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RESUMEN

Identificacion de antigenos del sistema eritrocitario Kidd en mujeres donantes de sangre
que acuden al Hemocentro de la Cruz Roja Ecuatoriana, durante el periodo Junio -
Diciembre 2015

Introducciodn: El sistema eritrocitario Kidd fue identificado en el afio 1951 y de acuerdo a
la Sociedad Internacional de Transfusion de Sangre es clasificado como ISBT-009, sus
antigenos (Jka y Jkb) se encuentran relacionados con la producciéon de anticuerpos
denominados silenciosos, es decir que durante el primer contacto no producen reacciones
transfusionales ni enfermedad hemolitica del recién nacido, pero al segundo estimulo
producen graves reacciones hemoliticas tanto postransfusionales como las relacionadas al
embarazo. Actualmente el anticuerpo anti-Jk(a); se encuentran involucrado con el
desarrollo de enfermedad hemolitica del recién nacido, anemia hemolitica autoinmune, y
reacciones pos transfusionales en trasplantes renales, en contraste el anti-Jk(b) esta
relacionado con reacciones hemoliticas transfusionales y rechazo en trasplante renal .
Materiales y Métodos: se realizé un estudio descriptivo transversal en el Hemocentro de
Cruz Roja Ecuatoriana a todas las donantes del género femenino, analizandose un total de
383 mujeres procedentes de 11 provincias ecuatorianas. Se aplicdé una estadistica
descriptiva y en la relacion de las variables se utiliz6 el estadistico de chi cuadrado.
Resultados: Se identificaron los cuatro fenotipos del sistema Kidd siendo el mas
prevalente el Jk(a+b-) 26,63%. Un hallazgo importante fue la existencia del fenotipo Jk null
en el 13,58% de la poblacion estudiada. Estos fenotipos se encuentran distribuidos de
forma heterogénea en las provincias ecuatorianas. Conclusiones y Recomendaciones:
Los datos demuestran la existencia de varios fenotipos en las mujeres en edad fértil lo que
constituye un reto para el Programa Nacional de Sangre que debe proponer nuevas
estrategias para el control y prevencion de aloinmunizaciones. Asi como algoritmos de
tipificacion sanguinea en mujeres embarazadas y su aplicacion en el programa de

maternidad gratuita.



ABSTRACT

Antigens identification of the KIDD erythrocyte system in female blood donors who came

to the Ecuadorian Red Cross Blood Center during, June — December 2015.

Introduction: The Kidd erythrocyte system was identified in 1951 and according to the
Blood Transfusion International Society it is classified as ISBT-009; its antigens (Jka and
Jkb) are related to the antibodies production that are called silent, namely during the first
contact they do not produce neither transfusion reactions nor newborn’s hemolytic disease,
but at the second stimulus they produce severe hemolytic reaction both in post- transfusions
and in those related to pregnancy. Nowadays the antibody anti- Jk(a) this involved with
newborn’s hemolytic disease, autoimmune hemolytic anemia, and reactions after
transfusion in kidney trasnplants, in contrast anti-Jk(b) is associates with hemolytic
transfusion reactions and rejection in kidney transplants. Materials and methods: a
descriptive transversal study was carried out at the Ecuadorian Red Cross Blood Center to
all female donors by analyzing a total of 383 women from 11 Ecuadorian provinces. A
descriptive statistic was applied and in the variables relation a statistic chi-square test was
used. Results: Four Kidd phenotype were identified and the prevalent was Jk(a+b-)
26,63%. An important finding was the existence of Jk null phenotype in 13,58% of the
studied population. These phenotypes are distributed in a heterogeneous way in the
Ecuadorian provinces. Conclusions and Recommendations: The data shows the
existence of several phenotypes in women in childbearing age, what constitutes a challenge
for the National Blood Program which shall propose new control and prevention strategies
for alloimmunizations, as well as for blood classification algorithms in pregnant women and

their application in the free maternity program.
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INTRODUCCION

El sistema eritrocitario Kidd fue identificado en el afio 1951 y fue reconocido por la
importancia clinica en la produccion de reacciones hemoliticas transfusionales y la
enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN) (Hamilton, 2015). Esta ocurre cuando la
madre ha sido sensibilizada por el intercambio de sangre que mantiene con el feto durante
el embarazo, la particularidad de este anticuerpo inmune constituye el rapido descenso del
titulo hasta hacerlo indetectable, sin embargo se activa fuertemente al estar en contacto
con glébulos rojos de diferente fenotipo (Osaro, Mairo, Yusuf Bashir, Ahmed, & Hauwa,
2014).

Los antigenos que forman parte de este sistema son Jk(a) y Jk(b), el anticuerpo anti-Jk(a)
es el responsable de causar reacciones hemoliticas transfusionales y enfermedades
hemoliticas en el feto o en el recién nacido, asi como también es el responsable de
reacciones pos transfusionales en trasplante renal que puede desembocar en sindrome
nefrético (Sanford, Bourikian, McClain, & Curtis., Development and Detection of Kidd
Antibodies, 2015) de la misma manera el anticuerpo anti-Jk(b) est4 también implicado en
el rechazo de trasplante renal por histocompatibilidad antigénica, por lo que actualmente
este sistema ha sido considerado en este ambito, ya que sus antigenos se expresan en la
membrana eritrocitaria y células endoteliales de los vasos sanguineos de la médula del
rifién; la produccion del anticuerpo ocurre cuando el paciente esta en contacto con sangre

incompatible (Rourk & Squires, 2012).

Estudios recientes han demostrado que la glicoproteina del sistema Kidd permiten el
transporte de urea y esto lo corroboran estudios en individuos con el fenotipo JKnull que
presentan disminucién de urea dentro del hematie produciendo un menor volumen para ser
evacuado fuera del rifibn. (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Ledn de Gonzélez, 2014). Los
individuos que presentan el fenotipo null Jk(a-b-) no estan considerados como clinicamente
enfermos sino que son capaces de desarrollar anticuerpos anti-Jk que pueden provocar

reacciones transfusionales, es por esta razon que deben ser tipificados en forma correcta.

En esta investigacion se identificé al 13,58% de individuos portadores del fenotipo Jknull
hallazgo que pone en alerta a los servicios de medicina transfusional especialmente al
tratarse de mujeres en edad fértil. Adicionalmente, se determin6 que este fenotipo era

comun en 8 de las 11 provincias que intervinieron en el estudio, datos que deben



considerarse para establecer nuevas estrategias en la realizacion de pruebas pre

transfusionales.

Un aspecto que debe ser considerado es que las mujeres que intervinieron en este estudio
aun no presentan aloinmunizacién es decir la produccion de anticuerpos de un individuo
con especificidad a células o tejidos de otro, sin embargo es importante mencionar que la
caracteristica de estos anticuerpos es que no son facilmente detectados por lo que
constituye un factor de riesgo en mujeres aloinmunizadas. También existe problemas en el
abastecimiento de reactivos en el pais, al no tener acceso a paneles homocigotos de
identificacion es imposible detectar este tipo de anticuerpos caracteristico de la

denominada aloinmunizacion silenciosa.

También en este estudio se determiné la frecuencia fenotipica-alélica definida como el
numero de individuos que expresan un determinado fenotipo “visible”; al realizar este
célculo matematico permite al banco de sangre obtener la probabilidad de que un paciente
al ser transfundido va a desarrollar una aloinmunizacion. En la presente investigacion se
obtuvo que el alelo Jk(a) se repetia 628 veces en la poblacion en estudio y que el Jk(b) 442
veces por lo tanto se esperaria que ocurra una aloinmunizaciéon por el antigeno Jk(a) por

la frecuencia en sus repeticiones.

La deteccion de estos antigenos Jk(a) y Jk(b) debe realizarse por la metodologia en gel
coombs por ser mas sensible y especifica que la técnica manual en tubo siempre y cuando
se mantenga un estricto control de calidad tanto del gel como de los antisueros comerciales

adquiridos para la tipificacion.

Un aspecto importante es la distribucion heterogénea de los cuatro fenotipos del sistema
Kidd en las 11 provincias ecuatorianas, este dato alerta sobre el cambio inmediato de los
algoritmos de tipificacion en mujeres en edad fértil y aquellas en estado de gravidez asi

como su incorporacion en el Programa de Maternidad Gratuita de cada provincia.

Con los resultados obtenidos de este estudio se recomienda que se continde con la
confirmacion molecular de los fenotipos identificados como null, asi como alertar al sistema
nacional de sangre sobre la existencia de mujeres portadoras de los cuatro fenotipos del

sistema Kidd.



CAPITULO |

1.1 JUSTIFICACION

A pesar de la introduccion de nuevos métodos de deteccidn para evitar reacciones pos
transfusionales aun constituye un riesgo la transfusion sanguinea debido a la ocurrencia
de reacciones adversas. Este es el caso de los antigenos que forman parte del sistema
Kidd (Osaro, Mairo, Yusuf Bashir, Ahmed, & Hauwa, 2014). Estos antigenos son capaces
de iniciar una reaccion inmune imperceptible debido a su efecto dosis, es decir los
anticuerpos resultantes en una alo-inmunizacién reaccionan exclusivamente con células en
las que el antigeno se encuentra en estado homocigoto, mientras tanto permanecen en
dosis bajas que no pueden ser facilmente detectadas en las pruebas pre transfusionales o
cruzadas. (Buelvas Cortés, Muiiiz-Diaz, & Leon de Gonzélez, 2014).

Generalmente los anticuerpos de este sistema se caracterizan por ser de tipo IgG e IgM,
ambos relacionados con la fijacion del complemento por lo que pueden ocasionar
reacciones hemoliticas inmediatas o tardias (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Ledn de
Gonzélez, 2014). Esta caracteristica en el laboratorio lo transforma en un anticuerpo de
dificil deteccién ya sea por la escasa cantidad en la muestra del paciente o porque las
células utilizadas para su identificacion no son homocigotas (Asociacibn Americana de

Bancos de Sangre, 2012).

Por lo que la identificacién de la frecuencia de antigenos del sistema Kidd en la poblacion
es importante debido a la implicacion clinica que presentan los anticuerpos en un individuo,
presentandose diferentes enfermedades como: oliguria e insuficiencia renal por la
presencia de anticuerpos del fenotipo Kidd nulo (anti- Jk*) en un individuo, como causa de
la no concentracién de urea en orina debido a que el sistema kidd es una glicoproteina
encargada del transporte de urea intra y extraeritrocitaria (Daniels G. , 2013) Otra razon
por la que el antigeno Kidd (Jk) alcanza relevancia en medicina transfusional es por estar
relacionado en el origen de la enfermedad hemolitica del recién nacido y hemdlisis severa
y fatal (Daniels G. , 2013).

