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RESUMEN

“Determinacion del antigeno D parcial VI en donantes voluntarios de sangre que
acuden al Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana mediante la técnica gel, 2014-
2015,

Introduccién: ElI antigeno D se caracteriza por ser polimorfico y altamente
inmundégeno debido a la habilidad de estimular la produccion de anticuerpos anti-D en
pacientes o mujeres que han recibido transfusiones incompatibles; el primer caso
documentado de aloinmunizacién en una persona Rh D positiva desencadeno
investigaciones que condujeron a determinar la existencia de individuos portadores de
variantes del antigeno D, los mas comunes con D Débil y D parcial siendo estos de
dificil identificaciébn seroldgica por lo que se recomienda la implementacion de un
algoritmo de deteccion. Existen varios tipos de D parcial dentro de ellos el DVI es el de
significancia clinica por estar relacionado con anemia hemolitica postransfusional y la
enfermedad hemolitica del recién nacido. Es por esta razén que el objetivo de este
estudio fue determinar la prevalencia y distribucion del antigeno parcial DVI
considerado como caracteristico de una poblaciébn y etnia. Adicionalmente los
resultados obtenidos permitieron establecer las recomendaciones al Ministerio de
Salud Publica del Ecuador por ser el ente rector del sistema de salud. Materiales y
Métodos: este estudio fue de tipo descriptivo y transversal y mediante un muestreo
aleatorio se analizaron un total de 383 muestras provenientes de donantes de sangre
tipificados como Rh D negativos, Du positivo y/o fenotipos Ce, cE 6 CE, con un nivel
de confianza del 95% y 5% de error. Para el andlisis de las muestras se utilizé la
metodologia en gel que identific6 a la variante DVI. Para el analisis de datos se utilizé
estadistica descriptiva y la relacion de las variables mediante la aplicacién del
programa estadistico SPSS-chi cuadrado. Resultados: se determiné una prevalencia
del 13% de antigeno DVI distribuido en 11 provincias ecuatorianas la de mayor
prevalencia fue Pichincha, el grupo sanguineo relacionado con el antigeno DVI fue el
grupo O. Este antigeno se encuentra mas comunmente en hombres que en mujeres
entre las edades de 18 a 40 afios y esta asociado a los antigenos del sistema RHCE.
Conclusiones y Recomendaciones: La existencia del antigeno DVI y su distribucion
en la poblacion ecuatoriana pone de manifiesto que deben cambiarse la politicas y
normas de tipificacibn sanguinea especialmente en los centros de medicina
transfusional, bancos de sangre, Hemocentros y laboratorios clinicos dedicados a esta
actividad; asi como la eleccion de reactivos adecuados y el establecimiento de

algoritmos de deteccion de acuerdo al tipo de paciente a ser tipificado.



ABSTRACT

"Determination of the D VI partial antigen in volunteer blood donors attending the Blood
Center of the Ecuadorian Red Cross through gel technique, 2014-2015".

Introduction: The D antigen is characterized as polymorphic and highly immunogenic
due to the able to stimulating the production of anti-D antibodies in patients or women
who have received incompatible transfusions; the first documented case of
alloimmunization in Rh D positive patient started investigations which guided to
establishing the existence of individuals carried of variants of the D antigen, the most
common with Weak D and partial D being these hardly serological identified, for this
reason is recommended to implement a detection algorithm. There were several types
of partial D, one of them DVI which is the most clinical significance one by being
associated with post-transfusion hemolytic anemia and Hemolytic Disease of the
Newborn. This is the reason because the objective of this study was to determine the
prevalence and distribution of partial DVI antigen which is characteristic of an ethnicity
and population. In addition the results obtained allowed to establish recommendations
to the Ministry of Public Health of Ecuador as the government institution of the health
system. Materials and Methods: This study was descriptive transversal and by
random sampling a total of 383 samples were analyzed being these from blood donors
classified as Rh D negative, positive Du and / or phenotypes Ce, cE or CE, these with
a 95% confidence level and 5% error. For sample analysis methodology used was
GRIFOLS BIORAD gel technique for DVI variant identification. For data analysis was
used descriptive statistics and for the variables relationship was used chi-square
statistic applying SPSS software. Results: A prevalence of 13% of DVI antigen was
determinate, these were distributed in 11 Ecuadorian provinces being Pichincha the
most prevalent, and determination that the blood group antigen associated with the DVI
was the group O. This antigen is most commonly found in men than in women between
the ages of 18-40 years and is associated to RHCE antigens system. Conclusions
and Recommendations: The existence of DVI antigen and its distribution in the
Ecuadorian population shows that should change the policies and standards of blood
typing particularly in transfusion centers, blood banks, clinical laboratories and blood
centers dedicated to this activity; and the choice of suitable reagents and establishing

detection algorithms according to the type of patient to be typing
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INTRODUCCION

El antigeno D es considerado el antigeno sanguineo de gran importancia en medicina
transfusional debido a su poder inmundgeno y a la capacidad de producir una
aloinmunizacién. Las variantes del antigeno D son de dificil identificacion y diferenciacion
seroldgica en los bancos de sangre especialmente entre D parcial y D débil, este ultimo
se caracteriza por poseer todos los epitopes pero en menor cantidad, mientras que el D
parcial carece de un fragmento de proteina por lo tanto su deficiencia es cualitativa por la
sustituciones de aminoacidos (Geoff D. , 2013), estas caracteristicas dificultan su
identificacion. La importancia en una identificacion inequivoca del antigeno D en los
bancos de sangre se basa en que los individuos portadores de un antigeno parcial a
pesar de ser considerados como Rh D positivo desarrollaran un anticuerpo anti-D al
recibir sangre Rh D positiva aparentemente compatible (Geoff D. , 2013) (Buelvas Cortés,
Mufiz-Diaz, & Ledn de Gonzélez, 2014).

La prevalencia de las variantes del antigeno D en la poblacién constituye un gran aporte
para la poblacion de estudio por ser un dato relevante y caracteristico de cada poblacion
y etnia (Kabiri, Benajiba, Hajjout, Dakka, & Bellaoui, 2014), en este estudio se establecid
una prevalencia del 13% de antigeno D variante VI distribuido en 17 provincias
ecuatorianas especialmente en la de Pichincha (38,78%); Loja (12,24%), Tungurahua y
Cotopaxi (8,16%). Esta informacién constituye un aporte para el Programa Nacional de
Sangre y el de Maternidad Gratuita del Ministerio de Salud Publica del Ecuador,
programas donde se establecen normas y lineamientos del “Buen Vivir’, cuyo objetivo es
evitar que se produzcan aloinmunizaciones fatales y la enfermedad hemolitica del recién

nacido.

Actualmente varios autores afirman la necesidad de incluir pruebas moleculares para
obtener una tipificacion inequivoca, sin embargo los costos y adquisicion de reactivos es
un limitante en los bancos de sangre o Hemocentros por lo que se utilizan pruebas
serolégicas en tubo o en gel. Para la identificacion de los antigenos D parciales se han
establecido algoritmos de deteccion, uno de ellos es la tipificacion de los fenotipos del Rh
(C,c,E,e), ya que su presencia puede disminuir la expresién del antigeno D o puede
ocasionar aglutinaciones inespecificas al ser enfrentados a reactivos monoclonales

ocasionando falsos positivos (Baptista-Gonzalez H. A., 2004) (Geoff D. , 2013).

Se ha determinado que el haplotido RHDCE ejerce una influencia sobre la expresion del
antigeno D ya sea disminuyéndola o aumentandola, provocando clasificaciones

equivocas en los donantes y por ende reacciones pos transfusionales muchas de ellas
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con graves consecuencias (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Ledn de Gonzéalez, 2014); en
este estudio se determin6 que el 54% de los donantes portadores del antigeno DVI esta
asociado a los antigenos C y el 34% al E corroborandose el hecho de una expresion
disminuida del antigeno D ya que estos donantes fueron tipificados inicialmente como D
débil.

La recomendacion a los Hemocentros, bancos de sangre y especialmente a centros de
medicina transfusional es implementar un algoritmo de deteccién que permita determinar
la presencia de variantes del antigeno D; en estos casos es importante considerar el uso
combinado de metodologia manual y semi-automatizada. Las variaciones fenotipicas y la
identificacion entre D débil y D parcial tienen muchas limitantes y van directamente
relacionadas con las caracteristicas de la calidad de los reactivos como son: sensibilidad,
especificidad y avidez de los reactivos utilizados (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Ledn de
Gonzélez, 2014) (Asociacion Americana de Bancos de Sangre, 2012). También es
importante elegir un algoritmo acorde a transfusion y/u obstetricia, los estudios
recomiendan el uso de reactivos monoclonales que no detecten DVI para pacientes y
mujeres gestantes, y en el caso del uso de tarjetas (gel) deben detectar la fraccién DVI

(Asociacion Americana de Bancos de Sangre, 2012).

En el caso de donantes de sangre la estrategia es la utilizaciébn de un reactivo que
detecte todas las variantes de D a fin de ser catalogados como Rh D positivos y no
utilizar sus derivados en pacientes D negativos con, estas estrategias se evitaria una

aloinmunizacién (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Ledn de Gonzélez, 2014).

En el caso de no disponer reactivos con caracteristicas especiales se debe implementar
el uso de dos tipos de reactivos un Dual IgG&lgM méas un monoclonal IgM para pruebas
en tubo o el uso de tarjetas de gel que puedan identificar estas variantes en forma
separada, es decir que posean reactivo para determinar si es DVI(+) y DVI(-) (Asociacion

Americana de Bancos de Sangre, 2012).

Toda esta informacion y recomendaciones obtenidas en este estudio deben ser tomadas
en consideracion por el Programa Nacional de Sangre del Ministerio de Salud Publica del

Ecuador.



CAPITULO |

1.1 JUSTIFICACION

Los estudios que realiza un banco de sangre antes de cada transfusién sanguinea tienen
como objetivo asegurar la compatibilidad entre los hematies del donante y los anticuerpos
presentes en el plasma del receptor, estas pruebas son denominadas “cruzadas”

(Buelvas Cortés, Muiiz-Diaz, & Ledn de Gonzalez, 2014).

La obtencion de resultados negativos en estas pruebas ofrece la posibilidad de una
seguridad transfusional. Sin embargo se han presentado problemas de incompatibilidad
debido a la existencia de anticuerpos indetectables con las pruebas convencionales, por
lo que es necesario realizar nuevos estudios de laboratorio que permitan establecer la
presencia de antigenos que estimulen la activacion del sistema inmune y formacion de

anticuerpos que producen reacciones transfusionales (Reverberi, 2008).

El antigeno D después de los antigenos A y B es el mas importante en medicina
transfusional debido a las severas reacciones hemoliticas que produce luego de una
transfusion incompatible ya sea en un paciente o durante el embarazo (Gargiulo, 2005)
(Duefias, El Banco de Sangre, 2003) (Geoff D. , 2013) (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, &
Ledn de Gonzélez, 2014).

Se ha determinado que existen dos tipos de antigenos D denominados D débil y parcial,
diferenciandose entre si por el nimero de sitios antigénicos o por la falta (mutacién) de
uno de ellos, estas caracteristicas provocan un problema en la deteccion durante la
tipificacion sanguinea que va a estar influenciado por el tipo de reactivos que se utilicen,
la fraccion que se detecte y el tipo de antigeno D ya sea débil o parcial presente en el
donante (Batista-Gonzalez, 2004) (Geoff D. , 2013).

Se han clasificado diferentes fenotipos D parciales numerados como LILIILIV,V, y VI
siendo este Ultimo considerado de significancia clinica por la aloinmunizacion que
produce y su estrecha relacion con enfermedad hemolitica del recién nacido y reacciones

pos transfusionales graves (Geoff D. , 2013).

