granda

El grafico muestra la frecuencia de donantes en cada una de las provincias incluidas en el estudio,
observandose que el género masculino es el de mayor frecuencia en 12 de las provincias participantes.
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4.1.2 Frecuencia de antigenos del Sistema Kell.

Se identific6 una prevalencia de 4,75% del antigeno K; en contraste con el antigeno k
(Cellano) del 94%; de igual manera se identificé una frecuencia del 3,75% del antigeno
Kp® y el 57,5% del Kp® en los donantes voluntarios de sangre. (Gréfico N°4.2). Un
hallazgo significativo fue la presencia de un donante al que no se detectaron los

antigenos del sistema Kell.

Gréfico 4.2. Prevalencia de antigenos del Sistema Kell en donantes voluntarios de

sangre.
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Fuente: Centro de investigacion en enfermedades infecciosas y crénicas
Autor: Samanta Granda

Gréfico muestra el porcentaje de antigenos del Sistema Kell, siendo el de mayor prevalencia el k o Cellano
seguido por el antigeno kpb.

4.1.3 Correlaciéon de la presencia de los antigenos Kell con el género,
procedenciay edad.

Al analizar la frecuencia de los antigenos del sistema Kell en relacién con el género, se
determiné que el antigeno k (Cellano) se encuentra en mayor frecuencia tanto en
hombres como mujeres, seguido por el antigeno Kp®, también se identificé que existe

una frecuencia menor de los antigeno K y Kp® (3,22% y 4,65%) en mujeres y (2,77% y
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5,26%) en hombres respectivamente. Del andlisis realizado se identifico un donante con
ausencia serolégica de antigenos del sistema Kell, sugestivo del denominado sindrome
de McLeod. Al determinar la relacion entre las dos variables se obtuvo una p=0.82 es
decir no existe una relacién significativa entre el género y la presencia o ausencia de los

antigenos del sistema Kell (Tabla N°4.2, Gréfico 4.3).

Tabla N°4.2. Frecuencia de antigenos del sistema Kell de acuerdo al género de los
donantes voluntarios de sangre.

i Ausencia b
Género  deAg K k Kp? Kp Total
9 153 13 100 279
Femenino 1 (3,22%)  (54,86%) (4,65%) (35,84%) (100%)
10 202 19 130 361
Masculino 0 (2,77%) (55,95%) (5,26%) (36,01%) (100%)

p>0.05

Fuente: Centro de investigacion en enfermedades infecciosas y cronicas PUCE (CIEIC)
Autor: Samanta Granda

La tabla muestra el porcentaje de antigenos del sistema Kell, siendo del 54,86% en k, 35,84% de Kpb y
3,22% de K.

Grafico N°4.3. Distribucién de los antigenos Kell de acuerdo al género del donante
voluntario de sangre
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Fuente: Centro de investigacion en enfermedades infecciosas y cronicas PUCE (CIEIC)
Autor: Samanta Granda
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También se analiz6 la frecuencia de antigenos del Sistema Kell con la procedencia del
donante voluntario de sangre, estableciéndose que los antigenos K (Cellano) y Kp® se
encuentra distribuido en todas las provincias del pais. (Tabla N°4.3).

Tabla N°4.3 Frecuencia de los antigenos del Sistema Kell de acuerdo a la provincia.

Procedencia K % k % Kp? % Kp® %
Esmeraldas 0 0,00 4 1,06 0 0,00 2 0,87
Carchi 0 0,00 12 3,18 0 0,00 6 2.61
Imbabura 0 0,00 11 3,18 1 3,13 8 3,48
Pichincha 8 4211 88 2520 12 3750 59 5545
Santo Domingo 1 5,26 13 3,45 1 3,13 6 2,61
Manabi 0 0,00 32 8,75 2 625 23 1900
Los Rios 0 0,00 8 2,12 1 3,13 4 1,74
Cotopaxi 1 5,26 17 4,77 2 6,25 9 3,01
Tungurahua 0 0,00 24 6,90 2 6,25 16 6,96
Chimborazo 0 0,00 8 2,12 0 0,00 7 3.04
Guayas 0 0,00 86 23,87 6 18,75 58 2522
Cafiar 8 42,11 5 1,33 0 0,00 4 1,74
Azuay 0 0,00 19 531 3 9,38 11 478
El Oro 1 5,26 14 3,71 1 313 10 435
Loja 0 0,00 14 3,98 1 3,13 7 3,04
Total 19 100% 355 100% 32 100% 230 100%

Fuente: Centro de investigacion en enfermedades infecciosas y cronicas PUCE (CIEIC) y hoja de donacién.
Autor: Samanta Granda

La tabla muestra la frecuencia de antigenos K,k,Kp®y Kpb en las diferentes provincias del pais, siendo
Pichincha Guayas, Manabi, Tungurahua las de mayor incidencia para el antigeno k y Kpb

Adicionalmente, se analizé la distribucion de los antigenos del Sistema Kell de acuerdo al
grupo etario, determinandose que estos se encuentran distribuidos en los grupos en edad
fértil, constituyendo un factor de riesgo en la aloinmunizacion durante el embarazo. (Tabla
N°4.4, Gréfico 4.4)
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Tabla N°4.4 Frecuencia de los antigenos del sistema Kell de acuerdo al grupo

etario.
Edad K k Kp® Kp®
17-27 0 1 0 1
28-38 12 170 17 105
39-49 4 90 10 63
50-60 2 66 3 45
61-71 1 28 2 16
Total 19 355 32 230

p>0,05.