En Ecuador, se desconoce la frecuencia de antigenos del sistema Kidd en mujeres
donantes de sangre lo que constituye un riesgo en la seguridad transfusional debido a la
aloinmunizacion que puede producirse ya sea durante una transfusion o en un embarazo,

estudios han determinado que el anticuerpo anti-Jk* es uno de los responsables de
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anemia hemolitica postransfusional severa y fatal (Daniels G. , 2013). Por lo que es
importante determinar la frecuencia de antigenos del sistema Kidd en mujeres donantes
que permita alertar a la poblacion femenina de una posible aloinmunizacion durante el

embarazo o luego de una transfusion sanguinea.

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los anticuerpos del sistema Kidd son de gran importancia en la medicina transfusional
debido a que los niveles en el plasma de un individuo inmunizado disminuyen rapidamente
sin un nuevo estimulo antigénico por lo que son dificiles de ser detectados en el laboratorio
a través de pruebas convencionales (Asociacién Americana de Bancos de Sangre, 2012).
Cuando un paciente ha desarrollado anticuerpos anti-Kidd debe recibir durante una
transfusion concentrados de globulos rojos carentes del antigeno correspondiente para ello
debe realizarse una tipificacion extensiva a todos los donantes de sangre (Daniels G. ,
2013).

La tipificacion de los antigenos del sistema Kidd no debe realizarse Unicamente en
transfusiones sanguineas sino también en trasplantes renales, ya que ha sido identificado
como un antigeno del sistema de histocompatibilidad por ser la causa de rechazo severo
de un trasplante de rifion. El estudio realizado en un centro de trasplantes renales
determiné que injertos con antigeno Jk*Jk" diferentes ocasionaron una respuesta inmune
caracterizada por inflamacion intersticial y produccion de citocinas que ocasionaron un
rechazo el cual puede ser leve o fatal (Holt, y otros, 2004) (Lerut, 2007).

Otro aspecto a ser considerado es la produccion de autoanticuerpos del sistema Kidd que
ocasionan un cambio en el fenotipo, se ha reportado que un paciente con purpura
trombocitopénica inmune (PTI) fue tipificado inicialmente como Jk(a-b+) pero al necesitar
una nueva transfusion fue identificado como Jk(a+b+), siendo realmente un Jk(a+), este
paciente desarroll6 un auto-anticuerpo anti-Jk; igual suceso ocurri6 en pacientes con
infeccion crénica de vias urinarias por Proteus mirabilis, los pacientes mostraban un
autoanticuerpo anti-Jk(b), a pesar de que su fenotipo es Jk(a-b+). Todos estos hallazgos
confirman la necesidad de realizar un tipificacion completa tanto en donantes como
pacientes ya que permitird prevenir aloinmunizaciones y reacciones hemoliticas

transfusionales (Daniels G. , 2013).
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Finalmente la existencia de fenotipo Kidd null en una poblacién es indicativo de un aumento
en enfermedad hemolitica del recién nacido y reacciones hemoliticas transfusionales,
estudios han establecido que las mujeres con fenotipo Jk(a-b-) tienen siete veces mas
posibilidades de desarrollar anticuerpos anti-JK3, cuya caracteristica es reaccionar con
todas las células que presenten los antigenos Jk(a+b-) 6 Jk(a-b+); por lo tanto deben recibir
sangre carente de antigenos del sistema Kidd (Daniels G. , 2013) (Daniels & Bromilow,
2010).

En Ecuador no existen datos acerca de la frecuencia de los antigenos del sistema Kidd
por lo que este estudio constituye un aporte para el Programa Nacional de Sangre en la
elaboracion de nuevos protocolos de identificacion de fenotipos especialmente en mujeres

embarazadas o en edad fértil.

Pregunta del problema: Cual es la frecuencia fenotipica de antigenos del Sistema Kidd
presentes en la poblacién de donantes femeninos del Hemocentro de la Cruz Roja?

12



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia de antigenos del sistema Kidd (Jka y JKb) en donantes mujeres

gue acuden al Hemocentro de Cruz Roja-Quito de Junio a Diciembre del 2015.

1.3.2 OBJETIVO ESPECIFICOS

1.3.3

Establecer la frecuencia de antigenos del sistema Kidd en sus diferentes
combinaciones en donantes mujeres que acuden al Hemocentro de Cruz Roja
mediante la técnica en gel durante el periodo junio — diciembre 2015.

Identificar el tipo de antigeno del sistema Kidd mas frecuente en donantes mujeres
del Hemocentro de Cruz Roja.

Determinar la frecuencia fenotipica del sistema Kidd que presentan las mujeres
donantes que acuden al Hemocentro de Cruz Roja.

Establecer la distribucion de fenotipos del sistema Kidd en las diferentes provincias
del pais.

Relacionar la frecuencia de fenotipos del sistema Kidd con los grupos etarios y

procedencia.

LIMITACION DEL ESTUDIO.

Una de las principales limitaciones del estudio constituye el acceso a los reactivos para

técnica en tubo debido al problema en la importacién en el pais por las normas impuestas,

y el costo que significaria realizar el estudio con el sistemagel.
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CAPITULO Il

2.1 MARCO TEORICO Y CONCEPTUAL

2.2.1 ANTECEDENTES

El sistema Kidd fue descubierto en 1951 en una paciente que produjo anticuerpos durante
el embarazo ocasionando una enfermedad hemolitica fatal para el feto, las investigaciones
realizadas posteriormente le dieron el nombre al antigeno que encontraron en las células
del feto como Jka (Erhabor, Hassan, Alhaji, Yakubu, & Buhari, 2014). El estudio realizado
por Erhabor determiné una prevalencia del 4,9% y 8% de antigenos Jk* y Jk°
respectivamente siendo baja en relacion a otros estudios en las poblaciones étnicas de
China. Otro hallazgo importante fue que el aloanticuerpo anti-Jk?es altamente inmunégeno
y por lo tanto causante de reacciones hemoliticas postransfusionales y enfermedad
hemolitica del recién nacido (Erhabor, Hassan, Alhaji, Yakubu, & Buhari, 2014).

Otros estudios realizados en Europa determinaron que la frecuencia en esta poblacion es
del fenotipo Jk (a+) aproximadamente del 76,45% (Race & Sanger, 1975) (Daniels G. ,
2013) ; al igual que en Africa que es del 75% (Mourant, Kopec, & Domaniewska - Sobczak,
1976) (Daniels G. , 2013); sin embargo en China es solamente del 30% mientras que en
Japoén es del 20% (Daniels & Bromilow, 2010).

A pesar de que exista una prevalencia baja estos antigenos estan directamente
relacionados con aloinmunizacién silenciosa, es decir que al primer contacto no se
desencadena una reaccion hemolitica, el caso reportado por Vucelic lo confirma; en una
mujer de 64 afios que presentd 6 embarazos, 2 nifios vivos y 4 abortos, ingres6 debido a
complicaciones respiratorias y una anemia severa, recibe tres trasfusiones sanguineas que
inicialmente cumplen con su objetivo sin embargo al séptimo dia baja bruscamente el valor
del hematocrito y sin signos de hemorragias se sospecha de aloinmunizacion detectandose
un anti-Jk*, esto debido a que no fue detectado en las anteriores transfusiones una de las
explicaciones fue que los anticuerpos anti-Kidd tienden a caer rapidamente su
concentracion y no son detectados facilmente; y este caso fue una clarareaccion  inmune

secundaria (Vucelic, Sawvic, & Djordjevic,  2005).
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Otro caso reportado por Fuping, 2006 de una mujer con embarazo ectépico de 28 afios
gue requeria una transfusién sanguinea, sufre de una reaccion postransfusional hemolitica
aguda, luego de realizar las pruebas necesarias se determiné que la paciente presentaba
un fenotipo Jk(a-b+) y la sangre transfundida fue Jk(a+b-), por lo que se identific6 que el
antigeno Jk®es altamente polimoérfico. A partir de este caso se determiné la frecuencia en
China, asi el antigeno Jk®es 24,51%; Jk3IK® es 43,82% y la de JK® fue de 31,63% (Fuping
& Jingchun, 2006).

El estudio realizado en la India encontr6 que el antigeno Jk® exhibia una frecuencia del
81,4% y Jk® de 67,6% diferente a otros grupos étnicos pero similar a los caucésicos; en la
poblacién negra el fenotipo mas comun fue Jk®con un porcentaje del 57% demostrandose
asi que similitudes y diferencias dependen de cada poblacién (Makroo, Bhatia, Gupta, &
Phillip, 2013).

Lauren, A. en el afio 2015 report6 un caso de reaccion hemolitica tardia en un hombre de
55 afios que recibié 10 pintas de sangre por un accidente, luego de diez dias presentd una
reaccion hemolitica postransfusional sin causa aparente, luego de la investigacion se
determiné que presenté una aloinmunizacién por uno de los antigenos Kidd (Jk?), los datos
de laboratorio indicaron que el paciente presentaba un fenotipo Jk® negativo y uno de los
concentrados transfundidos poseia el antigeno Jk®positivo (Lauren Anne, Diaa, & Nathaniel
Perryman, 2015).

Todos estos estudios informan la necesidad de identificar los antigenos Kidd tanto en
pacientes como donantes debido a la importancia clinica de este sistema, adicionalmente
permite emitir informacion al Sistema Nacional de Sangre de la frecuencia de estos

antigenos y los principales fenotipos circulantes.
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2.2 MARCO TEORICO

2.2.1 Sistema Kidd

El sistema Kidd fue descubierto en 1951 y de acuerdo a la Sociedad Internacional de
Transfusion de Sangre es clasificado como ISBT-009, es una glicoproteina que se
encuentra en el eritrocito donde atraviesa la membrana aproximadamente diez veces y

tiene la funcion de transportar urea (Figura N°1) (Sriwanitchrak, 2012) (Mufiiz Diaz, 2010).

La funcion de esta glicoproteina es transportar rapidamente la urea de forma intra y
extraeritrocitaria, los eritrocitos cuando atraviesan la médula renal, la urea entra al hematie
garantizando un volumen adecuado al ser evacuada inmediatamente antes de salir de la

médula y de esa manera asegura la eficacia del rifion. (Bonifacio & Novaretti, 2009).

Figura N°1. Representacién esquematica de la membrana eritrocitariay la insercion

de las proteinas donde se encuentran los diferentes grupos sanguineos

MNSs Kell Rh Kidd Yt Cromer
Lutheran Duffy Diego Dombrock
KX Colton NH,
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$68)68888ge\ge\e/od 88888

Citoplasma

Autor: Mufiiz-Diaz Eduardo
Fuente: Significado biolégico de los grupos sanguineos-Tercer Médulo
Estudios recientes han confirmado que la glicoproteina Kidd es un transportador de urea
mediante la determinacion de los fenotipos e identificacién del antigeno null, eritrocitos

carentes de antigenos Kidd resistian a la lisis inducida por urea 2M y al analizar el

transporte de urea, esta se encontraba completamente disminuida (Mufiiz Diaz, 2010).
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2.2.2 Herencia del sistema Kidd.