Por lo que la determinacién del antigeno DVI constituye un importante hallazgo en
donantes de sangre para evitar una aloinmunizacion innecesaria. Investigaciones previas
recomiendan la tipificacion del antigeno DVI, especialmente en recién nacidos, pacientes

y mujeres embarazadas para evitar una aloinmunizacioén, asi en nifios es recomendable
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utilizar un anti-D que reaccione con DVI para de esta manera tratar a la madre
inmediatamente en caso de ser positivo; caso contrario en pacientes y embarazadas se
debe utilizar un reactivo que diferencia el DVI (+) y DVI (-); para elegir sangre compatible
(Gargiulo, 2005) (Batista-Gonzélez, 2004) (Buelvas Cortés, Muifiiz-Diaz, & Le6n de
Gonzélez, 2014).

En Ecuador se desconoce la presencia del antigeno D parcial y D débil, por lo que se
establece la necesidad de identificar y determinar la prevalencia del antigeno DVI en
donantes de sangre, ya que permite alertar sobre la posibilidad de aloinmunizacion que
tendrian estas personas al recibir sangre incompatible.
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1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el afio 1953, se describié el primer caso de aloinmunizacion anti-D en una persona
considerada como Rh (D) positiva; desde entonces se reconoce que existen eritrocitos
que carecen de los denominadas “porciones del mosaico D” o antigenos (Rivero, 2000).
Por ende, a nivel de medicina transfusional y para evitar la enfermedad hemolitica del
recién nacido se ha requerido una correcta tipificacion del antigeno D, que evite las
reacciones postransfusionales graves y anemia hemolitica del recién nacido, pues se ha
determinado que una persona con antigeno D incompleto puede producir anticuerpos en
la misma magnitud y agresividad que en una persona Rh(D) negativa (Duefias, El Banco
de Sangre, 2003) (Baptista-Gonzalez H. , 2005) (Geoff D. , 2013).

El estudio realizado por Ulloa A, 2012 en el Hemocentro de Cruz Roja-Quito, detecté la
presencia del 35,43% de aloanticuerpo anti-D en donantes de sangre, detectdndose un
total de 188 mujeres y 20 hombres aloinmunizados (Ulloa A. , 2009-2012), estos valores
demuestran que existen aloinmunizacién del antigeno D pudiendo ser la causa la

presencia de antigenos “D parciales” (Baptista-Gonzalez H. , 2005).

Los estudios investigativos han determinado que existen fenotipos de D que fueron
identificados con nameros romanos de acuerdo a su descubrimiento del | al VII (Connie
M. Westhoff, 2010) (Geoff D. , 2013); de estos, los fenotipos DIV; DV y DVII expresan
antigenos mas inmunogénicos por lo que son detectados como Rh (D) positivos, mientras
que el DVI es menos inmunogénico por lo que provoca errores en la deteccion durante la

tipificacion sanguinea. (Connie M. Westhoff, 2010).

La presencia del antigeno DVI en mujeres embarazadas es un factor de riesgo para
desarrollar anticuerpos anti-D, por lo que se recomienda su diferenciacion durante la
tipificacion sanguinea, es decir que pueda ser clasificado como DVI(-) 6 DVI(+) mediante
el uso de reactivos adecuados y asi prevenir una aloinmunizacién; lo mismo ocurre en
pacientes que van a recibir transfusiones sanguineas por primera vez, siendo
indispensable establecer la presencia y frecuencia de estos antigenos en donantes de
sangre que eviten una aloinmunizacion y sobre todo una tipificacion errada. Asi, al tomar
en consideracion la deteccion del antigeno DVI al momento de una tipificacion se

disminuiria la probabilidad de aloinmunizacion (Gerald Sandler, 2012) (Geoff D. , 2013) .

Para la determinacion del antigeno D se utilizan técnicas serolégicas en tubo y en gel
siendo las metodologias utilizadas a nivel de los diferentes Bancos de Sangres en Quito,

utiles si se mantiene un estricto control de calidad y evaluacién de los reactivos utilizados;
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estudios han demostrado que la combinacion de reactivos monoclonales duals (IgM&IgG)
anti-D pueden identificar el 66% de variantes del antigeno “D” de acuerdo al grado de
aglutinacion, sin embargo al ser subjetiva la interpretacion dificulta el detectar con
exactitud el tipo de antigeno, poniéndose en evidencia las limitaciones de los reactivos
comerciales. (Swati, Vasantha, & Kanjaksha, 2013)También se puede utilizar las técnicas

moleculares, pero en Ecuador aun no existe esta metodologia.

Es por esta razén que es importante la determinacion de la frecuencia del antigeno D VI
en donantes de sangre mediante la tecnologia en gel que permite diferenciar su
presencia o ausencia y por lo tanto proporcionara datos que alerten al sistema de sangre
para implementar su determinacién de forma rutinaria; cumpliendo asi con una normativa
de calidad relacionada con la buena préactica de Medicina Transfusional (Organizacion
Panamericana de la Salud OPS, 1999).

Pregunta del problema: ¢ Cual es la frecuencia del antigeno D VI en donantes de sangre

voluntarios que acuden al Hemocentro Nacional?
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1.3

13.1

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar la frecuencia del antigeno D parcial VI en donantes que acuden al

Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana de julio 2014 a abril del 2015.

1.3.2

Objetivos especificos

Establecer la prevalencia del antigeno DVI en donantes que acuden al
Hemocentro de Cruz Roja Ecuatoriana, mediante la técnica en gel durante los
meses de julio 2014 a abril del 2015.

Relacionar la frecuencia del antigeno DVI en donantes de acuerdo a la edad,
género y procedencia durante los meses de julio 2014 a abril del 2015.

Establecer la presencia de aloinmunizacién en los donantes que presenten el
antigeno DVI positivo mediante la técnica en gel durante los meses de julio 2014 a
abril del 2015.

Determinar el fenotipo del Rh en los donantes que intervengan en el estudio
mediante la técnica en tubo para la identificacion de antigenos Cc,Ee, durante los
meses de julio 2014 a abril del 2015.

1.3.3 Limitacion del estudio

Una de las limitaciones del estudio constituye la falta de reactivos que permitan distinguir

todas las variantes del antigeno D, por lo que solo podra determinarse la presencia o

ausencia del antigeno DVI, otra limitacién constituye la escasa informaciéon en Ecuador

de la prevalencia del antigeno D débil.
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CAPITULO Il

2.1 MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.1.1 Antecedentes

En el afio 2009, se inaugura el Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana en Quito, con el
objetivo de proporcionar y facilitar diferentes componentes sanguineos necesarios para
una transfusién, requerida por hospitales y clinicas del pais, siendo el cuarto pais en
Latinoamérica en contar con un propio Hemocentro después de Colombia, Brasil y
Argentina (Cruz Roja Ecuatoriana, 2010). En el Hemocentro se recibe y procesa
alrededor de 120.000 muestras de sangre, actualmente cuenta con todos los servicios y
areas especificas de trabajo, para garantizar la seguridad y veracidad de su trabajo.

(Cruz Roja Ecuatoriana, 2010).

En el aflo 2012, en el Hemocentro se realiza una investigacion retrospectiva de la
presencia de aloanticuerpos en donantes de sangre determinandose que existe un 40%
de anticuerpos anti-D especialmente en hombres y mujeres en edad fértil, sin embargo no
se ha determinado la causa de esta inmunizacion estableciéndose la hipétesis de la
existencia del antigeno D parcial en la poblacion ecuatoriana (Ulloa, 2009 - 2012).

La investigacion realizada por S. Gerald Sandler (2012), menciona que no solo las
mujeres Rh (D) negativo deben ser tratadas para prevenir una enfermedad hemolitica del
recién nacido, ya que en los Ultimos afios se ha encontrado que alrededor del 0.2-1.0%
de las mujeres pudieran haber heredado un D débil o un antigeno D parcial (S. Gerald
Sandler, MD, y Jerome L. Gottschall, MD, 2012). En este estudio establecieron que si una
mujer tuviese una variante D parcial, tendria un riesgo mas alto de inducir la formaciéon de
aloanticuerpos anti-D; es decir, en mujeres que presenten un D parcial con el fenotipo
DVI. (S. Gerald Sandler, MD, y Jerome L. Gottschall, MD, 2012).

Por otra parte se han detectado variantes del antigeno D en poblaciones como la europea
en donde se observa la presencia del D VI en un 1%, otra variante detectada fue en
personas de raza negra y relacionada a alelos aberrantes RHD (DAU-0 a DAU-4,
Thr379met), observandose en estas poblaciones aloinmunizacién o formacion de anti-D a

pesar de ser considerados como Rh positivo. (Héctor, 2004) (Geoff D. , 2013).
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Cuando se requiere tipificar a un paciente D parcial se debe considerar el uso de un
reactivo adecuado, generalmente los reactivos policlonales y monoclonales producen
aglutinacién fuerte ocasionando una tipificacién sanguinea errénea, es por esta razén que
se debe utilizar reactivos en gel disefiados para identificar esta variante (DVI).(Begofia
Laiz Marro, 2004) (Gargiulo, 2005) (Mufiiz Dias, 2010).

La introduccién de la tecnologia en gel ha facilitado la identificacion de esta variante del
antigeno D, y de esta manera evitar una inmunizacién en mujeres embarazadas que
deben ser tipificadas correctamente para recibir un tratamiento oportuno y en el caso de
pacientes multitransfundidos detectar si existe o no la variante DVI para evitar una
aloinmunizacién, esto solo puede lograrse con tecnologia sensible y especifica (Buelvas

Cortés, Muiiz-Diaz, & Ledn de Gonzalez, 2014).

2.1.2 Sistema Sanguineo Rh

En el afio de 1940 Landsteiner y Weiner inyectaron eritrocitos del mono conocido como
“Macacus rhesus” a conejos y cobayos logrando producir un anticuerpo que se
caracterizaba por aglutinar al 85% de los eritrocitos humanos (Baptista-Gonzalez H. ,
2005). (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, & Ledn de Gonzalez, 2014). Este hallazgo permitié
inicialmente diferenciar dos grupos sanguineos aquellos que aglutinaban fueron
denominados como Rh (D) positivos y los que no aglutinaban como Rh (D) negativos,
posteriormente se determiné que esta reacciéon fue el resultado de la unién antigeno-
anticuerpo, es decir la presencia o ausencia del antigeno D (Asociacion Americana de

Bancos de Sangre, 2012).

Actualmente se conoce que la clasificacion del antigeno D es complicada ya que hasta el
momento se han descrito aproximadamente 54 diferentes antigenos del sistema Rh
(Geoff D. , 2013); adicionalmente en estudios moleculares se han detectado 170 alelos
convirtiéndolo asi en un sistema polimérfico y de gran importancia en medicina
transfusional por la aloinmunizacion que origina y la producciéon de reacciones pos

transfusionales. (Gerald Sandler, 2012).

Fisher propone la teoria de que el antigeno D proviene de un gen “D” que posee un alelo
“d”, dando lugar a la presencia de tres genotipos DD, Dd y dd; y por lo tanto una
probabilidad de que el 42% de personas tendrdn un genotipo homocigoto DD y el 58%

restante presentara un genotipo heterocigoto Dd siendo esta ultima expresion importante
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en mujeres que podrian desarrollar anticuerpos frente a un feto carente del antigeno D

(Buelvas Cortés, Muiiiz-Diaz, & Le6n de Gonzélez, 2014).