Fuente: Centro de investigacion en enfermedades infecciosas y crénicas PUCE (CIEIC), INEC.
Autor: Samanta Granda

La tabla muestra la presencia de antigenos K, k (Cellano), Kp® y Kpb en el grupo etario en edad fértil
especialmente en el grupo de 28-38 afios.

Grafico N°4.4 Distribucion de los antigenos del Sistema Kell de acuerdo a los
grupos etarios
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Fuente: Centro de investigacion en enfermedades infecciosas y crénicas PUCE (CIEIC)
Autor: Samanta Granda

El grafico muestra que el mayor porcentaje de antigenos del Sistema Kell se distribuye en el grupo etario de
28-38 arios.
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4.1.4 Frecuencia de fenotipos y probables genotipos del Sistema Kell en la
poblacion de donantes estudiada

Se determind la presencia de 11 genotipos probables en los donantes de sangre
analizados siendo el de mayor porcentaje el K-k+ kp(a-b+) en un 53,26%, seguido del
genotipo K-k+ Kp(a-b-) con el 33,16% mientras que los donantes que presentan todos
los antigenos K+k+ Kp(a+b+) representa el 1,04% de todos los genotipos detectados
(Tabla N°4.5)

Tabla N°4.5. Frecuencia de fenotipos y probables genotipos del sistema Kell en
los donantes analizados

Genotipo probable Frecuencia Porcentaje

K+ k- Kp(a-b-) 1 0,27
K- k+ Kp(a-b-) 127 33,16
K+ k+ Kp(a-b-) 2 0,52
K+ k+ Kp(atb+) 4 1,04
K+ k+ Kp(a-b+) 12 3,13
K- k+ Kp(a+b-) 4 1,04
K-k+ Kp(atb+) 6 1,57
K- k+  Kp(a-b+) 204 53,26
K- k-  Kp(atb-) 18 4,70
K-k-  Kp(a-b+) 4 1,04
K-k-  Kp(a-b-) 1 0,27

Total 383 100%

Fuente: Centro de enfermedades infecciosas PUCE (CIEIC)
Autor: Samanta Granda

El cuadro muestra la variacion en los alelos del Sistema Kell en los donantes de sangre analizados.
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4.1.5 Distribucion de los fenotipos y probables genotipos de acuerdo ala
procedencia

Se analiz6 la distribucion de los fenotipos con sus probables genotipos,
encontrandose que el genotipos K-k+Kp(a-b-) se encuentran distribuido en todas las
provincias de pais; el genotipo K-k+ Kp(a-b+) presenta una mayor frecuencia en las
provincias de Pichincha, Manabi, Tungurahua y Guayas. En la provincia de Cotopaxi
se identifico el genotipo K+k+ Kp(a+b+) y en la provincia del Carchi se detecto el
fenotipo K-k- kp(a-b+). (Gréafico N°4.5).

Gréfico N°4.5. Distribucion de fenotipos y probables genotipos de acuerdo a la
provincia de procedencia de los donantes voluntarios de sangre.
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Fuente: Centro de enfermedades infecciosas PUCE (CIEIC), hoja de donacion.
Autor: Samanta Granda

El grafico muestra la distribucion y frecuencia de los diferentes genotipos de acuerdo a la procedencia del

donante, encontrandose que el genotipo K-k+ Kp(a-b+) esta presente en todas las provincias al igual que el
K- k+ Kp(a-b-).

42



4.1.6 Frecuencia alélica del Sistema Kell

Para el analisis de la frecuencia alélica en los donantes voluntarios de sangre se aplico la
formula 1"2+11* (Buelvas, 2014), los resultados permitieron determinar que el alelo k se
paresento en 700 veces y el alelo KPB 450 veces, estableciéndose la frecuencia alélica
de los alelos del sistema Kell, asi el alelo K es de 0,03; KPA de 0,11.(Tabla N°4.6).

Tabla N°4.6 Frecuencia alélica del sistema Kell en donantes voluntarios de sangre

Alelos Cantidad Gen (1°2+141% Frecuencia
Alélica

K+k- 1 K 20 0,03

K-k+ 341 k 700 0,97

K+k+ 18 756

Frecuencia

Alelos Cantidad Gen (12+141 Alglica
Kp(a+b-) 22 KPA 54 0,11
Kp(a-b+) 220 KPB 450 0,89
Kp(a+b+) 10 504

Fuente: Centro de investigacion en enfermedades infecciosas y crénicas PUCE (CIEIC)
Autor: Samanta Granda

La tabla muestra la frecuencia alélica del Sistema Kell, calculada mediante la aplicacién de la formula de:
namero de veces que se repite un alelo/ total de alelos encontrados

La segunda férmula aplicada fue para conocer la frecuencia genotipica (p*+2pg+q?) al

reemplazarla: (K*+2Kk+k?).Tabla N°4.7 y 4.8
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Tabla N°4.7 Determinacién de la frecuencia génica de los alelos K, K.

Férmula probabilidad

alélica: KK Kk Kk Total
(P+gp/2)IN 1 341 18 360
Frecuencia de K (1+341/2)/360 342 171 0,475
Frecuencia de
cellano k (18+341/2)/360 359 179,5 0,499
Proporcion prevista
KK p2 0,47 0,22
Proporcién prevista
Kk 2pq 2(0,47*0,49) 0,46
Proporcion prevista
kk g2 0,49 0,24
Numeros previstos por Hardy-
Weinberg

KK p2N (0,22x360) 79,2

Kk 2pgN (0,46x360)165,6

Kk g2N (0,24x360) 86,4

Fuente: Centro de investigacion en enfermedades infecciosas y crénicas PUCE (CIEIC)
Autor: Samanta Granda

Frecuencia vs equilibrio de Hardy-Weinberg

Genotipos Observado Esperada
Homocigoto de referencia 1 81,7
Heterocigoto 341 179,6
Homocigoto variante 18 98,7
Frecuencia alélica variacion 0,52

X?= 290,7442191
X test P valor = con un grado de libertad.