La herencia de los grupos sanguineos se relaciona directamente con un gen especifico el
cual codifica la presencia de un determinado antigeno eritrocitario el que es expresado en
la superficie del glébulo rojo (Geoff, 2013) (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Leon de
Gonzalez, 2014). Esta herencia sigue las leyes de Mendel especialmente la de
codominancia y la de recombinacion independiente esto proporciona un sinnimero de
combinaciones que dan origen a varios fenotipos que son caracteristico de cada poblacion
(Race D. R., 2010)

Por ejemplo en el caso del sistema Kidd los alelos que aportan cada caracter son
heredados de forma independiente y codominante, asi el alelo JK1 que codifica Jk? no
ejerce ningtin dominio sobre su alelo antitético JK2 que codifica al antigeno JK®, por lo que
se expresan los dos en la membrana de los eritrocitos (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, & Leén
de Gonzalez, 2014) (Figura N°2). Dentro de este proceso también existen genes
supresores cuya funcion es afectar la expresion de otros genes como en el caso del
fenotipo Kidd nulo.

Figura N°2. Representacién de la glicoproteina Kidd en la membrana eritrocitaria

JK3JKP
280
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Autor: Daniels, G 2013

Fuente: Grupos Sanguineos
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2.2.3 Antigenos del sistema Kidd

Los antigenos del sistema Kidd son polimérficos y producidos por dos alelos JK1 (Jk?) y
JK2 (Jk"). Estos dan origen a varias combinaciones obteniéndose cuatro probables
fenotipos y probables genotipos (Daniels G.,2013): Jk (a+b+);Jk (a+b-); Jk (a-b+); Jk(a-b-),
este ultimo fenotipo es considerado como “null fenotipo” o fenotipo nulo, es producto de
una delecién y se hereda de forma recesiva siendo comun en Polinesia (Buelvas Cortés,
Mufiiz-Diaz, & Ledn de Gonzalez, 2014) (Daniels G. , 2013).

Los antigenos del sistema Kidd se desarrollan en los eritrocitos del neonato siendo la
distribucién de los fenotipos fetales igual a la de los adultos, los antigenos Jk®y Jk® pueden
ser detectados a las 11 y 7 semanas respectivamente en el feto (Daniels G. , 2013). Estos

antigenos no son detectados en linfocitos, monocitos, granulocitos o plaguetas.

El gen Jk tiene 30 kb y contiene 11 exones de los cuales del exon 1 — 3 y parte del 4
presentan la region 3" no codificante, la otra parte del exén 4 — 11 se encarga de codificar
proteinas maduras. (Daniels G. , 2013). (Tabla N°1)

Tabla N°1. Descripcién del sistema Kidd

14, Anion Exchanger
Member 1).

GEN CROMOSOMA CODIFICA GENOTIPOS FENOTIPOS
SLC14A1 Cromosoma 18 | Ex6n 4 —11 Jk (a+b-) Ik — Jk*
) _ Locus 18qll - _ . b ao
(Solute Carrier Family 12 Aminoéacidos Jk (a-b+) JK” - Jk
glz.

Jk(a-b-) Jk— Jk3

Autor: Daniels, G 2013
Fuente: Grupos Sanguineos

2.2.4 Anticuerpos del sistema Kidd

Los anticuerpos son producidos por la respuesta inmune del organismo frente a antigenos.
(Daniels G. , 2013) En el caso del sistema Kidd se han encontrado que son antiglobulinas
de tipo 1gG o IgM, siendo el tipo IgM mé&s comun. Sin embargo en los casos de reaccion
transfusional, estos anticuerpos reaccionan mejor a 37 °C siendo de tipo IgG. (Calderdn,
Corredor, & Sastoque, 2007). Los anticuerpos se dividen en auto anticuerpos y alo

anticuerpos, en el primer caso son el producto de la reaccion contra antigenos del mismo
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individuo, generalmente se originan luego de infecciones del tracto urinario, mientras que
en el segundo caso pueden ser naturales o inmunes producidos en el embarazo o en

transfusiones de sangre incompatibles. (Garcia C. A., 2009).

Dentro de lo anticuerpos del sistema Kidd encontramos a los anti-Jka y anti- Jkb. Con mayor
frecuencia se encuentran en reacciones transfusiones a los aloanticuerpos anti- Jka, estos
anticuerpos son dificiles de detectar debido a su rapida desaparicion del plasma,
normalmente aparecen al mes de haber sido transfundida la persona carente de este
antigeno y poco a poco van disminuyendo sus niveles hasta desaparecer por completo a

los tres meses. (Daniels G. , 2013)

En estudios realizados anteriormente se ha descubierto que aunque son de
inmunogenicidad relativamente baja, el anti-Jka puede causar mucho dafio ya que es
responsable de varias reacciones post-transfusionales como por ejemplo reacciones
hemoliticas transfusionales (HTR) intravascular agudas o tardias severas o fatales.
(Calderén, Corredor, & Sastoque, 2007)

También esta relacionado con oliguria, fallo renal y hasta la muerte del paciente; ademas
en otros pacientes se han presentado Enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN)
severa y fatal. Todas estas reacciones aparecen cuando el paciente es re-expuesto al
antigeno, activandose el sistema inmune y las células de memoria que inician la produccion
de anticuerpos que conllevaran a la activaciéon del complemento. (Calderén, Corredor, &
Sastoque, 2007)

En la actualidad se pueden encontrar varios casos de reacciones transfusionales en nifios,
adultos y mujeres embarazadas (Daniels G., 2013). Un caso de alo anticuerpo se encontré
en un paciente que padecia de leucemia linfocitica cronica en el cual se encontr6 anti-Jkb;
mientras que la presencia de auto anticuerpos se presenté en un paciente que habia sufrido
de infecciones crénicas por proteus y presentaba signos de reaccion hemolitica

encontrandose un autoanti-Jkb. (Daniels G. , 2013).

2.25 Frecuencia Alélica.

Los antigenos del sistema Kidd son heredados como el producto de alelos codominantes,
aproximadamente el 76% de individuos poseen el antigeno Jk®de estos el 26% tienen el
genotipo Jk?/Jk?, el 50% expresan el fenotipo Jk*Jk"y el 24% el fenotipo Jk®/Jk® (Harvey &
Anstee, 2014). La frecuencia alélica en la raza blanca es: Jk*0.514; Jk° 0.486 en contraste

en la raza negra el Jk? es alta de 0.75 y bajo en China y Jap6n con 0.25. El tipo
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Jk(a-b-) fue encontrado en Filipinas y Sur Este de Asia, siendo poco comun en Polinesia
donde la frecuencia es inferior a 0.001 (Harvey & Anstee, 2014).

Existen varias teorias sobre la existencia del fenotipo Jk(a-b-) se cree que se debe a un
gen silente recesivo Jk 0 a un gen inhibitorio dominante In Jk, el resultado es la restriccion

de la presencia del antigeno Kidd (Harvey & Anstee, 2014).

2.2.6 Métodos de deteccion.

La determinacion de los grupos sanguineos son pruebas realizadas en todos los
laboratorios clinicos y son una de las principales determinaciones utilizadas en los bancos
de sangre previas a una transfusion sanguinea, por lo que estos lugares deben dotarse de
tecnologias y metodologias que proporcionen la mayor seguridad en la identificacion del
tipo de sangre que posee un paciente. Sin embargo se ha limitado esta deteccién al sistema
ABO y Rh sin tener en consideracién que existen 33 sistemas eritrocitarios (Buelvas Cortés,
Mufiz-Diaz, & Lebén de Gonzalez, 2014).

Inicialmente los estudios inmunohematoldgicos en bancos de sangre se realizaban en
técnicas manuales en “tubo” y se limitaba a la deteccion del sistema ABO, Rh y anticuerpos
irregulares, debido a la demanda y aumento en el nimero de donantes estas técnicas
manuales fueron insuficientes y se cambid a técnicas semiautomatizadas (Mufiiz Diaz,
2010).

Actualmente, la introducciéon de técnicas automatizadas han mejorado la deteccion de
anticuerpos irregulares y grupos sanguineos eritrocitarios especialmente los considerados
de significancia clinica de acuerdo a cada poblacion. Asi también ha mejorado la precision,
fiabilidad y eliminacion de la subjetividad en la obtencion y analisis de resultados (Mufiiz
Diaz, 2010). Esto se alcanzé a través de equipos automatizados que utilizan codigos de
barra para la identificacion de muestras, realizan el pipeteo de muestras y reactivos, si es
necesario los diluyen, incuban, centrifugan, leen e interpretan los resultados de tal manera
gue se reduce completamente la manipulacién del operador minimizando y eliminando los
errores en las fases pre y pos analitica del proceso de tipificacion, esta tecnologia es util
en Hemocentros o Bancos de Sangre donde se procesan una gran cantidad de muestras
diarias (Asociacion Americana de Bancos de Sangre, 2012). Adicionalmente se requiere

de un control de calidad que aseguren los resultados obtenidos.
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2.26.1 Equipos automatizados en formato microplaca

Estos equipos se caracterizan por utilizar microplacas de 96 pocillos en los que se
encuentran adheridos los reactivos correspondientes para la determinacion de los grupos
sanguineos. Se realiza el pipeteo de cada muestra y por centrifugacion se obtiene la union

antigeno-anticuerpo y se lee el resultado por aglutinacion (Mufiiz Diaz, 2010).

2.2.6.2 Equipos automatizados en formato con centrifugacion

En estos equipos se utilizan microplacas que contienen reactivos con anticuerpos
monoclonales adheridos en la superficie, el pipetor automatizado afiade los eritrocitos y se
realiza la centrifugacion si existe union los eritrocitos se adhieren a la superficie de lo
contrario se forma un botéon en el fondo del pozo siendo un resultado negativo
(Casamitjana, 2010). (Figura N°3).

Figura N°3: Resultado obtenidos luego de centrifugacién

Resultado:

Resultado:
Negativo
Positivo

Autor: Natalia Casamitjana
Fuente: Seguridad Transfusional

2.2.6.3 Ensayos de adherencia en fase sdlida

Esta técnica es utilizada en la determinacion de fenotipos eritrocitarios e identificacién de
anticuerpos eritrocitarios en la plasma o suero de donantes. Su fundamento se basa en la
union de lisados de membranas de eritrocitos en el pozo de la placa de poliestireno que se
uniran a los anticuerpos presentes en el suero o plasma del donante. Luego de incubacion

se afiaden eritrocitos cubiertos por anti-lgG humana permitiendo la formacion
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de inmunocomplejos anti-lgG+IgG facilitando la identificaciébn de anticuerpos irregulares
(Casamitjana, 2010).

2264 Ensayos de adherencia en fase solida sin centrifugacion

Esta técnica se basa en el uso de hematies magnetizados mediante la utilizaciéon de
particulas de hierro sometidos a un campo magnético con imanes. Las placas contienen
anticuerpos monoclonales y/o antiglobulina humana a los que se adheriran los hematies y
permitiran visualizar la reaccién sin necesidad de un paso previo de centrifugacion, si los
hematies no se han unido a los anticuerpos se depositaran en el fondo de la placa.
(Casamitjana, 2010).

Otra técnica sin centrifugacion consiste en la incubacion de hematies y reactivos por una
hora en una microplaca, si existe unién formaran una red que se deposita en la superficie
del pozo. (Figura N°4).