Ademas del antigeno D se descubre la existencia de 4 antigenos denominados Cc/Ee los
que han sido relacionados con la presencia de aloinmunizacién durante una transfusion
sanguinea; en base a este descubrimiento a lo largo del tiempo se han creado varias
nomenclaturas del sistema Rh, asi Fisher hace referencia a una conjuncién de letras
(triada) (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Le6n de Gonzéalez, 2014) (Geoff D. , 2013). Asi a
una persona Rh positivo se le identificaria mediante las siglas CDE Rh(+) y con las siglas
cde Rh (-) si es tipificada como Rh negativo. (Duefias, 2003).

En contraste en la nomenclatura propuesta por Weiner asigna una letra para cada
haplotido, utilizando la letra mayuscula “R” para los D positivo y “r’ mindscula en los D

negativos (Gargiulo, 2005) dando lugar a una variedad de combinaciones. (Tabla N°1-2)

Tabla 1: Nomenclatura de Fisher

Nomenclatura de Fisher
D

m O O m O

Autor: Duenas

Fuente: Medicina Transfusional y terapia celular.

Tabla 2: Nomenclatura de Weiner

Gen Antigenos Gen Antigenos
Rh? Dce rh dce
Rh! DCe rh’ dCe
Rh? DcE rh” dcE
Rh* DCE rh? Dce

Autor: Buelvas Cortés, Muifiiz-Diaz& Ledn de Gonzalez

Fuente: Inmunologia bésica y aplicada
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2.1.3 Genes y antigenos del Sistema Rh

El sistema Rh esta compuesto por dos genes homélogos RHD, RHCE formado por 10
exones cada uno, ubicados en el cromosoma 1, con una extension de 60kb; la delecién
del gen es el causante de la produccién del fenotipo negativo (Asociacion Americana de
Bancos de Sangre, 2012) (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, & Ledn de Gonzélez, 2014).
(Geoff D. , 2013). (Grafico N°1).

Grafico N°1: Gen del sistema Rh

Genoma RhD-positivo

Cajs Rhesus Cafa Rbwesus

Genoma RhD-negativo (Ram Causacioa)

Cafa Riesus Hibrida

Genoma RhD-negativo  (Poblacion africana)

Autor: Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz& Ledn de Gonzalez

Fuente: Inmunologia béasica y aplicada

Las personas que presentan, fenotipos Rh(D) positivo pueden ser homocigotos o
heterocigotos, mientras que las personas Rh(D) negativas son consideradas
homocigotas; sin embargo existen individuos de poblaciones de raza negra que
presentan una variante alélica o pseudogen RHD que por sus caracteristicas no da lugar
a la proteina RhD y por ende al antigeno correspondiente (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, &
Ledn de Gonzalez, 2014).

Luego del descubrimiento del locus Rh se han realizado varios estudios que han
permitido determinar los diferentes fenotipos del antigeno D clasificAndolos en D parcial y
D débil (Muiiiz Dias, 2010) (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Ledn de Gonzalez, 2014).

18



2.1.4 Antigenos del Sistema Rh

El sistema sanguineo Rh posee cincuenta y cuatro antigenos enumerados RH1 a RH61
de los cuales siete fueron rechazados por la ISBT (por sus siglas en inglés, Sociedad
Internacional de Transfusion Sanguinea)y cinco se expresan fenotipicamente “D, C, E, c,
e”. (Geoff D. , 2013). El antigeno D (RH1) es considerado de mayor frecuencia, se
describe que esta presente en un 94,2% de la poblacion. (Ramiro Navarrete Coronado,
Daniel Segura Ulate, 2012).

Los fenotipos posibles del sistema Rh-Hr que se pueden combinar para que una persona
corresponda a un Rh positivo son: CCDEE, CCDEe, CCDee, CcDEE, CcDEe, CcDee,
ccDEE, ccDEe y ccDee. (Ramiro Navarrete Coronado, Daniel Segura Ulate, 2012). De la
misma manera se conoce que el porcentaje de Rh negativo fue 5,2% siendo un 5.1% de
fenotipo ccdee y el porcentaje restante 0.1% de fenotipo ccdEe. (Ramiro Navarrete
Coronado, Daniel Segura Ulate, 2012).

En relacion a los antigenos "C"y "c", estos estan presentes en diferentes porcentajes, asi
el antigeno "C" est4 en un 65%, mientras que la frecuencia de antigeno “c” es del 81%

(Ramiro Navarrete Coronado, Daniel Segura Ulate, 2012).

El antigeno “c” se considera después del antigeno “D”el mas inmundgeno constituyendo
un riesgo en mujeres embarazadas de nifios con antigeno “c” desencadenando una
Enfermedad hemolitica del Recién Nacido. (Castillo Espinosa, Daniela, Vasquez Rojas,
Marcela, 2012)

En cuanto a los antigenos "E" y "e" se determiné que el antigeno "E" presenta una
frecuencia del 79% y el antigeno "e" un porcentaje del 35,5% (Castillo Espinosa, Daniela,
Véasquez Rojas, Marcela, 2012). Estudios demostraron que el antigeno E era causante de

la enfermedad hemolitica del recién nacido.

Finalmente se menciona la existencia de antigenos diferentes a los ya mencionados y
estudiados; como el descubierto por Allen y Tippet en el afio de 1958, el denominado
antigeno “G”, el cual esta presente en todos los individuos con antigenos “D” y “C”, de ahi
la explicaciobn de que las personas que aparentemente eran D negativas empiecen a
fabricar un anticuerpo que reaccione frente a los eritrocitos C(+), D (-), puesto que los
eritrocitos del donante induciran la formaciéon de anti-G y reaccionaran con todos los

hematies C(+). (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Le6n de Gonzalez, 2014).
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2.1.5 Anticuerpos del Sistema Rh

Los anticuerpos del sistema Rh son producto de una respuesta inmune, generalmente
son isotipos IgG (IgG1 y/o 1gG3), y su presencia se evidencia en la prueba de
antiglobulina (Coombs) o a través de la utilizacién de potenciadores (Baptista-Gonzalez
H., 2005) (Asociacion Americana de Bancos de Sangre, 2012).

Una de las caracteristicas del anti-D es el efecto “dosis”, es decir que reaccionan
fuertemente con células homocigotas que heterocigotas, es decir si las células
comerciales utilizadas en las pruebas de laboratorio presenta un fenotipo homaocigoto
(DD) provocard una reaccion inmune inmediata, mientras que si exhiben un fenotipo
heterocigoto (Dd) la reaccion sera menos intensa. (Duefias, El Banco de Sangre , 2003),
dificultando la identificacion de anticuerpos anti-D en mujeres Rh (d) negativas. (Buelvas
Cortés, Mufiiz-Diaz, & Le6n de Gonzalez, 2014).

Esta caracteristica lo convierte en un anticuerpo de gran interés clinico por la capacidad
de destruccion inmune que presenta frente a hematies incompatibles, como ocurre en
casos feto-maternos, especialmente cuando el feto presenta un fenotipo homocigoto (DD)
(Cotorruelo, Biondi, Garcia Borras, Racca, Di Monaco, & Racca, 2006).

La sola exposicion de una pequefa cantidad de sangre D positiva no permite que el
anticuerpo sea detectado en las pruebas de laboratorio, esto ocurre especialmente
durante el primer embarazo, sin embargo en una segunda gestacion con exposicion
nuevamente a antigenos incompatibles favorece a una rapida e intensa respuesta inmune
(Cotorruelo, Biondi, Garcia Borras, Racca, Di Monaco, & Racca, 2006) (Geoff D. , 2013).
Por lo que este anticuerpo es considerado el causante de la Enfermedad Hemolitica del
Recién Nacido (EHRN). (Hassan, Mohd Noor, Johan Noor, Sukri, & Mustafa, 2014)

Se han determinado la presencia de otros anticuerpos anti-c y anti-E. El anticuerpo anti-c
se origina de manera inmune y puede ser el causante de Enfermedad Hemolitica del
Recién Nacido y Eritroblastosis Fetal. El estudio realizado por Hassan, determin6 que en
mujeres Rh(D) positivas carentes del antigeno c y/o E desarrollaban el correspondiente
anticuerpo ante embarazos incompatibles, sin embargo se demostr6 que el anti-E es
menos inmundgeno por ocasionar un menor dafio al recién nacido. (Hassan, Mohd Noor,
Johan Noor, Sukri, & Mustafa, 2014). (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Ledn de Gonzalez,
2014).
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2.1.6 Tipos de antigenos del Sistema Rh

El primer antigeno del sistema Rh descubierto fue el D (Rhl), a partir de este
descubrimiento se reconocen otros tipos de antigenos D, a pesar de que el 85% de las
personas son D (Rh) existen variantes de D, las que se caracterizan por presentar
resultados diferentes durante la tipificacion sanguinea (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, &
Ledn de Gonzalez, 2014).

La ausencia del antigeno D es caracteristica de las personas con fenotipo D (negativo),
investigaciones demostraron que el antigeno D es un mosaico de varios epitopes que dan
lugar a diferencias cuantitativas o cualitativas dando lugar a los fenotipos D débil y D
parciales (Geoff D. , 2013).

Otros antigenos del sistema Rh son los denominados C y E que provienen del gen RHCE
dando lugar a cuatro expresiones fenotipicas RHce, RHCe, RHCE y RHCE (Asociacion
Americana de Bancos de Sangre, 2012).

2.1.6.1 Antigeno D débil

Este tipo de antigeno se caracteriza por poseer menor nimero de sitios antigénicos, por
lo que se trata de una diferencia cuantitativa frente al antigeno D fuerte. Este antigeno es
de alta importancia en banco de sangre puesto que por su forma débil resulta dificil ser
identificado, se requiere de reactivos policlonales y monoclonales para observar su

reactividad (Asociacion Americana de Bancos de Sangre, 2012).

Sin embargo presenta una actividad antigénica capaz de producir una inmunizacién en
una persona que sea de tipo Rh D (-). (Ramiro Navarrete Coronado, Daniel Segura
Ulate, 2012) (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, & Ledn de Gonzalez, 2014) Asi, si una
persona que es Rh D (-) recibe una transfusiébn sanguinea de una persona con un

antigeno D (débil), el resultado sera una reaccién hemolitica fatal.

La importancia también radica en el area obstétrico debido a que si una madre posee el
fenotipo D débil y fue clasificada como Rh D (-) no necesitara de la vacuna de globulina
anti-Rh, ocasionando una produccion de anticuerpos durante el primer embarazo; en un
segundo embarazo se producird una severa enfermedad hemolitica del recién nacido
(Ramiro Navarrete Coronado, Daniel Segura Ulate, 2012) (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, &
Ledn de Gonzélez, 2014)..
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2.1.6.2 Antigeno D parcial.

Las personas que poseen un antigeno D parcial se caracterizan por la carencia de un
fragmento de la proteina, sin embargo reacciona fuertemente con el antisuero comercial
anti-D y es considerado como positivo, pudiendo desencadenar la formacién de un
anticuerpo anti-D (Flegel W, 2002; )en el momento de recibir una transfusiéon sanguinea
de una persona con antigeno Rh(D) completo (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Lebén de
Gonzélez, 2014).

El antigeno D parcial se encuentra formado por nueve epitopes y si alguno de estos
epitopes no se sintetiza la molécula que se expresara en la membrana del hematie es
diferente y en ocasiones débil, por lo que las personas que han perdido alguna parte del
epitope pueden generar aloanticuerpos anti-D que no reaccionaran con sus propias
células. (Duefias, ElI Banco de Sangre, 2003) (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, & Le6n de
Gonzélez, 2014).