1. Si P <0.05 - no es consistente con EHW
2. No es preciso si existe <5 individuos en algun
grupo
Michael H. Court
(2005-2008)

El resultado obtenido indica que la poblacién no se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg.
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Tabla N°4.8 Determinacion de la frecuencia genotipica de los alelos | KPA, KPB.

Formula probabilidad alélica: KPAKPA KPAKPB KPBKPB Total

(P+qp/2)/N 22 220 10 252
Frecuencia de KPA (22+220/2)/252 242 121 0,48015873
Frecuencia de KPB (10+220/2)/252 230 115 0,45634921
Proporcion prevista

KPA p2 0,23

Proporcion prevista

KPAKPB 2pq 0,43

Proporcidn prevista

KPB g2 0,20

Numeros previstos por Hardy-Weinberg

KPAKPA p2N 58,060
KPAKPB 2pgN 108,36
KPBKPB 92N 51,03

Fuente: Centro de investigacion en enfermedades infecciosas y crénicas PUCE (CIEIC)
Autor: Samanta Granda

Frecuencia estan en equilibrio de Hardy-Weinberg

Genotipos Observado # Esperado#
Homocigoto 22 69,1
Heterocigoto: 220 125,7
Homocigoto variante: 10 57,1
Frecuencia alélica variacion: 0,48
X% = 141,75

X test P valor = _ con un grado de libertad.

1. Si P <0.05 - no es consistente con EHW
2. No es preciso si existe <5 individuos en algin
grupo
Michael H. Court (2005-
2008)

De igual manera que el anterior no se encuentra en equilibrio de Hardy Weinberg, el valor de chi cuadrado es
alto con un grado de libertad.
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4.1.7 ldentificacion de anticuerpos presentes en los donantes incluidos en
el estudio.

Se determind la presencia de aloinmunizacién en los donantes de sangre, detectandose
el anticuerpo “anti-E” en 9 de los donantes que fueron positivos en el tamizaje de
anticuerpos irregulares, y Unicamente uno fue positivo para el anticuerpo “anti-K” lo que
indica que aun no han sido inmunizados los donantes que presentaron el antigeno k
(cellano) en esta investigacién. Un hallazgo importante fue que las células disponibles
para el tamizaje de anticuerpos irregulares no permite determinar la presencia de todos
los anticuerpo irregulares, por lo que el 28,57% (7) no pudo ser identificado lo que
constituye un riesgo para los donantes que pueden convertirse en algin momento en

receptores. (Tabla N°4.9).

Tabla N°4.9. Determinacidon del tipo de anticuerpo irregular en donantes
voluntarios de sangre.

Donantes  Antigeno detectado Anticuerpos Irregular

1 Kp” Anti-E

2 K *Anticuerpo Indeterminado
3 K Anti-E

4 k Kp® *Anticuerpo Indeterminado
5 k Kp® Anti-E

6 k Kp® Kp” Anti-D

7 k Kp® Anti-E

8 k Kp® Anti-D

9 k Kp® Anti-e

10 K *Anticuerpo Indeterminado
11 k Kp® *Anticuerpo Indeterminado
12 k Kp® Anti-D

13 Kp" Anti-E

14 K k Kp® Anti -D, Anti —C

15 K k Kp* Kp” *Anticuerpo Indeterminado
16 k Kp® *Anticuerpo Indeterminado
17 k Kp® Anti-K

18 k Kp® Anti-E

19 k Kp® Anti-E

20 k Kp® Anti-E

21 k Kp® Anti-E

22 K *Anticuerpo Indeterminado

Fuente: Centro de investigacion en enfermedades infecciosas y crénicas PUCE (CIEIC)
Autor: Samanta Granda

. *Anticuerpos indeterminados: son los que no se pueden identificar con pruebas convencionales.
La tabla se observa el tipo de anticuerpo detectado en los donantes de sangre incluidos en el
estudio, siendo el de mayor presencia el Anti-E y Unicamente existe un anti-K
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4.1.8 Resultados del Control de Calidad

Se realizaron pruebas de potencia, afinidad y avidez siguiendo los lineamientos
establecidos por la AABB, 2012 y las instrucciones del fabricante. Obteniéndose

resultados satisfactorios.(Tablas 4.10-4.11)

Tabla N°4.10. Valores de validacién de anticuerpos monoclonales de los
reactivos para determinacion de antigenos del Sistema Kell

Potencia Afinidad Avidez
Anti-Kp? Kp®,Kell,Cellano
Anti-Kp? 1:128 (++) 4’
Anti-Kp® 1:128 (+++) 6”
Anti-K 1:128 (++4) 3
Anti-k 1:128 (++) 5”

Fuente: Centro de investigacion en enfermedades infecciosas y crénicas PUCE (CIEIC)
Autor: Samanta Granda

Tabla muestra los valores obtenidos durante el control de calidad, cumpliendo con los estdndares de
deteccion.