Figura N°4: Resultado obtenidos luego de incubacion

Resultado ~ Resultado
positivo ‘ Negativo

Autor: Natalia Casamitjana
Fuente: Seguridad Transfusional

2.2.6.5 Deteccion en columna de gel

La diferencia de esta técnica de deteccion es que la aglutinacion se produce en gely no en
un medio liquido como en las metodologias anteriores sean estas manuales o
automatizadas. Las columnas en gel se presentan en tarjetas de 6 u 8 determinaciones y
son utilizadas para tipificacion ABO, Rh, otros grupos sanguineos e identificacion de
aloanticuerpos. (Muifiiz Diaz, 2010). Para esta metodologia se pueden utilizar equipos
semiautomatizados y automatizados, el proceso es la incubacion de los hematies y
anticuerpos en la superficie del gel y la lectura se realiza después de la centrifugacion en

la que se observa que el aglutinado no atraviesa el gel (Casamitjana, 2010) (Figura N°5).
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Otro uso de la columna de gel es para determinar la existencia de hematies sensibilizados
esto se obtiene a través de la matriz inmunolégicamente activa que contiene anti-C3d, el
plasma, reactivo y células se incuban permitiendo la unién antigeno- anticuerpo al

centrifugarse se produce la reaccion de aglutinacion (Casamitjana, 2010) (Mufiiz Diaz,
2010).

Figura N°5: Resultado obtenidos en la deteccion de columna de gel

w- * — -
— - - = =
NEG +/- +1 +2 +3 +4 Doble
poblacién

Autor: Natalia Casamitjana
Fuente: Seguridad Transfusional

La reaccidn por lo tanto se basa en la separacion de los componentes reactantes segun el
tamafio en una matriz que se encuentra dentro de una columna de gel a la cual se le agrega
el reactivo que puede ser un anticuerpo especifico o suero antiglobulina humana.

(Almonacid T. M., 2014).Para la lectura se utilizan patrones de comparacion (Figura N°6).

Figura N°6: Patrones de lectura

b4

Mixed Call

Autor: Jorge Golffed
Fuente: Servicio Nacional de Sangre
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2.2.7 Reacciones transfusionales.

El sistema sanguineo Kidd es considerado clinicamente significativos por su capacidad de
producir aloinmunizacién ya sea luego de una transfusion incompatible, en el embarazo y

en trasplantes renales (Vucelic, Savic, & Djordjevic, 2005).

En medicina transfusional es importante tomar en cuenta el riesgo y los beneficios de la
transfusion de sangre en los pacientes que la necesitan, ya que esto conllevaria a
problemas como las reacciones transfusionales que pueden ser inmunolégicas y no

inmunolégicas (Almonacid A. A., 2014).

Estas reacciones pueden ser clasificadas como: inmediatas (dentro de 24 horas) o tardias
(pasadas las 24 horas o meses después); y dependen mucho de la intensidad con que se
presenten en el organismo causando hemodlisis, sobrecarga de hierro, embolia, reaccion
alérgica y muerte del paciente en los casos mas graves. (Gonzalez J. L., 2007) (Buelvas
Cortés, Mufiiz-Diaz, & Le6n de Gonzélez, 2014).

En las reacciones hemoliticas agudas los sintomas se presentan en minutos después de
gue inicia la transfusién, las caracteristicas mas comunes son: hemoglobinuria, baja de la
haptoglobina sérica, hiperbilirrubinemia no conjugada, aumento de deshidrogenasa lactica,
TGO (aspartato aminotranferasa) y TGP( alanina aminotransferasa) y disminucion de
hemoglobina como consecuencia de la destruccién masiva de los eritrocitos transfundidos
(Sandeep Sahu & Anupam, 2014). Los anticuerpos del sistema Kidd generalmente
producen una reaccion hemolitica tardia y su identificacién es dificil debido a que sus
niveles bajan rapidamente, el reporte de casos de hemdlisis en pacientes que recibieron
transfusiones pone de manifiesto la necesidad de determinar la prevalencia de antigenos
del sistema Kidd (Jator, 2014).

2.2.7.1 Reacciones tardias por antigenos del sistemaKidd

Los anticuerpos del sistema Kidd son la principal causa de reacciones transfusionales
tardias esto se debe a la dificultad en la deteccion en pruebas pre transfusionales. A pesar
de que los titulos de estos anticuerpos tienden a disminuir rpidamente pueden producir

una rapida estimulacion ante un nuevo contacto (Fuping & Jingchun, 2006).

Generalmente los anticuerpos producidos son de tipo 1gG3, el anti-Jka es mas comun que
el anti-Jkb y se caracterizan por ser detectados al mes de una transfusién incompatible

decreciendo rdpidamente y desaparecen alrededor de tres meses (Daniels
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G., 2013). Por estas caracteristicas los aloanticuerpos Kidd tienen significancia clinica por

ocasionar una grave y tardia reaccion hemolitica transfusional.

Los individuos con fenotipo Jk negativo poseen un alelo silencioso capaz de formar
anticuerpos hemoliticos conocido como JK3 constituyendo un grave problema al requerir
un transfusion sanguinea (Asociacion Americana de Bancos de Sangre, 2012), estos casos
son extremadamente raros, a pesar de ello se reporta un caso de anemia hemolitica luego
de una transfusion debido a la presencia de anti-Jka y anti-Jkb caracteristico de los
portadores del fenotipo Jk(null) 6 Jk3. (Rabeya, Suria Abdul, Nurasyikin, & Leong, 2014).

Por todo lo mencionado anteriormente es muy importante para los bancos de sangre y
hemocentro conocer la existencia de grupos sanguineos raros asi como solicitar en forma
detallada la historia de las transfusiones previas de los pacientes que requieren

transfusiones en forma periddica para prevenir la presencia de reacciones hemoliticas.

Otro aspecto a considerar es establecer los aloanticuerpos que presentan los pacientes y
el fenotipo de los donantes (Rabeya, Suria Abdul, Nurasyikin, & Leong, 2014). Asi, en el
afio 2012, se reporta un caso de una mujer polinesia de 23 afios de edad en la que se
identifica un aloanticuerpo anti-Jk3, la misma que recibié transfusiones incompatibles sin
detectarse la presencia de este anticuerpo, al inicio no presenté signos ni sintomas de
hemolisis, estos fueron notorios luego de tres semanas de realizada la transfusion, este
caso puso de manifiesto la dificultad en detectar la presencia del anticuerpo anti-Jk3 a
través del Screening pretransfusional, por lo que una de las acciones realizadas por el
centro de medicina transfusional fue identificar a los antigenos circulantes en poblaciones
étnicas para establecer una base de datos que facilite las transfusiones posteriores y evite

la existencia de anemias postransfusionales (Rourk & Squires, 2012).

2272 Reaccion hemolitica del recién nacido debidas al sistema Kidd

Los antigenos del sistema Kidd a pesar de ser considerados poco inmundégenos son
capaces de desarrollar aloanticuerpos con efecto dosis, es decir que desaparecen a la falta
de existencia de una estimulacién inmune pero a un segundo contacto reaccionan de forma
inmediata (Osaro, Mairo, Yusuf Bashir, Ahmed, & Hauwa, 2014). Los antigenos del sistema
Kidd pueden ser detectados en la séptima semana de gestacion y al nacer se encuentran
desarrollados, estudios han demostrado que la EHRN por este sistema es leve , sin

embargo en la literatura se menciona la muerte de dos neonatos por
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insuficiencia renal y anemia hemolitica grave (Erhabor, Hassan, Alhaji, Yakubu, & Buhari,
2014).

El anticuerpos anti-Jka puede ocasionar una severa hemdlisis postransfusional pero esta
relacionado con una leve enfermedad hemolitica del recién nacido (Osaro, Mairo, Yusuf
Bashir, Ahmed, & Hauwa, 2014); en contraste el anticuerpo anti-JKb esta fuertemente
relacionado con el desarrollo de la enfermedad hemolitica del recién nacido (Osaro, Mairo,
Yusuf Bashir, Ahmed, & Hauwa, 2014). La presencia de anticuerpos frente a antigenos
eritrocitarios incompatibles depende de varios factores entre ellos: naturaleza de la
respuesta inmune, inmunogenicidad, dosis, intervalo de contacto, via de administracion y
la composicion genética del individuo (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Ledn de Gonzalez,
2014).

La inmunizacion en el embarazo se produce por la pequefia transfusién de antigenos entre
la madre y el feto en el tercer mes de embarazo o en el parto, los eritrocitos fetales al
parecer contienen un antigeno que heredan del padre y que la madre no presenta, estos
antigenos se dirigen a la circulacion de la madre y forman anticuerpos especificos
produciéndose una isoinmunizacién. Los anticuerpos producidos son de tipo IgG y
atraviesan la placenta para unirse a los hematies del feto y hemolizarlos a nivel del bazo;

esta hemolisis causa anemia en el feto. (Terés, Mendizabal, & Nufiez, 2008).
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2.2 MARCO CONCEPTUAL

Aglutinacién: es la agrupacién de eritrocitos en pequefios acumulos por presentar
antigeno determinado y reaccionar con su anticuerpo correspondiente en la solucion a
analizar. (Garcia D. M., 2011).

Alelos: son genes alternos que determinan la secuencia de una proteina determinada y

ocupan un solo locus. (Garcia C. A., 2009)

Aloanticuerpo: se produce por la exposicion a agentes extrafios al organismo en una

transfusion sanguinea o de érganos. (Abbas, Lichman, & Pillai, 2012)

Anemia: Patologia en la cual se presenta una disminucion de la cantidad de eritrocitos en

circulacién por debajo del nivel normal o por la deficiencia de hemoglobina. (NIH, 2012)

Anticuerpo: inmunoglobulinas de clase IgG o IgM que se producen en organismo por la
reaccion frente a un antigeno (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Ledn de Gonzalez, 2014).

Antigeno: sustancia o agente extrafio que al ponerse en contacto con la membrana de
eritrocitos produce anticuerpos especificos (Buelvas Cortés, Mufiz-Diaz, & Le6n de
Gonzélez, 2014).

Antiglobulina: es una globulina que se encuentra en el suero y se comporta como
anticuerpo con otras inmunoglobulinas que hacen la funciéon de antigenos. (Garcia D. F.,
2011)

Auto-anticuerpo: son anticuerpos que atacan a células del propio organismo como

consecuencia de estados patolégicos (Abbas, Lichman, & Pillai, 2012).

Cromosoma: estructura que se encuentra en el nicleo celular, compuesto de cromatina
su principal funcién es la transmision de caracteres hereditarios de un individuo a otro.
(Robledo, 2014).