Durante mucho tiempo se creia que la falta de un fragmento producia este tipo de
antigeno, sin embargo luego del descubrimiento de las bases moleculares se ha
determinado que puede deberse a mutaciones puntuales o dispersas en segmentos de la
proteina (Flegel W, 2002; ).

Estos estudios también han identificado que las variantes DI, DVII y DNB son fenotipos
debidos a mutaciones puntuales y los Dllla, DIl tipo IV, DIVa y Dar a mutaciones

dispersas, generando una variedad de tipos de D parcial. (Grafico N°2).
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Gréafico N°2: Tipos de D parcial determinados por analisis molecular

DI DVI
tipo II
DIIIa DVI
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Autor: Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz& Ledn de Gonzalez

Fuente: Inmunologia béasica y aplicada

2.16.2.1 Clasificacion del D parcial.

La clasificacion del antigeno D parcial se basé en el comportamiento aglutinante que se
observé en los hematies al ser expuestos a sueros de personas que eran D-negativos

(Buelvas Cortés, Muiiz-Diaz, & Ledn de Gonzalez, 2014).

D parcial I.- Se puede evidenciar que se trata de una forma transitoria de antigeno D,
presente solo en raza blanca, este grupo va a reaccionar con todos los sueros anti-D, y
Nno van a reaccionar con su propio suero, el anti-D se presenta de una manera muy débil

(Buelvas Cortés, Muiiz-Diaz, & Ledn de Gonzéalez, 2014)
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D parcial Il.- Esta categoria no fue descrita puesto que después de realizar los estudios
no se obtuvo suero para poder concluirlo por ser una variante muy rara (Buelvas Cortés,
Mufiz-Diaz, & Ledn de Gonzéalez, 2014).

D parcial Ill a, b, c.- No pueden diferenciarse puesto que los reactivos comerciales de
origen monoclonal, no son de utilidad para la diferenciacion entre un D parcial y un D
normal. La mayoria de personas pertenecientes a este grupo son de raza negra (Buelvas
Cortés, Mufiiz-Diaz, & Le6n de Gonzélez, 2014)

D parcial IV a, b, c.- De forma similar que la categoria Ill no se pudo diferenciar de un D

normal, se presenta preferentemente enraza negra.

D parcial V a, b, c.- Los reactivos de uso comercial de origen monoclonal, no
reconocieron a la categoria V como variante del antigeno D, los hematies de las

personas que son de esta categoria son D positivo.

D parcial VI.- La categoria VI del antigeno parcial VI carece de la mayoria de los
epitopes del antigeno D. Segun estudios realizados un aproximado del 0,002 % de la
raza blanca pertenecen a este grupo. (Duefas, El Banco de Sangre , 2003) El grupo seis

va a reaccionar con todos los sueros anti-D normales.

Por consiguiente si un sujeto es Rh D negativo va a reaccionar frente a las categorias | y
[ll, y la gran mayoria van a reaccionar frente a las categorias IV y V. Por otro lado los
sujetos generadores de su propio anti- D van a pertenecer al grupo VI, de ahi la
importancia de la identificacion del tipo de antigeno D, puesto que esto ayudara a evitar
una posible enfermedad hemolitica.En mujeres embarazadas Rh(D) positivas que
generan un anti-D, generalmente presentan un fenotipo perteneciente al grupo VI

(Buelvas Cortés, Muiiz-Diaz, & Ledn de Gonzalez, 2014).

2.1.6.3 Caracteristicas de los otros antigenos D
Se han identificado antigenos compuestos dentro del sistema Rh como: ce(RH6),
Ce(RH7), cE(RH27), CE(RH22) y G(RH12).

a) ce (RH6) denominado también antigeno fse expresa cuando los antigeno c y e se
encuentran en una misma proteina (DCe/ce 6 Dce/Dce), y no se expresara

cuando c y e estan sobre proteinas separadas (DCe/DcE).
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b) Ce (RH7) de igual manera solo se expresara cuando los antigenos C y e estan en
la misma proteina (DCe/ce).

c) cE(RH27) es poco comun, y no se expresard cuando ¢ y E estan en posiciones
separadas.

d) CE (RH22) este antigeno ha sido reconocido por la presencia de anticuerpos anti-
CE de forma natural.

e) G(RH12) el anti-G es identificado en sueros que contiene anti-D y anti-C, su
importancia radica en que generalmente no es identificado en suero de mujeres
con enfermedad hemolitica de recién nacido no identificado.

f) C" (RH8), C* (RH9), son antigenos de rara frecuencia, muy raros su incidencia es
variable generalmente entre 0,1 al 3%. (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, & Ledn de
Gonzélez, 2014).

2.1.7 Fenotipos del sistema Rh

Fenotipo Rh-deficitarios-Rh,,;: son fenotipos raros y su caracteristica principal es la
ausencia de antigenos en la membrana de los eritrocitos, las personas portadores de
este fenotipo producen un anticuerpo denominado anti-Rh,g el que reacciona con todos

los eritrocitos, excepto con los del mismo fenotipo (Geoff D. , 2013).

Las células de estos individuos son anémalas, no funcionales, por lo que los portadores
de este fenotipo siempre presentan anemia hemolitica (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, &
Ledn de Gonzélez, 2014).

Fenotipo Rhmod: este fenotipo puede ser confundido con el Rh,y, si se detecta con
pruebas seroldgicas, se caracteriza porque su presencia es identificada en padres que
mantienen consanguinidad. En el laboratorio se deben realizar pruebas de absorcién o

elucién para su identificacion (Geoff D. , 2013).

Fenotipo D elevado: este fenotipo es caracteristico en deleciones que producen la
sobrexpresion del antigeno D y no asi de los antigenos C y E, es diferente al D parcial y
ocurre como resultado del reemplazo de RHCE por RHD (Asociacion Americana de

Bancos de Sangre, 2012).
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Fenotipo DEL: los individuos portadores de este fenotipo expresan una cantidad minima
del antigeno D en sus eritrocitos, la que no es detectada con los reactivos
convencionales, por lo que son identificados como Rh D negativos (Buelvas Cortés,
Mufiz-Diaz, & Ledn de Gonzélez, 2014). Este fenotipo esta fuertemente ligado con la

expresion CE siendo comun en individuos asiaticos.

Fenotipo RHDW: es comun en individuos Rh D(hegativos) que conservan secuencias
propias del gen RHD, esto ocasiona resultados discrepantes entre el fenotipo y el
genotipo. A esta variante alélica se conoce como pseudogen RHD el que esta presente

en personas de raza negra (Buelvas Cortés, Muiiz-Diaz, & Ledn de Gonzalez, 2014).

2.2 Métodos de deteccion.

La deteccién del antigeno D se inici6 mediante el uso de anticuerpos policlonales
procedentes de mujeres sensibilizadas durante un embarazo, los anticuerpos utilizados
fueron de tipo 1gG, suspendidos en soluciones proteinas que potenciaban la reaccion y
de esa manera reconocian varios epitopes del antigeno, pero ocasionaban resultados
falsos positivos (Westhoff, Vege, Hips Hue-Roye, Copeland, Velliquette, & Reid, 2013)
(Daniels, 2013).

Posteriormente, se utiliz6 reactivos constituidos por anticuerpos monoclonales los que
evitaron la presencia de falsas aglutinaciones, su especificidad se debia a que sus clones
reaccionaban con un solo epitope (Benalcazar & Chiriboga, 2013);a pesar de ello, esto no
garantizaba la deteccién de todas las variantes del antigeno D (Westhoff, Vege, Hips
Hue-Roye, Copeland, Velliquette, & Reid, 2013) (Daniels, 2013).

Es por esta razén, que los bancos de sangre utilizan la estrategia de aplicar varios

protocolos de deteccion del antigeno D dependiendo de la poblacion a ser tipificada asi:

Pacientes y gestantes la deteccion de este antigeno se realizaba mediante el uso de
reactivos monoclonales tipo IgM, que aglutinan a todos los hematies excepto a la variante
DVI (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Ledn de Gonzalez, 2014). Con esta estrategia esta
poblacion se beneficiaria del uso de sangre Rh D negativa evitando inmunizaciones con

graves consecuencias (Von Zabern, Wagner, Moulds, Moulds, & & Flegel, 2013).

Actualmente, el uso de tarjetas de gel para tipificacion sanguinea ha complicado la

determinacion de variantes del antigeno D, debido a su composicion monoclonal y dual
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(IgM e 1gG); por lo que se requiere del uso de tarjetas que determinen la presencia del
antigeno DVI (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, & Leon de Gonzélez, 2014).

Ante esta situacion los laboratorios han implementado estrategias que le permitan
reconocer la presencia de D débiles y parciales, mediante la fenotipificacion de los
antigenos del sistema Rh (C,E,c,e), asi un D débil con fenotipo CDe(R1) los asocian a los
D débil tipo 1 y 3; el fenotipo cDE (R2) con las variantes D débil tipo 2 y 5; y el fenotipo
cDe(RO) se asocia al fenotipo D débil tipo 4 (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, & Ledn de
Gonzélez, 2014) (Geoff D. , 2013).

Por dltimo, se ha implementado la determinacién molecular de las variantes del antigeno
D como estrategia de tipificacion para algunas poblaciones donde se conoce de la
presencia de individuos susceptibles de ser inmunizados, al ser catalogados como Rh D
positivos sin serlo como es el caso del RHDW y DEL (Connie M. Westhoff, 2010).

Donantes: una de las estrategias fue el uso de reactivos monoclonales que detecten
todas las variantes de D, para ser catalogados como D positivos de forma inequivoca

(Buelvas Cortés, Muiiz-Diaz, & Ledén de Gonzalez, 2014).

Sin embargo resulta imposible obtener un reactivo de esas caracteristicas, por lo que
actualmente se utilizan tarjetas de Gel, estas determinan la mayor cantidad de epitopes

del antigeno D (Benalcazar & Chiriboga, 2013).

A pesar de ello, varios estudios han determinado la existencia de pacientes que han sido
inmunizados al recibir sangre con variantes de D como el DVI 6 DEL, tipificadas como D
positivas (Hassan, Mohd Noor, Johan Noor, Sukri, & Mustafa, 2014). Mientras las
investigaciones avanzan en relacion a estas estrategias, se recomienda que las unidades
sanguineas con fenotipo C y E no sean utilizadas en pacientes Rh D negativo, fenotipo
cde; por la posibilidad de que se trate de variantes de D (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, &
Ledn de Gonzélez, 2014).

2.2.1 Discrepancias durante la tipificacion del antigeno D.

Durante la tipificacion sanguinea en donantes o pacientes se presentan discrepancias de
resultados, en el caso de utilizar reactivos policlonales IgG se recomienda que todas las
muestras con resultados D negativos, sean sometidas a la prueba de antiglobulina

indirecta o Coombs que determine la presencia o ausencia del antigeno D débil
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(Asociacion Americana de Bancos de Sangre, 2012). También se recomienda la
determinacion del fenotipo RHCE por ser una opcién para alertar la presencia de posibles
variantes del antigeno D (Buelvas Cortés, Muiiz-Diaz, & Ledn de Gonzéalez, 2014).

En ciertas poblaciones como las de raza negra y asiatica es necesaria la realizacién de
pruebas moleculares que identifiquen el tipo de antigeno D y de esta manera la
resolucion de la discrepancia detectada (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, & Ledén de
Gonzélez, 2014). Adicionalmente, debe mantenerse la clasificacion de que si un individuo
es catalogado como Rh D débil al ser donante, se considere como Rh D negativo al
convertirse en paciente y necesitar de una transfusion sanguinea; de igual manera
mantener este criterio en mujeres gestantes (Asociacion Americana de Bancos de
Sangre, 2012).