Tabla N°4.11. Validacién de especificidad de anticuerpos monoclonales de

los reactivos para determinacién de antigenos del Sistema Kell

Células

Comerciales Especificidad
Reactivo Antigenos correspondientes
Anti-Kp® Kp®/ Kp® Kp3(++++) Kp°(-)
Anti-Kp® Kp®/ Kp? Kp(++++) Kp*(-)
Anti-K K /k K(+++) k(-)
Anti-k (cellano)k / K K(+++) K(-)

Fuente: Centro de investigacion en enfermedades infecciosas y crénicas PUCE (CIEIC)
Autor: Samanta Granda

Tabla muestra la identidad Ag-Ac de los reactivos cumpliendo con los estandares de deteccién.
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4.2 DISCUSION

El conocimiento de la frecuencia antigénica en una poblacién es una de las estrategias
mas importantes para los bancos de sangre y Hemocentro tanto para el calculo del stock
de derivados sanguineos como para minimizar el riesgo de aloinmunizacién. Asi el
estudio realizado por Bogui en el afio 2014 al oeste de Africa establece la importancia de
mantener una tipificacion rutinaria de los sistemas ABO, Rh y Kell, mencionando que en
los paises Saharianos no existe esta practica de tipificacién sanguinea constituyendo un
riesgo elevado de aloinmunizacién en pacientes que requieren transfusiones periédicas
(Siransy Bogui, Dembele, Sekongo, Abisse, & Konaté, 2014). Musa, 2012 en su
publicacién realza la importancia de una fenatipificacion completa en las unidades
sanguineas a ser transfundidas debido al incremento de la aloinmunizacién en los
pacientes y las dificultades en encontrar productos sanguineos compatibles, ademas
hace referencia a la presencia de nuevas etnias en la poblacién, situacién similar en el

pais debido a la migracién y apertura de las fronteras (Musa, y otros, 2012).

No existen reportes actuales de la prevalencia de antigenos eritrocitarios en
Latinoamérica, se publicaron tres estudios: uno Chileno en 1980 que determind la
frecuencia de antigenos de los Sistemas Kell, Duffy, Lutheran, Diego, MNSs en el
hospital de Santiago de Chile; en Costa Rica en el afio 1999 se estableci6 que el
antigeno k estaba presente en un 96,74% y el otro estudio fue en Ecuador en el afio 1996
donde la prevalencia de antigeno k fue del 94,7%. La importancia de estos estudios fue
dar a conocer la frecuencia de esos antigenos, sin embargo no se han realizado nuevas
investigaciones (Armanet, y otros, 1980) (Marin Rojas & Leén Sanchez, 1999) (Cafiizares
C, 1996).

El presente estudio establecié una prevalencia del 94% del antigeno k (Cellano) y
Gnicamente el 4,75% del K(Kell), datos similares al reportado en otros estudios a nivel
mundial, asi en Africa se encontr6 que el 98,92% de la poblacién present6 el fenotipo K-
k+ caracteristico de la poblacién blanca, asi también la frecuencia del antigeno K+ fue de
0,92%, diferente al reportado en Francia y Alemania donde los individuos presentan el
fenotipo K+k- en un 9% y 4% respectivamente (Siransy Bogui, Dembele, Sekongo,
Abisse, & Konaté, 2014). En la India se determiné una frecuencia del antigeno k (cellano)
de 99,97% y del K+ de 3,5% esta prevalencia la consideraron intermedia entre las
reportadas en poblacién caucasica (9%) y negra (2%) (Makroo, Bhatia, & Gupta, 2013).

En contraste en el continente asiatico no existe la presencia de antigenos Kell, y en
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descendientes de Nagasaki e Hiroshima se identificO Unicamente un 0,03% de
heterocigotos para este sistema, asi también en Japoneses-Brasilefios la prevalencia fue
de 0,48%, lo que determina que en estas poblaciones es baja la presencia del sistema
Kell (Flores, y otros, 2014). Estas investigaciones comprueban la necesidad de establecer
estudios que alerten a los sistemas nacionales de bancos de sangre el cambio de perfil
epidemioldgico especialmente por la migracion y mezclas étnicas que actualmente se

esta observando.

El Sistema Kell se caracteriza por tener un alto polimorfismo por lo que ademas de los
antigenos K, cellano existe el Kp? y Kp®. El analisis de datos determiné una prevalencia
del 3,75% y 57,5% respectivamente en los donantes de sangre ecuatorianos. Estudios
corroboran la baja prevalencia del antigeno Kp? también denominado (KEL3, Penney),
estableciéndose que solo el 2% de la poblaciéon posee un fenotipo Kp® positivo (Padmore,
y otros, 2014). A pesar de su baja frecuencia, este antigeno esta estrechamente
relacionado con la estimulaciéon y produccién del aloanticuerpo anti-Kp? productor de
reacciones postransfusionales hemoliticas agudas. En Ecuador a través de dos
investigaciones se ha determinado la presencia de este aloanticuerpo en 2 donantes
mujeres y 1 paciente multitransfundido poniendo en evidencia que existe aloinmunizacion

debida a un antigeno de baja prevalencia (Checa, 2012) (Ulloa, 2012).

La caracteristica de este aloanticuerpo es que es indetectable durante la realizacion de
las pruebas cruzadas, por lo que resulta imposible prevenir una segunda aloinmunizacion
con consecuencias fatales (Padmore, y otros, 2014). Otras investigaciones han
establecido que una reaccién transfusional aguda por este aloanticuerpo es de muy baja
frecuencia, aproximadamente 1 por cada 650000 transfusiones, sin embargo se ha
identificado la presencia del aloanticuerpo anti-Kp? en un 3% y 4,7% de pacientes
sometidos a transfusiones periddicas (Azarkeivan, y otros, 2011) (Dubboeuf, y otros,
2012). Por esta razon, los célculos matematicos de la frecuencia de este antigeno (Kp®)
han permitido indicar que puede darse una incompatibilidad del 0,094%,

aproximadamente 1 en 100 transfusiones (Padmore, y otros, 2014).