Efecto dosis: se produce por la expresidbn en mayor cantidad de antigenos en la

membrana del eritrocito debido a que el individuo es homocigoto. (Garcia C. A., 2009)
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Gen: es un fragmento de ADN que se encuentra fijo en un cromosoma, su funcién es
contener informaciéon genética para que se expresen los factores hereditarios. (Buelvas

Cortés, Mufiiz-Diaz, & Ledn de Gonzélez, 2014)

Genotipo: conjunto de genes heredados de padre y madre que caracterizan a cada
persona. (Garcia C. A., 2009)

Glicoproteina: son proteinas que se modifican en la traduccién para unirse a una parte
oligosacérida (Abbas, Lichman, & Pillai, 2012).

Hemolisis: es la destruccion de los eritrocitos con liberacién de hemoglobina, e indica un
resultado positivo cuando se buscan anticuerpos en eritrocitos que en su membrana

presenta antigenos especificos. (Garcia C. A., 2009)

Homocigoto: es un individuo que posee dos genes idénticos para un mismo caracter

dentro de un lucos en un cromosoma. (Larousse, 2007)

Inmunizacién: es producida por la reaccién antigeno - anticuerpo en el organismo ya sea
por una vacuna o por una transfusién, dando inmunidad contra una segunda exposicion al
antigeno. (Garcia D. F., 2011)

Isoinmunizacion: se produce por la transfusién de antigenos que provienen de la misma

especie del paciente, apareciendo isoanticuerpos. (Garcia D. F., 2011)

Reaccion inmediata: se produce por el rechazo del componente transfundido minutos o
maximo horas después, con dafios que van desde leves hasta graves. (Gonzélez J. L.,
2007)

Reaccion tardia: producida por el organismo frente a antigenos o sustancias extrafias
provenientes de bacterias, virus o por una re-exposicion al mismo antigeno y se presenta

en semanas después de la transfusion. (Parhm, 2011)

Respuesta inmune: es una respuesta que el organismo produce frente a antigenos y

puede ser primaria o secundaria. (Abbas, Lichman, & Pillai, 2012)
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CAPITULO 1l

3.1 MARCO METODOLOGICO

3.1.1 MATERIALES Y METODOS

3.1.1.1 Tipo de Estudio: es un estudio de tipo descriptivo y corte transversal ya que se
proyecta determinar la prevalencia y frecuencia de antigenos del sistema Kidd Jk?*y Jk° en
donantes mujeres que acuden al Hemocentro Nacional de la Cruz Roja Ecuatoriana,
también el estudio es de tipo transversal ya que se realiza en un periodo determinado de
tiempo, periodo en el cual se realizara el andlisis de las muestras de donantes mujeres y
la determinacién de los antigenos del sistema Kidd.

3.1.1.2 Tipo de Muestreo: Muestreo aleatorio simple de todas las mujeres que

acudieron en el periodo determinado.

3.1.1.3 Tamafio de Muestra: Se utilizé la férmula de poblacion finita ya que se conoce
gue al Hemocentro acuden un total de 140000 donantes anuales, y de acuerdo al andlisis
del estudio denominado al no conocer la prevalencia de antigenos del sistema Kidd se
utiliza una probabilidad del 50%, con un nivel de confianza del 95% y un error alfa del 5%

se aplico la formula de poblacion finita:

N*Z(o—1)**p*q

! d2+(N—1)+Z(q—1)2*p*q Dénde:
N: tamafio de la poblacion
n: tamafio de la muestra
He 140.000 * 3,84 * 0,50 = 0,50 p: proporcién esperada
0,0025 = (140.000 — 1) + 1,962 = 0,25 q: 1-p
d: precision del estudio
0,5%
n= ﬂ Z1..% nivel de confianza
350.9575
n = 382,95

Decision: Mediante el andlisis de estudios anteriores ninguno ha llegado a determinar la

prevalencia de antigenos del sistema Kidd en donantes mujeres de sangre en Ecuador,
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por lo cual para este estudio se asume una proporcion esperada del 50%, asi también al
tomar en cuenta la totalidad de donantes que acuden cada afio al Hemocentro Nacional de
la Cruz Roja Ecuatoriana que es de 140000, con un nivel de confianza del 95% y un error
alfa del 5%, se determina una muestra de 383 donantes para la investigacion de antigenos
del sistema Kidd Jk®y JK".

3.1.1.5 Criterios de Inclusidon: Todas las donantes mujeres de sangre que han

cumplido con los criterios de aceptacion de la OPS. (OPS, 2009)

3.1.1.6 Criterios de Exclusién: Todas las donantes mujeres de sangre que no han sido

aceptados por no cumplir con los criterios de aceptacion de la OPS.

3.1.1.7 Analisis Estadistico: los datos obtenidos se analizardn mediante estadistica
descriptiva utilizando la aplicacién SPSS Statistics version 22.0, para comprobar de manera
real la prevalencia de antigenos del sistema Kidd Jk®y Jk® en la poblacién de donantes
mujeres del Hemocentro Nacional de la Cruz Roja Ecuatoriana mediante tablas
representativas de frecuencias, porcentajes, asi también esta aplicacion ayuda a identificar
la prevalencia basada en las variables de estudio, como en los criterios de inclusion. Para
establecer una relacién entre variables independientes se utilizara el andlisis de Chi-

cuadrado.

3.2 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

3.2.1 Variable dependiente: Frecuencia de antigenos eritrocitarios del sistema Kidd
(Ik* - JK°)

3.2.2 Variable independiente: donantes mujeres voluntarias, edad, procedencia

frecuencia fenotipica, anticuerpos irregulares.
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Operacionalizacion de Variables

. . Definicion
watzble dzpen B Conceptual Dimension Indicador Escala Instrumento de Medida
Los antigenos del sistema
Prevalencia de eritrocitarios son glicoproteinas ) Observacion de
. . que atraviesan la membrana Presencia o . L.
antlgenos del sistema eritrocitaria y estan relacionados Cualitativo dicotomica ausencia del Nominal aglutinacion en los geles
Kidd en donantes con el transporte de urea antigeno Jk® y Jk° de coombs.
mujeres (Buelvas Cortés, Muiiiz-Diaz, &
Ledn de Gonzélez, 2014)
. Varlab_les Lerileen Dimension Indicador Escala A
independientes Conceptual Técnica
Porcentaje de donantes de 17-
27 afios.
Porcentaje de donantes de 28-
Tiempo de vida de un 38 afios :
Edad individuo hasta el momento, Cuantitativo. Afios cumplidos Porcentaje de donante de 39-49 Ficha dsealr?orr;ante de
calculado en afios. afios 9
Porcentaje de donantes de 50 a
60 afios.
i Porcentaje de donantes mujeres )
Procedencia Lugar de origen de la persona Cualitativo. Lugar de residencia | d& acuerdo a la provincia de Ficha del donante de
donante origen sangre
Son dos unidades de un
mismo gen que es heredado Frecuencia Relativa de cada
siguiendo las leyes de o Jka ( Jka+, Jkb-) alelo Ficha del donante de
Alelos Mendel (Buelvas Cortés, Cualitativo Jkb (Jka-, Jkb+) sangre
Mufiiz-Diaz, & Ledn de
Gonzalez, 2014)
Porcentaje del alelo
Jka presente en
Frecuencia alélica es la mujeres donantes Porcentaje del alelo presente en | Calculos matematicos del
proporcion que se puede de sangre. cada combinacién. porcentaje de alelos Jka o
Frecuencia fenotipica observar de un alelo. Cualitativo Porcentaje de alelo Jkb presentan las
(Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, Jkb presente en donantes mujeres de
& Ledn de Gonzalez, 2014) mujeres donantes sangre
de sangre.
Son anticuerpos que se Presencia o Porcelntacj;e de donantes con Observacion de
Anticuerpos irregulares forman luego del contacto Cualitativo ¢ resultados positivos para aglutinacion en los geles
ausencia anticuerpos anti-Jk® o anti-Jk

con sangre incompatible

de coombs.
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3.3 MATERIALES Y PROCESO

3.3.1 Materiales
e Pipeta automatica 10-50ul

e Pipeta automatica de 100 a 1000l

e Puntas plasticas amarillas de pipeta de 10uL a 100uL
e Puntas plasticas azules de pipeta de 100uL a 1000uL
e Tarjetas GRIFOLS DG Gel Coombs.

o Centrifuga digital para procesado de tarjetas GRIFOLS
¢ Incubadora digital para proceso de tarjetas GRIFOLS

e Tubos de vidrio de 5 mL.

3.3.2 Reactivo
¢ Reactivo policlonal Anti-Jka y Anti-Jkb Hemo bioscience

e Solucién buffer Liss ID- Diluent
e Sangre total EDTA

e Células comerciales panel.

3.3.3 Control de Calidad
El control de calidad de los reactivos es una parte esencial para la realizacion del analisis

de muestras, es por eso que dentro del control de calidad se debe tener en cuenta las
caracteristicas fisicas (color y aspecto) y funcionales (avidez, potencia y especificidad) de
cada reactivo utilizado. (ISEM, 2005)

La prueba que se utilizaron tiene como principio la unién antigeno-anticuerpo, en la cual
las células comerciales presentan el antigeno Jka y/o Jkb y el reactivo policlonal tiene los

anticuerpos anti-Jka y/o anti Jkb.
Los procesos de control de calidad utilizados fueron:

- Realizacion de controles positivos y negativos con células comerciales.

- Analisis de la fuerza y especificidad .

- Elreactivo no debe dar reacciones de aglutinacion falsas.

- Elreactivo debe presentar una reactividad adecuada y un titulo significativo.

- No utilizar el reactivo si se observa turbidez. (Asociacion Americana de Bancos de
Sangre, 2012).
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3.3.4 Control de calidad de los reactivos

Se debe controlar el embalaje, la caducidad y la temperatura de cada reactivo, ademas
de chequear el volumen del gel, la etiqueta clara y que el inserto corresponda al reactivo.
El control de calidad se realiza mediante la prueba de avidez que indica la intensidad
global de la interaccién entre dos moléculas en este caso antigeno-anticuerpo, potencia y

especificidad.

3.34.1 Prueba de Avidez

Esta prueba permite una reaccion visible con relacion al tiempo. Mediante los siguientes

pasos:

1. Enun portaobjetos nuevo, colocar 1 gota de sangre total con EDTAy 1 gota de reactivo.

2. Con la ayuda de un cronémetro, tomar el tiempo de inicio de reaccién entre la sangre y
el reactivo.

3. Mediante una ldmpara de lectura, observar el inicio de la aglutinacién y anotar el tiempo
en que se forma los camulos aglutinados los cuales no deben ser menores a un 1mm

de diametro.

3.34.2 Prueba de Potencia

Esté prueba se relaciona con la sensibilidad de reacciones especificas utilizando

diluciones y células comerciales. Mediante los siguientes pasos:

1. Para preparar las diluciones desde 1:2 hasta 1:512 se debe enumerar tubos de vidrio
(5ml), y colocar dentro solucién salina con 2 gotas de suspension de eritrocitos a cada
tubo.

2. Afadir 2 gotas de reactivo, en cada dilucién. Incubar a 37°C por 15 minutos Yy
centrifugar a 3000 rpm por 15 segundos; observar la aglutinacion.
Seguir con el lavado de las células en solucién salina a 0,85% tres veces.
Al botén formado en el fondo del tubo se debe resuspender; afiadir 2 gotas de coombs
y centrifugar por 15 segundos.