Una consideracion importante entre la diferencia de un fenotipo D débil y parcial
constituye la produccion del anticuerpo anti-D. Los individuos portadores del antigeno
débil D 1,2 y 3 presentan poca probabilidad de desarrollarel anticuerpo (anti-D), por lo
que pueden recibir sangre Rh D positiva. En contraste, los pacientes con fenotipo D
parcial por presentar alteraciéon en uno de sus epitopes,se encuentran en un alto riesgo
de formar anti-D, por lo que deben recibir sangre tipificada como Rh D negativa

(Asociacion Americana de Bancos de Sangre, 2012).

Los glébulos rojos Dllla comunes en la raza negra, son tipificados cominmente como D
positivos y Unicamente se los identifica cuando han desarrollado reacciones post
transfusionales debidas a la produccion de anticuerpos anti-D; de igual manera ocurre
con el antigeno parcial DVI el cual carece de varios epitopes, por lo que es uno de los
mas antigénicos y causante de reacciones hemoliticas y la enfermedad hemolitica del

recién nacido (EHRN) (Asociacién Americana de Bancos de Sangre, 2012).

Bajo estas consideraciones los bancos de sangre deben crear sus algoritmos de
deteccion, por lo que las normativas de tipificacion en los bancos de sangre en cada pais
son establecidas luego de establecer la prevalencia de las variantes del antigeno D en
sus respectivas poblaciones. Asi por ejemplo: la delecién del aplotipo RHD es la causa
més comun de D parcial en africanos, presentando el 67% de estos individuos el
pseudogen RHDW, la frecuencia de D parcial varia de un grupo étnico a otro, en la

poblacion caucasica la frecuencia de variante DVI es de 1:6.2000; mientras que en la
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raza negra la frecuencia de Dllla, Dlllb es relativamente alto, en Europa la frecuencia de
DVI tipo Il es del 40% (Kabiri, Benajiba, Hajjout, Dakka, & Bellaoui, 2014).

Aunque en los bancos de sangre es muy dificil diferenciar entre D parcial y débil por la
falta de reactivos de identificacion, una de las estrategias es la investigacion de la
presencia de variantes del antigeno D (Daniels, 2013).

2.2.2 Reaccion antigeno-anticuerpo en tubo

La técnica en tubo es considerada como un prueba de alta especificidad cuando se trata
de determinar la presencia de antigenos en Banco de Sangre (Asociacién Americana de
Bancos de Sangre, 2012). En el caso de la determinacién del factor Rh esta técnica ha
sido utilizado por mucho tiempo tanto en bancos de sangre como laboratorios privados,
sin embargo la sensibilidad y especificidad va a depender del tipo de reactivo que sea
utilizado (Benalcazar L. , 2013).

Por esta razdn los reactivos utilizados para la determinacion de grupo sanguineo y factor
Rh deben ser evaluados bajo pardmetros establecidos por la Asociacidbn Americana de
Bancos de Sangre, siendo la avidez, potencia, afinidad y especificidad los mas relevantes

(Asociacion Americana de Bancos de Sangre, 2012) (Benalcazar L. , 2013).

Adicionalmente, debe tomarse en cuenta que un resultado va a variar si se presenta
interferencias en la muestra, parte de las limitaciones puede deberse a una posible
contaminacién ya sea por bacterias o0 sustancias quimica de las muestras, por el material
en mal estado. (Silberman, 2007), por lo que se debe mantener un protocolo de trabajo

establecido y un control de calidad adecuado.

A pesar de seguir el proceso de una forma adecuada en la determinacién del antigeno
“D” en la técnica en tubo, es dificil establecer si se trata de un D parcial debido a que la

lectura puede ser subjetiva (Asociacibn Americana de Bancos de Sangre, 2012).

2.2.3 Reaccion de aglutinacion en gel

La determinacion de antigenos D mediante la técnica de gel constituye una prueba que
aporta mayor sensibilidad y especificidad, esta prueba se basa en la utilizacién de tarjetas

gue contienen anticuerpos especificos que permiten la identificacion de un tipo especifico
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de antigenos D; sin embargo se debe tener en cuenta las limitaciones de la prueba y las
posibles interferencias que puedan presentarse tanto en el reactivo como en la muestra

(Asociacion Americana de Bancos de Sangre, 2012).

2.2.4 Métodos moleculares

Debido al polimorfismo del sistema Rh es necesario incluir la determinacion molecular,
estudios han demostrado que el uso de pruebas moleculares permiten resolver las
discrepancias (Abdelrazik, Elshafie, & Ezzat Ahmed, 2013). Por lo tanto, la introduccion
de las técnicas moleculares para identificar grupos sanguineos es util en el estudio de
muestras (donantes o pacientes) con problemas de identificacion de antigenos

sanguineos.

Uno de los test utilizados en el caso del sistema Rh es la genotipificacién especialmente
en aquellos individuos que presentan discrepancias serolégicas, se han disefiado un
sinnlmero de métodos considerando la homologia existente entre los genes RHD vy
RHCE, uno de estos métodos es la reaccion de multiplex PCR-SSP (Mufiz Dias,

2010).(Grafico N°3).

Gréafico N°3. Determinacion del genotipo RHD mediante PCR-SSP RHD especifica
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Autor: Muiiz Dias, Eduardo
Fuente: Grupos Sanguineos Eritrocitarios

Otra aplicacion de las técnicas moleculares es la determinacion del grupo sanguineo del
feto en una madre sensibilizada, y de esta manera evitar un monitoreo mas agresivo,
actualmente las pruebas disponibles son para deteccion del sistemas RHD, RHCE, Kell,

Jk y Fy en liquido amniético o de vellosidades coriales (Muiiiz Dias, 2010).
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También es posible determinar la cigocidad del padre, especialmente en casos en que
existe una diferencia de grupos sanguineos con la madre o esta ya ha sido inmunizada
posteriormente, la técnica mas utilizada es “PCR fluorescente cuantitativa” cuya
diferencia es el marcaje fluorescente (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Le6n de Gonzalez,
2014).

2.3 Reacciones transfusionales por anticuerpos anti-D parcial.

2.3.1 Reacciones transfusionales inmediatas

Los antigenos Rh presentan una fuerte estimulacién para provocar una respuesta
inmunoldgica, los cuales al enfrentarse a un antigeno diferente al que posee el receptor
este serd estimulado y desarrollara una respuesta inmune y por consiguiente la
produccion de anticuerpos. (Westhoff, Vege, Hips Hue-Roye, Copeland, Velliquette, &
Reid, 2013)

Las reacciones inmediatas a causa del anti-D parcial, se pueden dar basicamente por la
presencia de anticuerpos anti-D parcial, esto quiere decir que se presentaria una
hemdlisis por incompatibilidad, la presencia de fiebre, puede presentarse infiltrados
pulmonares afectar a los deméas 6rganos, shock anafilactico, urticaria. (Buelvas Cortés,
Mufiz-Diaz, & Ledn de Gonzélez, 2014).

2.3.2 Reaccién hemolitica del recién nacido

La Enfermedad Hemolitica del Recién Nacido, se da basicamente por una
incompatibilidad de grupo sanguineo de la madre con él bebe, dicha incompatibilidad feto
materna desarrolla una respuesta o reaccion respuesta inmunitaria en la madre, esto se
va a dar por el paso de anticuerpos de la clase IgG a través de la placenta y la
subsiguiente unién de los anticuerpos a la membrana del hematie. (Buelvas Cortés,
Mufiz-Diaz, & Ledn de Gonzéalez, 2014)

Se puede referir que este tipo de enfermedad se la relaciona principalmente con el
antigeno D del sistema Rh. Puesto que los anticuerpos que se han estudiado y son los

relacionados y se asocian con la enfermedad hemolitica del recién nacido en estado
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moderada y grave son principalmente los del sistema Rh. (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, &
Leon de Gonzélez, 2014)

El anti-D, es considerado 50 veces mas inmunogénico que otros anticuerpos, en segundo
lugar de estudio y causante de reacciones transfusionales al anti-c. (A. Rodriguez de la

Rua, D. Hernandez Maraver, J. Gracia Colldeforns, 2004)

La reaccion por anticuerpos anti- D es la hemodlisis de los hematies fetales que se
encontraran recubiertos de anticuerpos. Lo que posteriormente causa anemia hemolitica,
y por consiguiente una disminucién en la capacidad de los hematies para transportar
oxigeno, se producird una hiperplasia intramedular de la serie roja y la liberacion de
formas inmaduras a sangre periférica. (A. Rodriguez de la Rua, D. Hernandez Maraver, J.
Gracia Colldeforns, 2004).
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24 MARCO CONCEPTUAL

Antigenos: Son sustancias extrafias al cuerpo que son capaces de producir o generar

una respuesta inmunoldgica. (Buelvas Cortés, Muiiiz-Diaz, & Leén de Gonzéalez, 2014)

Antigeno D: Antigeno que es parte del sistema Rh, sustancia que se encuentra en la

membrana de los glébulos rojos (Geoff D. , 2013).

Antigeno D Parcial: Antigeno que no contiene completamente el complejo anti — D
(Geoff D. , 2013).

Antigeno D parcial VI: Sub tipo del antigeno D parcial considerado el que més reacciona
con los anti- D, antigeno que carece de la mayoria de sus epitopes (Asociacion

Americana de Bancos de Sangre, 2012).

Anticuerpos: Inmunoglobulinas que se producen en el organismo por las células

plasmaticas tras una exposicion a un antigeno (Geoff D. , 2013)

Aloinmunizacién: Es la incompatibilidad dada por el sistema Rh y que esto ocasionara
una respuesta inmune que va a atacar a su propio organismo (Buelvas Cortés, Mufiz-
Diaz, & Le6n de Gonzélez, 2014)

Donantes: Persona que da sangre para ser utilizada por otra en caso de ser necesario

(Asociacion Americana de Bancos de Sangre, 2012)

Epitopes: Sitios donde se va a producir la unién del antigeno con el anticuerpo. (Geoff D.
, 2013)

Especificidad: Es la capacidad de un anticuerpo para poder reaccionar solo con un

antigeno especifico (Asociacion Americana de Bancos de Sangre, 2012)

Sensibilidad: Es la determinacién de la minima parte de una particula y la efectividad de

un método. (Asociaciébn Americana de Bancos de Sangre, 2012)

Sensibilizacion: Produccion de anticuerpos en una persona que es D negativa

(Asociacion Americana de Bancos de Sangre, 2012)

Sistema Rh: Es una forma de clasificar los hematies de acuerdo con sus componentes

en la membrana celular, (pueden o no presentar el antigeno D) (Geoff D. , 2013).
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CAPITULO Il

3.1 MARCO METODOLOGICO

3.1.1 MATERIALES Y METODOS

3.1.1.1 Tipo de Estudio

Es de tipo descriptivo — transversal, puesto que se va a realizar una descripcion de la
presencia o ausencia del antigeno D parcial VI, en donantes en el Hemocentro Nacional
de la Cruz Roja en la ciudad de Quito, para establecer la proporcién del mismo con una
aplicacion de medicién de tipo transversal porque se lleva a cabo en un tiempo

determinado periodo comprendido en los afios 2014 — 2015.
3.1.1.2 Tipo de Muestreo

Se realizard un muestreo aleatorio simple.

3.1.1.3 Tamaio de Muestra

Se utilizé la férmula de poblacion finita con un grado de confianza del 95% y un error alfa
del 5%, tomando en cuenta que al Hemocentro de la Cruz Roja ecuatoriana acuden
120000 donantes al afio.