Existen reportes de una elevada aloinmunizacion en pacientes con diagnostico de
Talasemia esto debido a varios factores como una escasa tipificacion sanguinea,
centrado Unicamente en el sistema ABO y Rh, olviddndose por completo del tercer
sistema mas inmundgeno como es el Kell. El estudio realizado por Chadnhi, identificd un

18,75% de aloanticuerpos anti-Kp?, a pesar de su baja prevalencia, este antigeno posee
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una elevada capacidad inmunégena (Chandi, y otros, 2012). El analisis de datos
obtenidos en este estudio demostrd la presencia de los antigenos del sistema Kell
distribuidos en los grupos etarios considerados como “grupo en edad fértil”, este hallazgo
pone en evidencia la probabilidad de aloinmunizacion durante el embarazo, a pesar de

que la distribucién entre los géneros no muestra diferencias significativas.

Akdag en el 2012 pone de manifiesto que aunque exista una prevalencia del 9% de
antigeno K en la poblacion existe un aumento en la incidencia de aloinmunizacién
materna y que esto contribuye al aumento en la morbilidad y mortalidad perinatal (Akdag,
Erdeve, Uras, & Simsek, 2012); esto se debe a que existe una asociacion del sistema Kell
con la eritropoyesis de tal forma que durante una eritroblastosis fetal existe una inhibicion
en la produccién de glébulos rojos ocasionando una anemia severa en el feto. Se cree
gue la causa de la presencia de un anti-K materno esta relacionada con transfusiones
sanguineas anteriores, asi lo demostrd este estudio en el que identific6 que el 66% de
mujeres con anti-K habian recibido una transfusién de sangre incompatible (Akdag,
Erdeve, Uras, & Simsek, 2012).

Dentro del desarrollo de aloanticuerpos debe considerarse la dificultad para su deteccion,
este se debe al bajo titulo de permanencia del aloanticuerpo, estudios han reportado que
los aloanticuerpos pueden desaparecen a los 15 meses después de una transfusién, sin
embargo los anti-K pueden permanecer en bajo titulo hasta 5 afios después de la primera
inmunizacién; este hallazgo es indicativo de que “debe” realizarse una fenotipificacién
completa antes de donar y recibir sangre, pues esto evitara una nueva aloinmunizacién

conduciendo al paciente a una anemia hemolitica aguda (Alves, y otros, 2012).

Uno de los antigenos de alta frecuencia del Sistema Kell es el Kp®, por lo que no es
considerado como causante de problemas hemoliticos, sin embargo un estudio reporté
un raro caso de enfermedad hemolitica del recién nacido debida a este antigeno;
reconociendo que es capaz de producir problemas hemoliticos (Elhence, Deepti,
Anupam, Archana, & Rajendra, 2012). En Ecuador se determind que 3 pacientes
multitransfundidos presentaron el aloanticuerpo anti-Kp°. Por lo tanto, debe ser

considerado dentro de la identificacién de antigenos eritrocitarios (Checa, 2012).

Al realizar la fenotipificacién se puede también establecer la presencia de los probables
genotipos que presenta cada individuo. En el presente estudios se ha determinado un

total de 11 genotipos, los que estan distribuidos a nivel pais, el de mayor porcentaje fue el
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K-k+Kp(a-b+) con un 53,26%; seguido del genotipo K-k+Kp(a-b-) con el 33,16% y el de
menor porcentaje fue el K+k+Kp(a+b+) con un 1,04%; estas combinaciones estan dadas
por los cruces mendelianos, en el caso del sistema Kell, los alelos se caracterizan por
presentar una doble dosis por ejemplo el fenotipo K-k+Kp(a-b+) tiene un k en doble dosis
junto con un Kpb, esta determina su capacidad antigénica (American Association of Blood
Banks, 2012). Otras caracteristica de los antigenos Kell es su herencia en codominancia
por lo tanto se expresan en el fenotipo independientemente del alelo que sea heredado,
es por esta razén gue existe una variedad de combinaciones. Otro aspecto tomando en
cuenta en este estudio fue el calculo de la frecuencia alélica o génica, esto en banco de
sangre tiene importancia para prever sangre compatible en el caso de pacientes
aloinmunizados, asi por ejemplo en este estudio se establecié una frecuencia alélica para
K del 3% por lo tanto en 100 pacientes puede presentarse tres personas portadoras del
antigeno K.

La Asociacibn Americana de Bancos de Sangre, establece la manera en que se debe
calcular las necesidades de unidades sanguineas para pacientes con fenotipo
combinado, asi: si un paciente presenta un fenotipo c-K- y de acuerdo a estudios se ha
determinado que la frecuencia de personas c- es 20% y K- es del 91% al multiplicar las
prevalencia se identifica que solo 18% de individuos presentaran ese fenotipo, por lo
tanto el banco de sangre debera prever que este fenotipo es escaso y llamar a donantes
con grupo sanguineo compatible (American Association of Blood Banks, 2012) (Buelvas
Cortés, Muiiz-Diaz, & Ledn de Gonzalez, 2014). Se han realizado estudios del equilibrio
de Hardy Weinberg en donantes una de ellas fue la realizada en Chile, en relacién a la
frecuencias alélicas y genotipicas de la molécula de HLA determinandose que la
poblaciéon permanece en equilibrio genético (Pérez, Claudio, Ramén, & Milton, 2012). En
este estudio se realiz6 los célculos a partir de las frecuencias alélicas y los probables
genotipos del sistema Kell, mediante deteccién seroldgica, determinandose que no se
encuentran la poblacién estudiada en equilibrio (p<0.005), pues no concuerdan las
frecuencias esperadas con las observadas, adicionalmente existe la presencia de una
mutacion, al identificarse un donante carente de antigenos Kell, dando lugar al fenotipo
Knul, presuntivo del denominado sindrome de McLeod, este aiun no ha sido confirmado,
pero en el caso de estar presente en la poblacion ecuatoriana, constituira otro reto para el
Sistema Nacional de Bancos de Sangre, ya que estos individuos se caracterizan por
desarrollar aloanticuerpos anti-Ku que son responsables de la enfermedad hemolitica del
recién nacido, adicionalmente han sido clasificados como el tercer aloanticuerpo en

producir una anemia hemolitica severa (Watkins, y otros, 2011)
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4.3 CONCLUSIONES

" La poblacién que participé en este estudio fueron donantes provenientes de 16
provincias del pais, por lo que constituye una muestra representativa a nivel de

Ecuador.