5. Mediante una lampara de lectura se debe observar la aglutinacion y anotar el mayor

titulo al cual llega cada reactivo en su aglutinacion.
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3.3.4.3 Prueba de Especificidad

El reactivo no debe contener aglutininas diferentes a las que se encuentran en la etiqueta
para evitar falsos resultados. Para realizar esta prueba se deben seguir los siguientes
pasos:

1. Enumerar tubos de vidrio (5ml) con las siglas Jka y Jkb, utilizar células comerciales
gue se encuentran dentro el panel de células pantalla.

2. Colocar dentro de los tubos 2 gotas de suspension y 2 gotas de cada reactivo
respectivamente. Incubar a 37°C por 30 minutos.

3. Centrifugar durante 15 segundos a 3000 rpm, observar la aglutinacion.

4. Seguir con el lavado de células en solucion salina al 85 % tres veces, a la tercera
lavado el boton formado en el tubo resuspender y afiadir dos gotas de Coombs.

5. Centrifugar a 3000 rpm por 15 segundos, y mediante una lampara de lectura
observar la aglutinacion directa producida por los anticuerpos especificos presentes en el

reactivo y los antigenos celulares correspondientes.

3.3.5 Células Kidd Jk® y Jk”

Los frascos de las células comerciales deben mantenerse en cadena de frio hasta ser
utilizados, para su utilizacién se debe observar turbidez, fecha de caducidad y temperatura

a la cual se debe almacenar.

3.3.6 Control de calidad de equipos utilizados

Cada equipo utilizado tiene un manual proporcionado por la empresa, y ademas una ficha
de uso en la cual se registra los pasos necesarios desde el encendido, utilizacion y apagado
del mismo. Asi también presenta una ficha en la cual se anotan los incidentes que se
presentan. Para llevar a cabo el control de calidad de una centrifuga se debe cronometrar
la velocidad, aceleracion y demora de forma ocasional.

Para llevar a cabo el control de calidad de la refrigeradora se debe utilizar termémetro de
precision de forma diaria ya que los reactivos y la solucion buffer debe mantenerse

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

3.4 PROCEDIMIENTO

Este estudio se realizara en cuatro fases.
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3.4.1 Fase Uno:

Obtencién de permisos de la institucion: el Centro de Investigacion en Enfermedades

Infecciosas (CIEI) mantiene una colaboracion en el ambito investigativo con el Hemocentro

Nacional por lo que fue aceptada la realizacion de este proyecto investigativo.

Consentimiento Informado: todos los donantes aceptan el uso de su sangre y de sus

derivados al momento de llenar el formulario para donaciéon de sangre con sus datos
correspondientes, firmando en la parte inferior del mismo. Es por esto que no se necesita
de consentimientos extras, ademas para la realizacién de este proyecto se tomaron las

muestras codificadas directamente del laboratorio de inmunohematologia.

3.4.2 Fase Dos:

Eleccion de muestras de sangre: Se utilizé muestreo aleatorio simple mediante el calculo
basado en la aplicacién de una férmula en el programa informético Excel version 2013.
Control de Calidad: Se realiz6 el control del reactivo que contiene los anticuerpos anti-Jka
y anti-Jkb utilizando células comerciales y células de donante siguiendo los pasos

recomendados por AABB.

3.4.3 Fase Tres:

Deteccion de antigenos Jka y Jkb

Preparacion de la solucién de eritrocitos:

- Elegir una muestra de sangre codificada que se encuentra en tubo tapa lila con
anticoagulante EDTA. Evitar muestras coaguladas, hemolizadas y lipémicas.

- Mezclar la muestra de sangre en un agitador por 5 minutos.

- Enumerar el tubo de vidrio con el codigo de la muestra y su respectiva numeracion.

- Tomar la solucion buffer refrigerada y dejarla ambientarse.

- Colocar 500 pL de solucion buffer en el tubo y afiadir 15 pL de sangre, mezclar bien.

Determinar antigeno Jka y Jkb en solucién de eritrocitos (Reagent Biotest)

- Colocar los reactivos anti-Jka , anti-Jkb , tarjetas grifols, puntas, pipetas,
cortopunzante en la mesa de trabajo.
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- Caodificar las tarjetas grifols DG gel Coombs con el cédigo de la muestra y debajo de
cada microtubo escribir el antigeno a investigar.

- Tomar 10 pL de reactivo anti-Jka y anti-Jkb y colocar en el posillo anteriormente
codificado.

- Tomar 15 pL de sangre y agregar a los pocillos que contienen el reactivo.

- Incubar la tarjeta por 15 min a 37 °C.

- Centrifugar por 9 minutos a 990 rpm.

- Leer el grado de aglutinacion que se observa en los microtubulos.

- Anotar el resultado en el cuaderno de laboratorio.

3.4.4 Fase Cuatro:

Creacion de la base de datos: La creacion de base de datos se realiza a partir de los
resultados obtenidos y de los datos obtenidos del sistema implementada en el Hemocentro
para el registro de donantes.

Se cred un registro en Excel con los resultados y los datos del paciente dentro de los cuales
deben incluirse: Cédigo, niumero de donacién, grupo ABO, factor Rh, género, edad,
procedencia, antigenos y anticuerpos irregulares.

Se realizara el respectivo andlisis de los datos en Statistical Package for the Social

Science (SPSS V.23) mediante estadistica descriptivo.

36



CAPITULO IV

4. CONTROL DE CALIDAD

41 Geles de Coombs.

Se utilizaron células comerciales en cada grupo de pruebas obteniéndose resultados
esperados de acuerdo al control de calidad de AABB.(Tabla N°4.1y 4.2).

Tabla N°4.1 Control de Calidad de geles Coombs

Grupo de Temperatura de Control Interno

. Gel Células Comerciales Lectura
pruebas Almacenamiento Lote 345D
25°C intacto Jk(a) Jk(b)  Presencia de aglutinacién
ler grupo \ \ \ \ V(+++)
2do grupo v v v \ V(+++)
3er grupo \ \ \ \ V(+++)
4to grupo v v v \ V(+++)
Autor: Sylvia Luje
Fuente: Base de datos CIEIC
Tabla N°4.2 Control de Calidad de Reactivo Jka/Jkb
Potencia Afinidad Avidez
Anti-Jka/Jkb
Reactivo no diluido
Valores de referencia Dilucién maxima Reactivo sin diluir
(++++) Grumo completo bien
AABB, 2012 1/32 (5a8”)

formado

Autor: Sylvia Luje
Fuente: Base de datos CIEIC
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4.2 RESULTADOS

4.2.1 Descripcion de la Poblacion de Estudio para la deteccidn de antigenos
Kidd:

Se analiz6 un total de 383 muestras de mujeres donantes voluntarias de sangre que acudieron
al Hemocentro Nacional de la Cruz Roja Ecuatoriana procedentes de 11 provincias del

Ecuador. (Gréfico 4.1)

Grafico 4.1: Distribucion de donantes de sangre de acuerdo a la procedencia.

4% 2%2% 1%
% 7% 0,3%

3/%_ 2% H Chimborazo
/ = Cotopaxi
‘ " El Oro

M Esmeraldas

M Imbabura
Loja
Manabi
Orellana
Pichincha

77%

Tungurahua

Autor: Sylvia Luje
Fuente: Base de datos CIEIC

El grafico muestra una distribucion del 77% en la provincia de Pichincha del total de mujeres

analizadas.

Del analisis de resultados se identifico que el 42% de las muestras analizadas presentaron el
fenotipo Jk(a+b-); 26,63% el fenotipo Jk(a+b+); 17,75% el fenotipo Jk(a-b+) y el 13,58% el
fenotipo Jk(a-b-). (Gréfico 4.2).
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Gréfico 4.2: Distribucion fenotipica del sistema eritrocitario Kidd en donantes

mujeres de sangre.

13%___

42%

M Jk(a+b-)
m Jk(a+b+)
i Jk(a-b+)

Jk(a-b-)

Autor: Sylvia Luje
Fuente: Base de datos CIEIC

El grafico muestra la distribucién porcentual de las combinaciones fenotipicas encontradas en la

poblacién de mujeres donantes de sangre voluntarias de sangre.

Los antigenos mas comunes dentro de la poblacion de estudio fueron los que forman parte
del fenotipo Jk(a+b-), sin embargo un hallazgo importante es la presencia del fenotipo Jk(a-

b-) el que se presenta en un 13,58%. (Tabla N°4.1).

Tabla N°4.1 Frecuencia de los fenotipos del sistema Kidd

Fenotipos Frecuenci: Porcentaje

Jk(a+b-) 161 42 04
Jk(a+b+) 102 26,63
Jk(a-b+) 68 17,75
Jk(a-b-) 52 13,58
Total 383 100

Autor: Sylvia Luje
Fuente: Base de datos CIEIC

La tabla muestra la presencia del fenotipo Kidd null

El andlisis de la distribucion de los fenotipos del sistema Kidd de acuerdo a la procedencia
se determiné que el fenotipo Jk(a+b-) se encuentra en 10 provincias del Ecuador, en
39



contraste el fenotipo considerado null Jk(a-b-) esta distribuido en 8 provincias siendo la de

mayor prevalencia Pichincha. (Grafico 4.3).

Grafico 4.3: Distribucion fenotipica del sistema eritrocitario Kidd en donantes mujeres

de sangre.
Tungurahua
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Imbabura
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El Oro
Cotopaxi
Chimborazo
Azuay
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Azuay |Chimborazo| Cotopaxi El Oro |Esmeraldas| Imbabura Loja Manabi Orellana | Pichincha |Tungurahual

Jk (a-b-) 1 1 1 1 0 0 0 2 4 41 5

uJk (a-b+) 2 1 2 1 0 2 0 0 0 53 3

mJk (a+b-) 2 2 0 15 2 3 3 6 2 119 7

uJk (at+b+) 2 4 1 8 0 0 0 2 0 83 2

Autor: Sylvia Luje
Fuente: Base de datos CIEIC

El grafico muestra la distribucién de los fenotipos del sistema Kidd de acuerdo a la provincia de

procedencia de las donantes voluntarias de sangre.

Al relacionar la frecuencia del grupo etareo y los antigenos del sistema Kidd se estableci6 que
el antigeno Jk(a+) se encuentra distribuido entre mujeres de 16 a 45 afios de edad al igual
que el Jk(b+); mientras que el fenotipo conocido como null por la ausencia de los antigenos
Jk(a-b-) su mayor frecuencia se encuentra entre las edades de 16 a 35 afos de edad. (Tabla
4.3) Sin embargo la relacion entre la edad y distribucion de los antigenos del sistema Kidd no

tiene significancia estadistica p>0.01.
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Tabla N°4.3 Frecuencia de los fenotipos del sistema Kidd de acuerdo a la edad

Grupo etareo  Jk(at+b+) Jk(a+b-) Jk(a-b+) Jk(a-b-)

16-25 43 71 26 23
26-35 27 49 20 12
36-45 19 18 14 8
46-55 10 14 6 5
56-65 3 9 2 4

Autor: Sylvia Luje
Fuente: Base de datos CIEIC

La tabla muestra la distribucion de los antigenos del sistema Kidd que forman parte de los fenotipos

de acuerdo al grupo etareo.