Dénde:
N x 72 « p*q n : Tamafio de muestra
n =
d?*(N—1)+ Z?xpxq N : Poblacién (total de donantes en
un afio 120.000).
5 Z2,. 1,96 (Nivel de confianza del
i 120.000 x 1,962 x 0,50 x (1 — 0,50) 95%)

- 0.052 % (120000 — 1) + 1.962 % 0.50 * 0.50 .
p : Proporcion esperada al

. 115248 D parciales se establece el valor de
~ 3009579 | 95
q:1-p

n = 382,93

d : Error alfa del 5%.

conocer la prevalencia de antigenos
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Decisién: Con un nivel de confianza del 95% y un error alfa del 5% se establecié un
tamafio muestral de 383 donantes con resultados que exhiben una reaccion débil al ser
tipificados.

3.1.1.4 Criterios de Inclusién

Donantes de sangre detectados como Rh débiles, donantes tipificados como Rh (d)
negativos con fenotipo Ce y cE y aquellas muestras que presenten discrepancia en la
deteccion del anti-D en placa mediante la técnica por hemoaglutinacion directa y la

utilizacion de la técnica hemoaglutinacion en el equipo NEO GALILEO.

3.1.1.5 Criterios de Exclusién

Donantes de sangre detectados como Rh fuertes, es decir que presentes una reacciéon de
aglutinacién superior a 3+. Y todos los donantes tipificados como Rh (d) negativos con

fenotipo cde.

3.1.1.6 Control de Calidad

Para la metodologia en gel, se inspeccioné la integridad de este en cada una de las
tarjetas mediante centrifugacion previa a la realizacion de las pruebas. El gel debe estar
intacto sin burbujas, ni cambio de color ni signos de evaporacién (BIORAD). Ademas se
utilizé como control positivo Células Rh (DVI) de donante confirmado, esta se colocaron

en cada tarjeta de gel para confirmar su funcionamiento.

Para la determinacion de anticuerpos anti-D se utilizaron tarjetas de gel con antiglobulina
humana (Coombs), para su control de utiliz6 células sensibilizadas comerciales

denominadas control Coombs siguiendo el protocolo del Manual AABB 2012 (Anexo 1).

3.1.1.7 Analisis Estadistico

Se utilizé6 una estadistica descriptiva analizada en el programa SPSS V.20 ya que el
estudio pretende identificar la frecuencia del antigeno DVI no busca probar hipoétesis, a
pesar de ello se relacionaron las variables independientes con la presencia de este

antigeno por lo que se utilizé Chi-cuadrado.
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3.2 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

3.2.1 Variable Dependiente: Determinacion de antigeno D parcial VI

3.2.2 Variable Independiente: Donantes de sangre que acuden al Hemocentro de la

Cruz Roja Ecuatoriana de acuerdo a los criterios de inclusion.

Variable Definicién Dimensiones Indicadores Instrumento de Medida
dependiente
Carencia de un Positivo Pruebas de laboratorio
Determinacion del fragmento de la proteina | Cualitativo técnica en gel.
antigeno D parcial VI | La categoria VI del Negativo Reporte de los resultados
antigeno parcial VI
carece de la mayoria de
los epitopes del antigeno
D.
Variable Definicién Dimensiones | Indicadores Instrumento de Medida

independiente

Donantes voluntarias | Persona que Cualitativo Total de donantes Requisitos para la
de sangre voluntariamente y aceptados aceptacion
después de cumplir con
los requisitos legales
accede a entregar su
sangre.
Aglutinacion en Reaccion antigeno- Semi- Observacion del boton | Observacion
determinacion del anticuerpos, en la que el | cuantitativo resultado de la Clasificacion de
factor Rh antigeno D presente en aglutinacion: aglutinacion de acuerdo al
los glébulos rojos es (+): 10% aglutinados Manual Técnico AABB
detectado por el anti-D (++): 30% aglutinados 2012.
de reactivo monoclonal (+++): 80% aglutinados
IgM o dual “IgG/IgM”. (++++): 100% Anexo N°5
aglutinados
(-): ausencia de
aglutinacion
Determinacion del Reaccion antigeno- Cualitativo Aglutinacion=Positivo Observacion tomando en
Factor Rh anticuerpo entre el No consideracion las normas
antigeno D y anticuerpo Aglutinacion=Negativo | del Manual Técnico de la
anti-D AABB 2012
Determinacion del El sistema Rh se Cualitativo Aglutinacion=Positivo Observacion tomando en
fenotipo CDE encuentra constituido por No Aglutinacion= consideracion las normas
fenotipos clasificados Negativo del Manual Técnico de la
como C,c,E,e que deben AABB 2012.
ser determinados Anexo N°6
mediante aglutinacion
con los anticuerpos
correspondientes.
Género Se refiere a las Cualitativo Femenino Registro del donante
diferencias biolégicas Masculino
naturales entre hombres
y mujeres.
Edad Numero de afios que Cuantitativo Afios cumplidos Registro del donante
tiene una persona
contados desde su
nacimiento.
Procedencia Lugar de donde viene la Cualitativo Total de donantes del Formulario del registro del

persona

Hemocentro Nacional

donante
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3.3 MATERIALES Y PROCESO

3.3.1 Materiales

Tubos de vidrio 12+75cm
Puntas de plastico 10-100ul
Gradillas para Tarjetas en Gel

Pipeta automatica de 10-100ul

NN

Centrifuga automatizada para tarjetas DG Gel

3.3.2 Reactivos

v Diluyente de LISS

v' Tarjetas DG Gel determinacién ABO-D-DVI(+), ABO-D-DVI(-). Para cuatro
pacientes.

v' Células panel Set ID-DiaPanel 4516174.

v' Reactivos para fenotipo de Rh (anti-C, anti-c, anti-E, anti-e).

3.3.3 Procedimiento

3.3.3.1 FaseUno

Consentimiento Informado: Todos los donantes que acuden a los bancos de sangre
firman un consentimiento para el uso de la sangre y la realizacién de las pruebas que se
requieran antes del uso de los componentes sanguineos, ademas no se mantuvo
contacto directo con el donante ni sus identificaciones, se trabajé con los codigos
asignados por el Hemocentro de tal manera que esta protegida la integridad vy

confidencialidad de todos los participantes en el estudio.

3.3.3.2 Fase Dos

Eleccion del periodo de recoleccion de muestras: Se acudié durante los meses de
Junio2014 a Mayo del 2015.
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Eleccion de las pintas de sangre: Se realiz6 una eleccién aleatoria por dia de las pintas
gue ingresan al Hemocentro tanto de la ciudad de Quito como de las otras provincias y
Unicamente aquellas que sean tipificadas como Rh(D) débiles y que correspondan al
orden de ingreso elegido seran tipificadas para DVI.

La eleccion aleatoria que se realizé por semana consiste en colocar en la columna B2 el
total del n calculado y en la Columna C1 la férmula =1+ENTERO($B$2*ALEATORIO())
(Arias, 2006), de esa manera se escogieron la pintas de sangre.(Anexo 2).

3.3.3.3 Fase Tres.

Recoleccién de muestras: Las pintas elegidas cumplieron las siguientes caracteristicas:
Integridad es decir sin roturas visibles en las mangueras, rodilladas de tal manera que los
fragmentos de las mangueras no posean microcodgulos que impidan una correcta

dilucion de los globulos rojos.

Rotulacion: en el cuaderno de laboratorio enumerado se copiaron los cédigos de cada
pinta y el nimero de cada manguera de tal manera que no existan errores de tipificacion

por mal rotulado.

3.3.3.4 Fase Cuatro

Preparacion de las muestras

Dilucion: Preparacién de una suspension de hematies al 5% en DG Gel Solution o
Solucién de LISS (50 upl de fragmento de manguera obtenido del concentrado de
hematies en 1 ml de DG Gel Sol).

Realizacion del Test: Afadir en cada uno de los microtubos de la tarjeta de DG GEL

indicados, 50 pl de suspension de hematies al 5%.

Centrifugar en centrifuga para tarjetas DG Gel por 15 minutos a 1500 revoluciones por

minuto.

Lectura de resultados: se basa en el principio de reaccién antigeno-anticuerpo cuando
existe union es decir aglutinacion se forman aglutinatos grandes que no pueden atravesar

el gel por lo que permanecen en la superficie considerandose un resultado positivo,
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mientras que los glébulos rojos que no han aglutinado atraviesan los poros del gel y van
al fondo siendo esto caracteristico de un resultado negativo (AABB, 2012). (Anexo 3).

3.3.3.5 Fase Cinco

Determinacion de anticuerpos irregulares: a todos los donantes que presenten el
antigeno DVI a través de 11 células panel siguiendo el protocolo establecido por la casa
comercial BIORAD.(Anexo 4).

Determinacion de fenotipo Rh: También se realizard a los pacientes que presenten el
antigeno DVI el fenotipo Rh (C,c,E,e) siguiendo el protocolo en tubo descrito en AABB,
2012 (Anexo 6).

3.3.3.6 Fase Seis

Base de Datos: se cred una base de datos en Excell con todos los reportes obtenidos y
codificados de tal manera que fueron facilmente exportados a SPSS V0.20. La Base de
datos contiene los siguientes datos: Cédigo de la pinta/donante, edad, sexo, procedencia,
grupos sanguineo ABO, Rh(D)positivo, DVI(+ 6 -), Fenotipo Rh (C, c, E, e) y presencia de

anticuerpo irregular.
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CAPITULO IV

4.1RESULTADOS

4.1.1 Descripcion de la poblacién del estudio.

Se analizé un total de 383 muestras de las cuales el 40% fueron mujeres y el 60%
hombres. (Grafico N°4.1).

Gréafico N°4.1 Distribucién de la poblacion de estudio de acuerdo al género

B Femenino B Masculino

40%

60%

Autor: Adriana Rodriguez
Fuente: Base de datos CIEIC.

El grafico muestra una mayor frecuencia del género masculino sobre el femenino.
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Las muestras de donantes de sangre analizadas en este estudio provenian de 17
provincias ecuatorianas, el mayor porcentaje fue en Pichincha 44%. (Grafico N°4.2).

Grafico N°4.2. Distribucion de la poblacion de estudio de acuerdo a la procedencia

Zamora Chinchipe

1% Cafi
T h afiar
Sucumbios ung:;a ua Azuay 4o
(]
0% \ % -
Carchi .
4% Chimborazo
Santo Domingo de 4%
los Tsachilas Cotopaxi
4% 1%
El Oro
/ 6%
o ‘Esmeraldas
Pichincha 4%

44%

\Guayas
3%
Imbabura
7%
Loja

0,
Los Rios 7%
Manabi 1%
4%

Autor: Adriana Rodriguez
Fuente: Base de datos CIEIC

El grafico muestra la distribucién porcentual de los donantes de sangre por provincia siendo similar
entre ellas a excepcion de Pichincha.
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Los donantes de sangre incluidos en el estudio presentaron el fenotipo O Rh negativo en
un 65%, seguido del grupo sanguineo A Rh negativo con un 25%; B Rh negativo el 9% y
Unicamente el 1% de grupo sanguineo AB Rh negativo. (Grafico N°4.3).

Gréfico N°4.3. Distribucién porcentual de la poblacién de estudio de acuerdo al

grupo sanguineo.

uAB

65%

Autor: Adriana Rodriguez
Fuente: Base de datos CIEIC

En el gréfico se observa el bajo porcentaje de donantes AB Rh negativos.
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4.1.2 Prevalencia del antigeno DVI en donantes de sangre.

Se determin6 una prevalencia del 13% (n=48) de antigeno DVI en donantes de sangre,
de este porcentaje el 25%(12) pertenecen al género femenino y el 75%(36) al
masculino.(Gréfico N°4.4-4.5).