=  Del andlisis realizado a los donantes participantes en este estudio se determiné
que existe una mayor frecuencia de donantes masculinos sobre el género
femenino en 12 provincias.

= Los resultados obtenidos de la frecuencia alélica del antigeno Cellano (k)
(95,25%), son similares a los obtenido en otros estudios a nivel mundial y
corrobora el resultado obtenido en la estudio realizado por Cafizares en 1996 en
Ecuador.

* De igual manera el antigeno Kp° es considerado de mayor prevalencia sobre el
Kp? sin embargo los dos son altamente inmunégenos Yy relacionados
directamente con la enfermedad hemolitica del recién nacido y reacciones
hemoliticas postranfusionales.

= Se determiné que el antigeno k(minlUscula) es el de mayor frecuencia tanto en
hombres como muijeres; seguido por el antigeno Kp®.

= Se determin6 que el antigeno K (mayuscula) es de baja prevalencia (3,22%), al
igual que lo reportan otros estudios y en Ecuador esté distribuido en las provincias
de Pichincha, Santo Domingo, Cotopaxi, Cafiar y El Oro, por lo que es
indispensable realizar una tipificacién que incluya el Sistema Kell.

= Los antigenos del sistema Kell se encuentran distribuidos en el grupo etario de
28-38 afios de edad, constituyendo parte del grupo fértil en el que existe la
probabilidad de aloinmunizacion durante el embarazo.

= De los fenotipos identificados del Sistema Kell, se determiné los posibles
genotipos estableciéndose que el K-k+ kp(a-b+) fue el mas frecuente con el
(53,26%) y se encuentra distribuido en las 16 provincias del pais, seguido del
fenotipo y probable genotipo K+k+Kp(a-b-).

= Del célculo de las frecuencias alélicas o genotipicas se identifico que el antigeno
K tiene un frecuencia del 3% y el Kp® del 11% por lo que el sistema nacional de
bancos de sangre deberd prever la disponibilidad de derivados sanguineos en
caso de emergencia, para personas con estos fenotipos.

= Al realizar las pruebas para determinar la presencia de aloanticuerpos se observo
que 22 (5,74%) donantes presentaban aloinmunizacion; de estos el 63,63% (14)
por antigenos del sistema Rh (Anti-E, Anti-e, Anti-C y Anti-D); 7 (31,81%)
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donantes no se pudo identificar qué tipo de anticuerpo estaba presente y 1(4,54%)
donante presentd anticuerpo anti-K, esto corrobora la presencia de anticuerpos
formados luego de recibir transfusiones incompatibles o embarazos recientes.
(Tabla 4.9)

= Uno de los hallazgos mas importantes fue la probabilidad de que exista en la
poblacién ecuatoriana el Sindrome de McLeod que se caracteriza por la expresion
disminuida o nula de los antigenos del Sistema Kell, este sindrome se debe a una

mutacién por lo tanto la poblacion no esta en equilibrio de Hardy-Weinberg.

4.4 RECOMENDACIONES

»= Se recomienda realizar una tipificacion completa que incluya el Sistema Kell, por
encontrarse distribuidos sus antigenos en 16 provincias de Ecuador.

= Se recomienda establecer la frecuencia alélica o génica de los principales
antigenos eritrocitarios considerados de significancia clinica, esto permitird a los
bancos de sangre establecer un registro o base de datos para monitorear a los
donantes de sangre y en caso de necesidad localizarlos.

= Se recomienda utilizar célculos matematicos para determinar la frecuencia alélica,
esto permite establecer la cantidad de derivados sanguineos que debe mantener
en reserva, en caso de emergencias.

= Se recomienda continuar con la investigacion de la existencia de individuos con
fenotipo Ky (Sindrome de McLeod).

= Se recomienda al Programa Nacional de Sangre tomar en consideracién el
hallazgo de estos resultados y poner en marcha la adquisicion de reactivos que
permitan obtener un fenotipo “extensivo” en beneficio de la poblacion que

requiere sangre de forma rutinaria.
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4.6 ANEXOS

Anexo 1: Consentimiento Informado-Hoja de donacién

=== SECRETARIA NACIONAL DE BANCOS DE SANGRE

Grupo Sanguinco

BANCO DE SANGRE ol

Co FECHA SENAS

11 RNO Nro. [NEEEEEEEEEEERRE FEC U e OCLE SO ) ol S LD R I R

Enmndudonamele.(rmmwgmmlmd-mm-d-rwmm«kmmnmm\olmummnuduanhn hasta 4 vidas por cada donacion.

Delainfi brinde depende la seg de la sangre que k Es por esto que a su sangre s¢ le realizaran algunas pruebas

de laboratorio para investigar la presencia de posibles dades ¢ infe por la sangre. Le recordamos que nuestro compromiso ¢s mantener absoluta reserva y
fidencialidad de la inf del heay dico. ¥ pruchas de laby

Stusted cree que su sangre no debe ser usada . por favor aquien loe fi . usted lads de no donar.