Pruebas de chi-cuadrado

Significacion
asintotica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 14,361% 1 ,993
Razén de verosimilitud 16,929 1 973
N de casos validos 383
p>0.01.

Para el analisis de la frecuencia alélica en los donantes voluntarios de sangre se aplicé la
formula 1“2+ (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Leén de Gonzalez, 2014), los célculos
permitieron determinar que el alelo Jk(a+) se presentd 628 veces mientras que el Jk (b+) 442
estableciéndose una frecuencia alélica para el Jk(a+) homocigoto de 0,59 y del Jk(b+) de
0,41.(Tabla 4.4).

Tabla N°4.4 Frecuencia alélica de los antigenos Jk(a) y Jk(b) homocigotos

Alelos Cantidad Gen (1°2+1419 Frecuencia alélica
Jka Jka 263 JKA 628 0,59
Jkb Jkb 170 JKB 442 0,41
Jka Jkb 102 1,00

Autor: Sylvia Luje
Fuente: Base de datos CIEIC

La tabla muestra la frecuencia alélica del Sistema Kidd, calculada mediante la aplicacion de la férmula de:
namero de veces que se repite un alelo/ total de alelos encontrados (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Ledn de
Gonzélez, 2014)
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En este estudio también se realizé la identificacion de aloinmunizacién determinandose que
13 (3,39%) de las 383 donantes se encuentra aloinmunizados generalmente con anticuerpos
relacionados con el sistema Rh existiendo dos considerados indeterminados los que podrian

tratarse de aloanticuerpos del sistema Diego o Kidd.(Tabla N°4.5).

Tabla N°4.5 Determinacion de aloinmunizacién en donantes de sangre

Edad Procedencia Fenotipo Jk(a)/Jk(b) Aloanticuerpo
25 Pichincha Jk(atb+) Anti-E
36 Orellana Jk(a-b+) Anti-M
26 Pichincha Jk(atb+) Anti-D
39 Pichincha Jk(a-b+) Anti- E
35 Pichincha Jk(a-b+) Anti- K
19 Pichincha Jk(a-b+) Indeterminado
57 Pichincha Jk(atb+) Anti - E
55 Pichincha Jk(a-b-) Indeterminado
35 Pichincha Jk(a+b-) Anti- E
50 Pichincha Jk(a-b+) Anti- E
45 Pichincha Jk(a+b-) Anti- E
32 Pichincha Jk(a+b-) Anti- K

Autor: Sylvia Luje
Fuente: Base de datos CIEIC
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4.3 DISCUSION

Se seleccioné como poblacion de estudio al género femenino debido a la importancia de los
antigenos del sistema Kidd en la produccion de anemias hemoliticas fatales (EHRN) en el
recién nacido como lo corrobora el estudio realizado por Erhabor y sus colaboradores en el
cual se menciona que los antigenos de este sistema estimulan la formacion de anticuerpos
gue llegan a producir una enfermedad hemolitica del recién nacido (Erhabor, Hassan, Alhaiji,
Yakubu, & Buhari, 2014).

Otro aspecto importante son los estudios de casos en mujeres embarazadas, uno de ellos
relata la existencia de anemia hemolitica pos transfusionales como el reportado por Liu
Fuping, este analisis de caso muestra que la implicacion mas grave fue la falta de deteccién
de los anticuerpos en pruebas pre transfusionales, debido a la ausencia de estimulo que
promueve un disminucién notable del nivel de anticuerpos, por lo tanto antes de realizarse
una transfusién debe identificarse la presencia de antigenos del sistema Kidd para evitar
nuevas estimulaciones (Fuping & Jingchun, 2006). Otro estudio también menciona la
existencia de EHRN por los antigenos KIDD reportandose un total de 13 casos ocasionados
por el desarrollo de anticuerpos anti-JK® (Velasco Rodriguez, Pérez-Segura, Jiménez-Ubieto,
& Rodriguez, 2014).

En este estudio se determin6 que el antigeno mas frecuente del sistema Kidd en las mujeres
ecuatorianas es Jk(a+) originando dos fenotipos Jk(a+b-) con una prevalencia del 42% vy
Jk(a+b+) con el 26,63%, similar a Europa donde existe una prevalencia del 50% para el
antigeno Jk(a+), llegando al 75% en algunas regiones de Africa pero no asi en toda la
poblacién africana. En China es del 30% y en Japdn del 20%, estos datos muestran que la
presencia de los antigenos y fenotipos relacionados con el alelo Jk*A son caracteristicos de

cada poblacién y region geogréfica (Geoff D. , 2013).

Ademas de este antigeno se identificé al Jk(b+) que origina al fenotipo Jk(a-b+) este fenotipo
es comun en la India con un 29%, en este estudio existe una prevalencia del 17,75%. Este
antigeno esté relacionado con la produccién de la enfermedad hemolitica del recién nacido y
reaccion hemolitica transfusional debida a la produccion de anticuerpos de tipo Ig G inmune
gue atraviesa la placenta y fija el complemento y por estas caracteristicas es considerado
inmundégeno (Geoff D. , 2013).

Otro fenotipo identificado en este estudio fue el Jk(a-b-) con una frecuencia del 13,58%, este
fenotipo se caracteriza por producir un anticuerpo anti-JK3 el cual genera una reaccion
postransfusional retrasada; un caso fue reportado por Jator, 2014 quien describe a una mujer

embarazada de 23 afios que recibié sangre incompatible y desarrollo una reaccion
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postransfusional grave que fue controlada al transfundirse unidades con el fenotipo Kidd null,
pero el feto no fue afectado, lo que demuestra la inmunidad que desarrollan mujeres con
fenotipos Kidd null (Jator, 2014). Estudios determinan que la frecuencia del fenotipo Jk(a-b-)
es baja en la mayoria de poblaciones excepto polinesios y finlandeses por lo que resulta dificil
encontrar sangre compatible para pacientes que han desarrollado el aloanticuerpo anti-JK3
(Sriwanitchrak, 2012) (Lin & Yu, 2008), por lo que es necesario mantener una base de datos
con donantes fenotipificados para el sistema Kidd.

El analisis de la distribucion de los fenotipos del sistema Kidd determiné que el fenotipo
Jk(a+b-) se encuentra en 10 provincias del Ecuador, en contraste el fenotipo considerado null
Jk(a-b-) esta distribuido en 8 provincias siendo la de mayor prevalencia Pichincha, estos datos
son una alerta para el Programa Nacional de Sangre para considerar la realizacion de nuevas
pruebas para la deteccion de fenotipos eritrocitarios. El Estudio realizado por Trueba y otros
establecié que la variabilidad de polimorfismos en los sistemas eritrocitarios deriva de la
“‘mezcla genética” de cada poblacion (Trueba-Gémez, y otros, 2014) por lo que las acciones
gue se establezcan en medicina transfusional debe realizar en base a los resultados obtenidos

en investigaciones relacionadas con los fenotipos o genotipos sanguineos.

Erhabor en su investigacion también determina que los antigenos eritrocitarios se distribuyen
de manera diferente y exclusiva en cada poblacion y de diferentes nacionalidades por lo que
las recomendaciones de cambio surgen del perfil fenotipico eritrocitario, adicionalmente debe
implementarse examenes de rutina en mujeres embarazadas para evitar aloinmunizaciones

innecesarias. (Erhabor, Hassan, Alhaji, Yakubu, & Buhari, 2014).

El andlisis de la frecuencia de antigenos del sistema Kidd y el grupo etario ecuatoriano se
identifico que el antigeno Jk(a+) y Jk(b+) se encuentra distribuido en mujeres en edad fértil al
igual que el fenotipo null; no sélo el género femenino tiene riesgo de aloinmunizacion y
reaccion postransfusional, asi en el afio 2015 se reporta el caso de un joven varén de 59 afios
de edad que nunca tuvo una transfusién sanguinea y desarrollo un aloanticuerpo anti- JK3
luego del trasplante renal comprobando asi el caracter inmundgeno que tiene este antigeno
(Sanford, Bourikian, McClain, & Curtis, 2015) y la importancia de su determinacién previa para

el manejo adecuado de trasplantes y transfusiones.

Erhabor sefala que los grupos eritrocitarios se encuentran distribuidos de acuerdo a la etnia
asi el fenotipo Kidd null es mas frecuente en la raza negra y no en la caucasica y asiatica
(Erhabor, Hassan, Alhaji, Yakubu, & Buhari, 2014).
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Dentro de este estudio se determind la frecuencia fenotipica-alélica que se refiere al nimero
de individuos que expresan un determinado alelo que da lugar a un fenotipo (Buelvas Cortés,
Mufiz-Diaz, & Le6n de Gonzalez, 2014) asi el Jk(a+) se presentd 628 veces mientras que el
Jk (b+) 442 estableciéndose una frecuencia alélica para el Jk(a+) homocigoto de 0,59 y del
Jk(b+) de 0,41; este célculo determina la probabilidad de encontrar un donante de sangre
compatible para pacientes que han desarrollado anticuerpos contra varios antigenos
eritrocitarios, es decir la combinacion de fenotipos y su frecuencia alélica determina el nimero
de concentrados sanguineos negativos para los antigenos desarrollados en pacientes

multitransfundidos.

a

Buelvas explica su teoria indicando que si un paciente ha desarrollado anticuerpo anti-c, Fy
y Jk?y requiere dos unidades de sangre y si la frecuencia fenotipica/alélica en los donantes
para los contrarios es: (c-) 0,15; Fy(a-) 0,34 y Jk(a-) 0,91 al multiplicar 0,15x0,34x0,91 =0,05
0 5%, por lo que se espera que una de cada 20 unidades de concentrados de glébulos rojos
concuerden con el fenotipo del paciente (Buelvas Cortés, Mufiiz-Diaz, & Leén de Gonzalez,
2014). Estos calculos ayudarian a mantener cierta cantidad de sangre compatible para
pacientes gque reciben transfusiones periddicas.

Otro aspecto estudiado fue la presencia de aloinmunizacibn para este sistema
afortunadamente en ninguna donante se identific la presencia de anticuerpos anti-Kidd. Sin
embargo en los estudios realizados por Ulloa y Checa se determind la existencia de
anticuerpos anti-Jk* el cuadl no puede ser detectado facilmente con metodologias
automatizadas debido a su permanencia en el organismo y su concentracién en el plasma,

este anticuerpo ha sido relacionado con reacciones pos transfusionales (Mufiiz Diaz, 2010).
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4.4 CONCLUSIONES

Se analizaron un total de 383 muestras de donantes procedentes de 11 provincias
ecuatorianas de tal manera que se cubrio el 45% del total de provincias en el Ecuador.