Gréfico N°4.4. Prevalencia del antigeno DVI en “los donantes de sangre analizados

DVI(+)
13%

DVI(-)
87%

Grafico N°4.5. Prevalencia del antigeno DVI de acuerdo al género

Mujeres DVI
25%

Hombres DVI
75%

Autor: Adriana Rodriguez
Fuente: Base de datos CIEIC
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4.1.3 Relacion de la frecuencia del antigeno DVI con la edad y procedencia de los
donantes de sangre.

Del analisis realizado se determind que la provincia con mayor frecuencia de
antigeno DVI fue Pichincha con el 38,78%; seguido de la provincia de Loja con el
12,24% vy las provincias de Tungurahua y Cotopaxi con el 8,6%. (Tabla N°4.1).

Tabla N°4.1. Distribucién del antigeno DVI de acuerdo ala procedencia

Antigeno DVI

Provincia Positivo Negativo Total
Azuay 3 22 25
Cafar 0 2 2
Carchi 2 15 17
Chimborazo 2 4 6
Cotopaxi 4 3 7
El Oro 2 21 23
Esmeraldas 0 14 14
Guayas 0 12 12
Imbabura 3 22 25
Loja 6 20 26
Los Rios 0 11 11
Manabi 3 11 14
Pichincha 19 153 172
Santo Domingo de los Tsachilas 1 15 16
Sucumbios 0 1 1
Tungurahua 4 7 11
Zamora Chinchipe 0 1 1

49 334 383

Autor: Adriana Rodriguez
Fuente: Base de datos CIEIC

Tabla muestra la distribucién de los antigenos DVI en 11 de las 17 provincias
ecuatorianas.

Pruebas de chi-cuadrado

Significacion
asintotica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 21,650° 19 ,302
Razoén de verosimilitud 22,799 19 ,246
N de casos validos 383

No existe significancia estadistica entre la relacién procedencia y presencia o ausencia del
antigeno DVI
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En relacién al grupo de edad el antigeno DVI se encuentra distribuido mayormente en el
grupo etario comprendido entre 18-28 afios con un 41%, seguido del grupo de 29-39
afios con un 25%, grupos considerados en edad fértil susceptibles de aloinmunizacion

por embarazo y transfusiones sanguineas. (Grafico N°4.6-4.7).

Gréfico N°4.6. Prevalencia del antigeno DVI de acuerdo a la edad.

51-61 afios
10%

18-28 afos
41%
40-50 afo

24%

29-39 afios
25%

Autor: Adriana Rodriguez
Fuente: Base de datos CIEIC

El grafico muestra la distribucién porcentual del antigeno DVI en cada grupo etario.

Gréfico N°4.7. Prevalencia del antigeno DVI de acuerdo al grupo sanguineo

B Du positivo
12%

\

A Du positivo
21%

O Du positivo
67%

Autor: Adriana Rodriguez

Fuente: Base de datos CIEI

El grafico muestra la distribucién porcentual del antigeno DVI por grupo sanguineo.
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4.1.4 Aloinmunizacion en donantes de sangre participantes en el estudio.

De los 49 donantes voluntarios de sangre que presentaron antigenos DVI Unicamente
uno (2,04%) presento aloinmunizacion del sistema Rh indicativo de la existencia de

transfusiones incompatibles.

4.1.5 Relacion del antigeno DVI con fenotipos del sistema Rh.

Del analisis realizado entre la existencia de los fenotipos del sistema Rh y el antigeno
DVI se establecié que existen cinco combinaciones con ausencia 0 presencia de

antigenos C y E con expresion fenotipica como DVI. (Gréafico N°4.8).

Grafico N°4.8. Distribucion porcentual del antigeno DVIy su relacién con el
fenotipo Rh

C+c+E-e+
33%

C-c+E-e+ ! '

11%

C+c+E+e+
12%

C+c+E-e+
22%

C-c+E+e+
22%

Autor: Adriana Rodriguez
Fuente: Base de datos CIEIC

El grafico muestra la existencia de combinaciones del fenotipo Rh con el antigeno DVI.
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Al identificar la presencia de los antigenos C y E con el fenotipo DVI, se establecié que el

25% de los donantes positivos para DVI exhiben un fenotipo con C; el 25% presenta el

antigeno E y el 50% los antigenos C y E; siendo estadisticamente significativa esta
relacion. p<0.01 (Tabla N° 4.2) (Grafico N°4.9).

Tabla N°4.2. Antigeno CE/ce en presencia 0 ausencia del antigeno DVI

DVI C+ C- c+ c- E+ E- e+ e-
Negativo 227 107 333 1 115 219 328 6
Positivo 40 24 73 1 25 48 73 0

DVI C-E c-e

Negativo 342 661

Positivo 9 73

Autor: Adriana Rodriguez
Fuente: Base de datos CIEIC

El grafico muestra la existencia de combinaciones del fenotipo Rh con el antigeno DVI.

Pruebas de chi-cuadrado

Significacion
asintotica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 389,465° ,000
Razon de verosimilitud 19,122 ,001
N de casos validos 383

Existe significancia estadistica entre la relacion de antigenos CE/ce con el fenotipo DVI.
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Gréfico N°4.9. Distribucién porcentual del antigeno DVIy su relacion con el

fenotipo Rh, antigenos Cy E.

C+E+
14%

25% C+

61%

Autor: Adriana Rodriguez
Fuente: Base de datos CIEIC

El grafico muestra la existencia de antigeno C, E o su combinacién C+E y el fenotipo DVI.

4.1.6 Determinacién de la existencia de aloanticuerpos en donantes con
fenotipo DVI

Del total de donantes analizados y positivos para el fenotipo DVI, Gnicamente uno se
encuentra aloinmunizado. Adicionalmente los 49 donantes positivos en DVI fueron

clasificados como D débil.
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4.2 DISCUSION

La descripcion de la poblacion es un aspecto importante dentro de un estudio para
determinar su composicion y establecer la relacion de las variables de estudio, en este
caso se identific6 que estd compuesta mayoritariamente por el género masculino (60%),
dato similar al encontrado en los estudios de Granda y Ulloa (Ulloa & Chiriboga, 2013)
(Granda & Chiriboga, 2015) quienes realizaron investigaciones en donantes de sangre.

La existencia de una mayor frecuencia de donantes masculinos que femeninos se debe
especialmente a los requisitos implementados tanto por la Asociacion Americana de
Bancos de Sangre como la Organizacion Panamericana de la salud en relacion al nivel
de hemoglobina, hematocrito, y peso (Asociacién Americana de Bancos de Sangre, 2012)
(Organizacion Panamericana de la Salud, 2009). Otro dato importante fue la distribucion
de la poblacion de acuerdo a la procedencia,en este estudio se incluyeron 17 provincias
ecuatorianas, la provincia de mayor frecuencia fue Pichincha (44%), las restantes
presentaron una prevalencia entre 1 al 7%; permitiendo establecer la localizacién de los

donantes de sangre que presentan el antigeno DVI.

Otro aspecto dentro de la descripcion de la poblacion fue la frecuencia del grupo
sanguineo encontrandose que el de mayor prevalencia fue el O Rh negativo (65%),
seguido del A Rh negativo (25%), el 9% del grupo B negativo y Unicamente el 1% de AB
Rh negativo, datos similares al encontrado por Ulloa en su estudio retrospectivo de cuatro
afios en los que se encontraron que el grupo O Rh negativo es el mas frecuente (Ulloa &
Chiriboga, 2013).

El estudio de la identificacion y frecuencia del antigeno D parcial es importante en los
bancos de sangre especialmente por la produccion de aloinmunizacion en individuos Rh
D positivos, en esta investigacion se determiné una prevalencia del 13% del antigeno
DVI; otros estudios han establecido que la frecuencia de este antigeno varia de un grupo
étnico a otro, asi en la poblacién caucéasica es de 1: 6.200 y en individuos de raza negra
es alta. (Kabiri, Benajiba, Hajjout, Dakka, & Bellaoui, 2014), en Bélgica se determiné una
prevalencia del 7,8% (Van Sandt VS, 2015), mientras que en India se identific6 una
incidencia de 0,15% de D parcial (Kulkarni S, 2008). En Europa, Estados Unidos y
Australia se ha estimado una frecuencia de antigeno DVI entre 0,015% y 0,04% mientras

que en los Japoneses se detectd un DVI entre 5 millones (Geoff D. , 2013).

El analisis de la frecuencia y distribucion del antigeno DVI en el Ecuador permitio

establecer la provincia con mayor prevalencia fue Pichincha (38,78%), seguida de Loja
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con el 12,24%, Tungurahua y Cotopaxi con el 8,16% respectivamente y la de menor fue
Santo Domingo de los Tséachilas con 2,04%. Estos datos demuestran que la presencia de
las variantes del antigeno D y en especial de DVI escaracteristica de cada poblacion y
etnia (Kabiri, Benajiba, Hajjout, Dakka, & Bellaoui, 2014).

En este estudio la presencia del antigeno DVI y su relacion con el género se identificd
gue existe una mayor frecuencia en hombres (75%) que en mujeres, siendo un dato
indicativo de una probabilidad de aloinmunizacion durante un embarazo o a través de
transfusiones sanguineas incompatibles (Daniels, 2013).Asi lo concluye el estudio
realizado por Chou y Westhoff los que mencionan que mujeres portadoras de la variante
DVI pueden producir un anti-D altamente relacionado con enfermedad hemolitica del
recién nacido por lo que la identificacion de esta variante evitaria la sensibilizacion de
estas mujeres mediante una profilaxis (Chou & Westhoff, 2010); en Europa también se
reportd que el antigeno DVI esta relacionado con aloinmunizacionya sea durante el
embarazo o luegode una transfusién sanguinea (Kabiri, Benajiba, Hajjout, Dakka, &
Bellaoui, 2014).

Otro aspecto encontrado en este estudio fue la presencia del antigeno DVI en los
donantes de grupo O Du positivo con el 67%, A Du positivo 21% y B Du positivo 12%,
este hallazgo indica que el antigeno DVI se encuentra distribuido en los grupos
sanguineos de mayor frecuencia en el pais, este lo corrobora los resultados reportados
en el estudio realizado por Ulloa (Ulloa & Chiriboga, 2013).

En esta investigacion también se identifico la existencia de aloinmunizacion en donantes
de sangre con presencia del antigeno DVI encontrandose que Unicamente el 2,04% (1)
desarrollé6 un anti-D; sin embargo en el estudio realizado por Ulloa se determind una
aloinmunizacion por el antigeno D en 208 donantes de un total de 587 aloinmunizados en
cuatro afios de estudio (Ulloa & Chiriboga, 2013); en contraste en la investigacion
realizada por Checa en pacientes multitransfundidos no se encontré aloinmunizacion con
anti-D (Checa & Chiriboga, 2012).