Tambicn debe saber que es posible que alguna parte de su sangre no sea usada y que pndna‘k«\ham Si usted ha decidido ser donante , tenga la seguridad que su sangre esta bien utilizada.
BIENVENIDO AL GRUPO DE DONANTES VOLUNTARIOS ALTRUISTAS Y REPETITIVOS QUE SALVAN VIDAS

Apellidos L.iciciesesnscisestsiscateststscassecsnsanne Nombres L.l .iiiiiieescesssetsessssccesscescsssonas
BRI EMlT covpennesseseennanne e e aassRasmy Sine piaee LugeyFocha deNackiiontd  wcvcocecccsnvssasnssonsoossossesssosssnsees
Lugar y direccion de sudomicilio o . ovvvinviiiiiittrtteiinsiatiiiitsanicnnns
Lugar y direccion de su trabajo

Teléfono /Celular

Sexo

MARQUECON [Z] SURESPUESTA
El objetivo de este interrogatorio al que usted se somete voluntariamente, pretende preservar la salud del enfermo que recibe su sangre. DIA MES ANO

1 Indique la fecha y lugar de su ultima donacior S SR 117", S —— - 1

2 ; Esta usted dispuesto a donar SaNGIe ? e . = .S e NO' |32

3 ; Ha sido impedido de donar sangre algunavez? . o S ERE R O s : SI LINO L__.13

4 Ha sufrido algun pinchazo o corte con objetos cortopunzantes en Ios ulumos 12 meses 2. SI LI NO |_}4

5 Hatenido Hepatitis, s¢ han puesto sus 0jos o piel amarillos (ictericia) o ha estado en contacto con pacientes con hepatitis ? ..o ST L_§ NO |_}5
6 Usted o su pareja recibieron sangre o comp o transplante de 6rganos en los dltimos doce meses? SI LI NO |6

7 ¢ Se ha hecho tatuajes, orificios, pircings, maquillaje p p o apia en los Gltimos doce meses? SI LI NO |7

8 . Ha tenido Dengue, Palud 0 Chagas? SI L_I NO |8

. Ha estado en tratamiento dental en los Gltimos tres dias? SI LI NO |_[9
0 ; Ha recibido algin medicamento en el dltimo mes ? . SI | NO {0
1 ;, Ha tomado Aspirina, analgésicos y/o antinflamatorios en los dltimos tres dias ? SI — ] NO {11!
12 ; Sufre de ataques epilépticos, mareos o perdida de conoc ? SI b NO |12
3 ; Presenta al momento alguna alergia ? St L_INO: L1
14 ; Sufre de los pulmones, riflones, higado, sangre, corazon u otros ? SI f—d NO p—J 2
§ ¢ Sufre de diabetes, tberculosis u otra enfermedad cronica? SI —] NO | F
16 ;, Le han operado o realizado algin tipo de i ion o procedimiento médico en los iltimos doce meses?. SI L NO L]
I7 ¢ Usted 0 su pareja habitualmente consumen alcohol, tabaco. medi o drogas? SI b4 NO 0o 17
¢ Ha observado la presencia de nddulos, tumores o secas en alguna parte de su cuerpo? SI —q NO |— 1%
I9 ¢ Ha sido vacunado en los altimos doce meses” SI LI NO |__[19
20 ; Tiene usted vida sexual activa? i I NO |_J2
| ¢ Ha estado detenido en alguna cércel en Jos Gltimos doce meses? R I NO L2
¢ Ha estado fuera del pais en los ultimos doce meses? » LI NO |_J2
"3 . Tuvo o fue tratado de sifilis 0 gonorrea en los dltimos doce meses? | NO ||
24  En los Glumos doce meses le pagd a alguien para tener rel smnles‘.’ e} NO! L1 2%
25 ; En los iltimos doce meses tuvo relaciones sexuales con alguien que usaba drogas? e NO L_] 2§
26 + Alguna vez recibié dinero o drogas para tener relaciones sexuales? 1 NO L_]2
¢ En los dltimos doce meses tuvo usted o su pareja relaciones sexuales con otras personas? | NO —— 27
’8 i Recibio usted dinero o alguna compensacion para donar sangre? — | NO |_|2
29 ; Ha recibido hormona de crecimiento o tuvo usted o algin pariente la enfermedad de (rtumdd Juohmfmntdad de vacas locas? _1 NO | ]
30 L[)cmn usted sangre solamente para que s le haga el andlisis de VIH o SIDA ... |__INO |_]3
31 ;Ley6 y comprendio este cuesti y fueron das todas las dudas al respecto”? L_J NO: L_13

EXCLUSIVAMENTE PARA MUJERES
32 ( Estd usted embarazada o da de lactar? ... o S SI D NO D

33 ( Fecha de su altima menstruacion? _.mes afio...

Yo, declaro que la i d 1 g y en caso
contrario asumo toda mponsabphdad Adcma\uulonm a que se realicen los exdmenes necesarios, incluyendo VIH Nm el uso de misangre y estoy

informado acerca de las descables que puedan p con la donacion de sangre. Para constancia de lo antes dicho. firmo.

Numero de cédula de identidad
MUCHAS GRACIAS, SUSANGRE NOS AYUDARA A SALVAR VIDAS.

Firma del donante o huella digital FOS- 10

POSTDONACION O AUTOEXCLUSION
LUEGO DE LA INFORMACION RECIBIDA ; CONSIDERA USTED QUE SU SANGRE ES BUENA PARA
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Anexo 2: Control de Calidad de Antisueros SABO, anti-Dy K, k, Kp? Kpb

Prueba de Avidez:

P WO N PRE

Placa o Portaobjetos

Segmento de manguera de la unidad de sangre.