Del andlisis de la relacion entre la presencia del antigeno DVI y los fenotipos del sistema
Rh se determind que existen 5 combinaciones diferentes: la de mayor frecuencia es
C+c+E-e+ con el 33%, seguida de la combinacion C+c+E-e+ y C-c+E+e+ con el 22%
respectivamente y C+c+E+e+ 12%; C-c+E-e+ 11%. Al separar los antigenos del sistema
Rh se estableci6 que las muestras que presentaban el antigeno DVI estaban
relacionadas con la presencia de los antigenos C+en un 61%; E+ el 25% y C+E+ con el

14%.Estos resultados concuerdan con la teoria de que la mayoria de los fenotipos DVI
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estan asociados al haplotido RHCE*C y en menor frecuencia al RHCE*CE (Geoff D. ,
2013). El estudio realizado por Goldman identificé la presencia del antigeno C+ en cuatro
donantes tipificados como Rh D negativo, sin embargo al realizar las pruebas de
confirmacion se los identific6 como D parcial, esto se debe a que la presencia de C es
una de las causas que se produzca una expresion reducida del antigeno D razén por la
cual se ha propuesto un algoritmo en el cual individuos con fenotipo Rh D negativo con
antigenos C o E deben ser tipificados para la deteccion de variantes de D (débil o parcial)
(Goldman, Resz, Ochoa, & Angus, 2013). Investigadores como Londero y otros
mencionan que en donantes con fenotipos RhD negativos y positivos para los antigenos
C y E deben ser analizados en busqueda de variantes de D (Londero, Fiorino, Miotti, &
De Angelis, 2010). La presencia de los antigenos CE puede provocar aglutinaciones
inespecificas al usar reactivos anti-D monoclonales lo que ocasiona que pase
desapercibido ciertas variantes del antigeno D como el DVI (Baptista-Gonzalez H. A.,
2004).

La tipificacién errénea de las variantes del antigeno D puede ocasionar reacciones
hemoliticas fatales es necesario que en pacientes y mujeres embarazadas se utilicen
reactivos monoclonales IgM que no detecten la variante DVI y en donantes reactivos dual
IgM&IgG de tal manera que se identifiquen todas las variantes de este antigeno; en el
caso del uso de tarjetas de gel se requiere que se utilicen aquellas que identifican a los
hematies portadores de DVI(+) 6 DVI(-) (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, & Ledbn de
Gonzalez, 2014). Esto permite clasificar a los individuos en: Caso de mujeres
embarazadas y pacientes como Rh D negativas para que tengan la posibilidad de recibir
profilaxis o sangre Rh D negativa. En el caso de donantes de sangre los portadores de
DVI deben considerarse como Rh D positivos (Asociacion Americana de Bancos de
Sangre, 2012).

El estudio realizado por Benalcazar determind que en Ecuador existen reactivos anti-D de
tipo policlonal-lgG, monoclonal-IgM y dual IgG&IgM para su uso en metodologia manual
gue cumplian con los criterios de calidad (potencia, avidez, especificidad y sensibilidad);
sin embargo eran utilizados indistintamente tanto en laboratorios particulares como en
bancos de sangre y de acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio se
recomendaria la eleccion adecuada del tipo de reactivo a ser utilizado tomando en
consideracién la recomendacion de Buelvas de que se establezca un protocolo de
deteccién diferenciado en pacientes, donantes y mujeres gestantes (Buelvas Cortés,
Mufiz-Diaz, & Ledn de Gonzalez, 2014) (Benalcazar & Chiriboga, 2013).
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4.3 CONCLUSIONES

® |La poblacion participante en este estudio fueron donantes de sangre de 17
provincias ecuatorianas en su mayoria conformada por el género masculino y

donantes de grupo O Rh D negativo.

= | a prevalenciay distribucidn del antigeno DVI es caracteristica de cada poblacién

y etnia determinandose que en la poblacidn ecuatoriana es del 13%.

® | a presencia del antigeno DVI en mujeres en edad fértil constituye un factor de
riesgo para el desarrollo de enfermedad hemolitica del recién nacido de igual
manera en el género masculino puede ocasionar una anemia hemolitica pos
transfusional debida a una aloinmunizacion, en este estudio se establecié que el

antigeno DVI esté distribuido mayoritariamente en hombres que mujeres.

® Las provincias con mayor frecuencia de la variante del antigeno DVI fueron
Pichincha, Loja, Tungurahua y Cotopaxi mientras que la distribucion de este

antigeno en las otras provincias vari6 entre el 4-6%.

®  Se establecid que la frecuencia del antigeno DVI en el grupo etario considerado
en edad fértil fue del 41%, dato que debe ser considerado en el Programa de
Maternidad Gratuita para implementar un nuevo esquema de tipificacion

sanguinea.

®  Se ha determinado que el grupo sanguineo de mayor prevalencia en el Ecuador
es el O, en este estudio se identific6 que el antigeno DVI esta relacionado
mayoritariamente con el grupo O Rh Débil por lo que debe implementarse la

tipificacion de variantes de D.

®  Estudios han establecido que los individuos portadores del antigeno DVI son
susceptibles de desarrollar un anticuerpo anti-D, en este estudio Unicamente se

identificd a un donante.

®  También se relacion6 la presencia del antigeno DVI con el haplotido RHCE
estableciéndose que los donantes incluidos en el estudio presentaron el fenotipo
C+ct+E-e+y C-c+E+e+ con el 22%.

®  |a presencia de los antigenos C y/o E han sido considerados como los causantes
de una baja expresion del antigeno D, en este estudio se encontré que los
individuos portadores del antigeno DVI poseen el antigeno C(61%); E(25%) y
CE(14%).

® | os resultados obtenidos en este estudio indican una adecuada eleccion de

reactivos para identificacion de las variantes del antigeno D.
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4.4 RECOMENDACIONES

De los resultados obtenidos en este estudio surgen varias recomendaciones para el

Ministerio de Salud Publica del pais y sus programas de salud asi:

®  Debe considerarse que existe una prevalencia de donantes de sangre portadores
del antigeno DVI lo que constituye un factor de riesgo de inmunizacion por lo que
se debe incluir nuevos métodos de deteccidon que identifiquen esta variante del

antigeno D especialmente en mujeres en edad fértil y/o embarazada.

®= Al no disponer de la metodologia en gel que es la que discrimina la presencia o
ausencia del antigeno DVI implementar un algoritmo de deteccion e identificacion
tanto para el antigeno D débil y D parcial.

= |os centros de medicina transfusional deben utilizar el tipo de reactivos anti-D
(monoclonal o policlonal) de acuerdo a las caracteristicas de los pacientes a ser
tipificado como lo sugiere el Manual Técnico de la Asociacibn Americana de

Bancos de Sangre.

" En el caso de laboratorios clinicos debe considerar el uso de reactivos
monoclonales IgM que no detecten el antigeno DVI de tal manera que los
portadores sean identificados como Rh D negativos y confirmados con la prueba

de antiglobulina humana o Coombs directo.

®" Todos los individuos que sean tipificados como RhD negativos 6 Du positivos (D
débil) deben ser sometidos a la identificacion fenotipica de los antigenos CDE

(C,c,E,e) ante la posibilidad de encontrar variantes del antigeno D.

® Todos los individuos que presenten un resultado positivo en el fenotipo Rh (C+,
E+ 6 CE+) deben ser sometidos a la identificacién del antigeno DVI u otra variante
de D.

" Todos los pacientes y mujeres embarazadas deben ser tipificadas utilizando
reactivos monoclonales IgM, y a los donantes mediante el uso de reactivos Dual
IgG e IgM.

®" Programa de Maternidad Gratuita debe incluir en la prestacion de servicios la
inclusion de la determinacién de variantes del antigeno D.

" Ministerio de Salud Publica y el Programa Nacional de Sangre debe vigilar y
facilitar la existencia de reactivos anti-D validados y con caracteristicas

especificas para la deteccidn inequivoca de las variantes de D.
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4.6 ANEXOS

Anexo 1. Técnica de control de Coombs

Células control Coombs se producen al sensibilizar in vitro células rojas humanas con
anticuerpos anti-D (IgG), cuyo objetivo primordial es producir aglutinacion fuerte en
presencia de los reactivos de antiglobulina humana (Coombs) de esta manera se puede
controlar la viabilidad y potencia del reactivo elegido sea este en tubo o en gel.

Proceso:

1. Obtener sangre con anticoagulante EDTA Rh positiva.

N

Centrifugar por 1 minuto para precipitar los glébulos rojos.

3. Retirar el plasma con una pipeta pasteur.

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

6. Incubar durante 15 minutos a 37°C.

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

8. Diluir en 1 ml de solucién salina

9. Utilizar por 1 semana.

Fuente: AABB, 2012.
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Anexo 2 Ejemplo de Numeracion aleatoria con un n=225

172
131
182
265
216
416

93
342
302
124
428
227
132

419
296
288
207
287
425
123

96
260

39
105

101

13
100
337
173
259
266
142
295
331

77
113
407
382
339
128
395

76
115
301
268
160
429
133
201

213
439

80
330
297
239

12
302
102
272
238

366
111
11
398
296
97
235
12
211
95
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67
345
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115
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95
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202
262
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390
245
288

54
389
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54
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89
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58
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323
217
307
105
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413
213
25
114
192
7
435
129

390
403
440
402
415
370
312
380
278
156

58
358
373
431
250

56
208

90
246
310
423
341
119
194
213
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Anexo 3. Ejemplo de Lectura en equipo DELFIN

Barcode:5053168271302208225
AHG

.

-

++

DAT: positive

(DiaClon) (5009)

Barcode:5009248051208450841
A B D ctl Al

Group: A Rh(D): positive

SAMPLE: 004644 SAMPLE: 004644
Test:M031 Batch Date Operator Test:PRS0 Batch Date Operator
Bloodgr. + Revgr- AB-D-ctlALB  1st 4671 25/07/2012 0:40:07 SAGUILAR Crossmatch: (IAT)5053 st 4671 25/07/2012 0:40:07 SAGUILAR
(DiaClon) (5009)
Barcode:5009248051208450633 Barcode:5053168271302208302
A B D ctl Al B AHG AHG
- — -
BAUR' B [ |
- [ - -
+H+ - +H+ - +H+ - -
Group: A Rh(D): positivo Tube Donor Result
5 20121804 Crossmatch: compatible
6 20121784 Crossmatch: compatible
Test:PR17 Batch Date Operator Test:M031 Batch Date Operator
Direct Antiglobulin test (IAT) 5053 Ist 4677 25/07/2012 11:24:12 DCARVAJAL Bloodgr. = Rever: ABD<tVALI-B  1st 4678  25/07/2012 12:00:13 DCARVAJAL

Fuente: Base de datos sistema DELFIN.
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Anexo 4: Protocolo de Identificacion de anticuerpos irregulares.

Test cell reagents for the ID-System

Test cell reagents for the ID-System
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* Tocos 1os reactivos Ge eritrocitos de pruebe estan 1D-System’” de Bio-Rac.
alos: | positive, h .
antsg Sp -0 (Diego) 1041 ey cell 2 antes cel a0 2 2e cooce os Fascos = 8
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Fuente: BIORAD
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Anexo 5: valoracion de la cantidad de aglutinacidén que se observe.

= Aglutinacion completa de todas las células: 100%

1+ B

= Aglutinacién de la mayoria de células: 80%

3+ &

] Aglutinacion a simple vista: 30%

Positividad débil: 10%

No se observa aglutinacion

Negativo

Lisis de globulos rojos (hemolisis)

Fuente: Manual Técnico AABB, 2012.
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Anexo N°6: Proceso y procedimiento del estudio

Recoleccién de muestras Patrén de lectura
Recoleccién de muestras

2 ROA ECUATORANA

U mmmm

AL

CRUZ ROJA EC|
I0CENTRO “‘Tow
Ao, :u o] 18 GraoNAL
GLOBULOS ROJOS NORMa, c'i-m

mlmml

5115027;

‘“IWII!IIIII|I|I

Procesamiento de la Centrifugacion de tarjetas Lectura de tarjetas
muestras

E vz ROA\“' (LU
ST

UATORIANA

Eﬂ “Tiimwmn
- SPECS nn\m\mu\\\\\\\\‘

Autor: Adriana Rodriguez

Fuente: Hemocentro de Cruz Roja
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