Colocar 1 gotas de sangre total y 1 gota del reactivo.

Cronometrar desde el momento de la union de la sangre y el respectivo reactivo a ser
validado

Observar el inicio de la aglutinacién con la ayuda de la lampara de lectura y anotar el

tiempo en que se forma la aglutinacion.

Prueba de Afinidad:

o gk~ w NP

Enumerar los tubos de acuerdo al reactivo a ser evaluado

Células comerciales casa Vitros (A, B, K, Kp?, Kp°, k).

Colocar 1 gota de la suspension junto con 1 gota de cada reactivo, respectivamente.
Incubar por 2 horas a temperatura ambiente.

Centrifugar a 3.000 rpm por 15 segundos.

Observar la aglutinacién con la ayuda de la lampara de lectura y anotar por cruces (+)

la mayor aglutinacion que llega a formarse.

Prueba de Potencia:

1.

Enumerar los tubos de acuerdo a la dilucién realizada 1:2 a 1:36 6 1:512 dependiendo
del reactivo a ser validado

Células comerciales casa Vitros (A, B, K, Kp?, Kpb, k).

Preparar dilucion con solucién salina de cada reactivo individualmente desde 1:2
hasta 1:512

Colocar 2 gotas de la suspensién de eritrocitos en cada tubo de dilucién que contenga
2 gotas del reactivo.

Centrifugar a 3.000 rpm por 15 segundos.

Observar la aglutinacion con la ayuda de la lampara de lectura y anotar la mayor

diluciéon a la que llega cada reactivo en su aglutinacion.
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Prueba de Especificidad:

1. Enumerar los tubos de acuerdo a cada reactivo

Células de casa comercial Vitro (A, B, K, Kp?, Kp®, k)

3. Colocar 2 gotas de la suspensién junto con 2 gotas de cada reactivo,

respectivamente.

Incubar por 2 horas a temperatura ambiente.

Centrifugar a 3.000 rpm por 15 segundos.

6. Observar aglutinacién en este caso, todos son especificos para el antigeno que se

muestra en el reactivo.

Referencias del control de calidad

Control de calidad del Reactivo Anti-A

Potencia

afinidad

avidez

Dilucién maxima
1/128 (A1) 1/64(A2)
1/128 (A1) 1/64(A2)

Valores de referencia
Franco, 2003
AABB, 2012

Reactivo no diluido

(++++) Grumo completo bien
formado

(+++) grumo disperso

Referencia de los dos autores

Reactivo sin diluir
(2a3") A1
(3a5") A2

(AABB,2012)

Control de Calidad del Reactivo Anti-B

Potencia

Afinidad

avidez

. Dilucion maxima
Valores de referencia

Reactivo no diluido

Reactivo sin diluir

1/128 (B) (2a3)B
Franco, 2003 (++++) Grumo completo bien
1/128 (B) (AABB,2012)
AABB, 2012 formado
Potencia Afinidad avidez

Anti-Kp®, Anti-Kp®, Anti-Kell, Anti-Cellano

Dilucién maxima
1/164

Valores de referencia
AABB, 2012

Reactivo no diluido
(++++) Grumo completo bien

formado

Reactivo sin diluir
(5a8")

Fuente: AABB, 2012.
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Anexo 3: Ejemplo de muestreo aleatorio simple en Excel con un n=150

72 123 24 139
169 30 68 180
165 131 177 120
146 64 113 180

76 149 43 181

15 134 141 93
119 79 137 89

70 182 138 106
168 32 191 133

85 17 129 1

79 62 58 138

63 114 175 82
192 78 79 61
182 54 144 171
129 74 69 184

39 163 177 199
151 108 2 174

53 162 72 119
110 70 141 114

81 86 120 56
189 37 86 80

95 96 69 76

44 166 08 73
172 17 87 157
143 17 153 31

13 64 49 10
179 22 69 151

24 25 124 89

41 23 125 86
147 63 180 189
183 95 129 179

Fuente: Base de datos del autor.
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Anexo 4. Técnica para determinacion de antigenos Kell- American

Red Cross
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Anexo 5: Protocolo de Identificacion de anticuerpos irregulares.

Test cell reagents for the ID-System Test cell reagents for the ID-System

Eapatcl B0 05,90 Espafiol B004350 05.10
Reactivos de eritrocitos para detecchkén de anticuerpos: 10-DiaCell I-11, 10-DiaCell CONTROLES
=111, 1D-DaColl I-11-81 P (papainized), 10-DiaCeoll 1-11-11f Aska, Debin inchirse muesiras conockiss de scuardo can (s normas de garantia da caidad apicabies

10-DaCell Pool para identificacion de anticuerpes: 1D-Panel, 10-Panel P USO DE LOS ERITROCITOS DE PRUEBA ID
antigenos especiales: 10-Of* (Diego) positive, 1D-1 neg cell + Tocios 108 reactivos de eniosios de prucos estin 0-System oo Bio-fas.
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Anexo 6: Proceso del Estudio

Gréfico N°1: Reactivos Monoclonales para identificaciéon de antigenos del sistema Kell

Reactivos monoclonales anti-K; anti-Kp?; anti-Kp® y anti-k ~—<——

Grafico N°2 : Diluciones al 3% de células provenientes de donantes de sangre

68



Gréfico N°3: Tipificacion en técnica en tubo

Gréfico N°4: Lectura de resultados

Lampara de
visualizacion

Aglutinacion No Aglutinacion
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