Se identific6 que el 42% de donantes exhiben el fenotipo Jk(a+b-) convirtiéndose en

prevalente de la poblacién ecuatoriana.

El 17,75% de donantes ecuatorianas presenta el fenotipo Jk(a-b+) por lo que presentan
un alta probabilidad de inmunizacién al recibir sangre incompatible, el desarrollo de anti-
Jk®constituye un desafio en las pruebas de deteccion debido a que tiende a desaparecer
al no tener estimulacién antigénica.

Uno de los hallazgos importantes fue la identificacion del fenotipo Jk(a-b-) en el 13,58%
de los donantes de sangre.

Se determind que 10 de las 11 provincias estudiadas presentaban el fenotipo Jk(a+b-)
mientras que 8 provincias presentaron el fenotipo Jk(a-b-), datos relevantes para

implementar nuevas practicas transfusionales.

La distribucion de los fenotipos del sistema Kidd en relacion a la edad no fueron

estadisticamente significantes.

El andlisis de la distribucion fenotipica de los alelos del sistema Kidd existe una frecuencia

mayor en el alelo JKA que el JKB.

De los donantes que intervinieron en este estudio ninguno se encontraba aloinmunizado.
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4.5 RECOMENDACIONES

Una de las recomendaciones es continuar con el estudio del sistema Kidd principalmente
en aquellos donantes de sangre que presentan el fenotipo null Jk(a-b-) con técnicas mas
sensibles.

Se recomienda al Programa Nacional de Sangre que busque los mecanismos necesarios
para la realizacion de pruebas de fenotipo extensivo de tal manera que se pueda frenar la

aloinmunizacion.

Se recomienda que a las mujeres en edad fértil se realicen una tipificacion completa para
evitar problemas de aloinmunizacion especialmente con los alelos del sistema Kidd,
especialmente el Jk(b) que esta directamente relacionado con la enfermedad hemolitica

del recién nacido.

Se recomienda la actualizacién de los algoritmos de tipificacidon sanguinea en mujeres en

edad fértil y estado de gravidez tomando en consideracion los resultados obtenidos.
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ANEXOS

ANEXO 1: Inserto de antisueros Jk(a)-Jk(b)

s

Blood Grouping Reagent

Anti-Jk® (JK1)

Seraclone” Human Monoclonal
(Ms15)

Anti-Jk° ()K2)

Seraclone” Human Monoclonal
(Ms8)

FOR IN-VITRO DIAGNOSTIC USE

For Tube Testing

MEETS FDA POTENCY REQUIREMENTS
U.S. License Number: 1798

Package size
808179100 2mL  Seraclone® Anti-Jk* (JK1)

[REF] 808184100 2mL  Seracione® Anti-JK® (JK2)

Intended Use
For the determination of the Kidd antigens Jk* (JK1) and JK® (JK2) of
red blood cells using the tube test.

Summary

The Kidd antigen was first identified in 1951 when the corresponding
antibody was found to cause hemolytic disease of the fetus and
newbom (HDFN). Although Kidd antibodies have been shown to cause
generally mild HDFN, they have been implicated in severe hemolytic
transfusion reactions (HTR). The HTR are often delayed due to an
anemnestic response to the Kidd antigen'.

The frequencies of the common phenotypes are shown in the table.

Phenotypes and Frequencies in the
Kidd System'
Phenotype Whites Blacks
Jk (a+b-) 28 57
Jk (a+b+) 49 34
Jk (a-b+) 23 9
Jk (a-b-)  Exeedingly
rare

Rintact Qararinna® Anti_lI® and Qararinna® Antiok® Rinnd Rrain

Precautions

For In-vitro diagnostic use.

Store at 2 to 8°C.

Do not use beyond the expiration date.

Do not use if turbid.

Handle and dispose of reagents as potentially infectious

Caution: Do not pipette by mouth. The absence of all viruses has

not been determined.

* Caution: This product contains Natural Rubber Latex Which May
Cause Allergic Reactions.

* Waming: Contains sodium azide (NaNs). which may react with lead
or copper plumbing to form explosive azides. If discarded in the
sink, flush with large amounts of water to prevent the build-up of
explosive metal azides.

+ The bovine albumin used for the production of this reagent is
purchased from BSE-free US sources, Boval Company L.P. in
Clebume. Tx, USA and Millipore in Kankakee, IL, USA.

Specimen Collection

Fresh samples of clotted, EDTA or citrate anticoagulated whole blood
collected following general blood sampling guidelines are acceptable.
The specimen should be tested as soon as possible after collection. If
testing is delayed, EDTA and clotted specimens should be stored at 2
to 8°C, citrated specimens (donor segments) at 1 to 6°C.

Blood specimens exhibiting gross hemolysis or contamination should
not be used.

Clotted samples or those collected in EDTA may be tested within ten
days from collection. Donor blood stored in citrate anticoagulant may
be tested until the expiration date of the donor unit.

Materials
Materials provided
+ Seracione® Anti-Jk* (JK1) andlor Seraclone® Anti-Jk® (JK2)

Materials required but not provided

Pipettes (drop volume 40 to 50 pl)

Isotonic saline solution

Glass tubes 10 x 75mm or 12 x 75 mm

Serological Centrifuge

Interval Timer

Markers

Optical aid (optional). The use of an optical aid for agglutination
reading must be vaildated by the user.

Test Procedure

Fuente: Biotest M|

Biotest Medical Diagnostics GmbH, Industriestr. 1. Lote :186256/04
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Anexo 2: Hoja del donante, en donde se encuentra el consentimiento informado.

CIUDAD PROVINCIA
Ennndndw—tkmwmwmdxm-b-w*mm-mmnmnmn hasta 4 vidas por cada domacidn.
D lainfi de depende l: dad dc la sangre que K Es por 310 que a su sangre se be realizaran algunas pruchas
de laboratono para mvestigar la presencia de posibles des ¢ les por la sangre. Le recordamos que nuestro compromiso os mantener absoluta reserva y

ddels el " & y pruchas de lab
Stusted cree que su sangre no debe ser usada , por favor o " la de no donar

mew“amm“dmmamwmmw\quwau&“h.m St usted ha decidido ser donante . tenga la segunidad que su sangre esta bien utilizada.
BIENVENIDO AL GRUPO DE DONANTES VOLUNTARIOS ALTRUISTAS Y REPETITIVOS QUE SALVAN VIDAS

ApellidiS  ...icsecssessressessssenssssereeneensennsee Nombist: = c.accecssesssesciinssescesavesnstresery oss
Estadoeivll Liciisdidesisasiisinasiesisiesereeaneaniee Lugary Fechade Nacimiento .. ..civriessvssessasansssssassascnsscssoess
CIODMBPONE o ossssscasssorasissnsssrosssasasosaseessses Lugary direccion de su domicilio o vvovveeneeranasesssnnssssatssasiassannans
(e H R T T Lugar y direccion de sUtTaDIO ... .oueeineresaresasnsssnsasassasnasannns
Blid e e e R Tl /Ol = Lociovssvenaissveadeeseies SRS s
Bmill 0 iiseesessasseniessaisivessainssssesisessssises SO, 000 sisesessvisueasesesiessisseusuesishesereses

" EOESICIICICE  vukovecoy T sureseuesta

El objetivo de este interrogatorio al que usted s¢ somete voluntariamente, pretende preservar la salud del enfermo que recibe su sangre A M
1 Indique I fecha y lugar de su ultima donacic SRS < - T
2, Esta usted dispuesto a donar sangre ? e = . SIH I NO L
3 Hasido impedido de donar sangre algunave? s - SEL I NO L
4, Ha sufrido algun pinchazo o corte con objetos cortopunzantes en los Gitimos |12 meses ? St L_]INO L]
§ , Hatenido Hepatitis, se han puesto sus 0jos o piel amarillos (ictericia ) o ha estado en contacto con pacientes con hepatitis? . SI |_| NO —
6 ¢ Usted 0 su parcja recibieron sangre 0 comp o transplante de Grganos en los Gitimos doce meses? Sl L] NO ..
& Se ha hecho tatuajes, orificios, pircings. maguillaje p P pia en Jos Gltimos doce meses? Sl L NO L
§ | Hatenido Dengue. Paludismo o Chagas? Sl L NO L
9 .Hnuudomu:wmmd:mlmh;mmdiu? St L__I'NO L
. Ha recibido algin medicamento en el iltimo mes ? = SI L NO L
. Ha tomado Aspirina, analgésicos y/o antinflamatorios en Jos Gltimos tres dias ? _ . = Sl —J NO L__
,_Suflﬂkmmmlémcm mamuopmitdadc - ? e ————— i, BN Rt TRV, Rt
o Presenta al momento alguna alergia ? SN0 L]
IJ ¢ Sufre de los pulmones, niflones, higado, sangre, corazon u otros ? - Sl d NO e
15 ; Sufre de disbetes, tuberculosis u otra enfe dad cronica? Sl ] NO
16  Le han operado o realizado algiin tipo de intervencion o procedimiento médico en los ltimos doce meses? SI ] NO
I7 Usted 0 su parcja habitualmente consumen alcohol, tabaco, o drogas? Sl b NO |
Ihm&hmkwmmommnlmm&mw Sl | NO
I9 ¢ Ha sido vacunado en los Gltimos doce meses” : . SI L NO |
20 ; Tiene usted vida sexual activa® TR . -~ SI LI NO |
’I ,Hammdomalgummlalmﬁmm‘kum i . T St L] NO |_
& Ha estado fuera del pais en los dltimos doce meses” el . E——— ] - s o .
J Tmooﬁwmudodcnﬁlsomaenbsdum&mmm ST L__1'NO L_.]
24, En los dltimos doce meses le pagd a alguien para tener rel sexusles? St _FNno L
25 ; En los altimos doce meses tuvo relaciones sexuales con alguien que usaba drogas? S e NQD L
26 ; Alguna vez recibid dincro o drogas para tener rel sexuales? e S ENO
27 ; En los ltimos doce meses tuvo usted o su parcja relaciones sexuales con otras personas”? - —_ S L __I'NO L]
28 ;Recibio usted dinero o alguna compensacion para donar sangre” ST ——— i S R kNG r__.
29 ; Ha recibido hormona de crecimiento o tuvo usted o algin pariente la enfermedad de € Id-Jacoby dad de vacas locas? e SEA___ENO
30 ; Dona usted sangre solamente para que sc le haga el andhisis de VIH 0 SIDA ™ IS, . | (V) IR 5 - o )
31 Leyd y comprendid este ¢ y fucron das todas las dudas al respecto” s 'St NG :
EXCLUSIVAMENTE PARA MUJERES
32 ; Estd usted embarazada o da de lactar? e i St D NO E
33 | Fecha de su dlima menstruacion” dia____ mes ado_
L Wl e == declaro que la infc fidk ! do e dera y en caso
asumo toda resp lidad. Adomdsautorizo a que se realicen los cxdmenes noccsarios, incluyendo VIH para el uso de misangre y estoy

- Niimero de cédula de identidad
Flrmad:ldum“hu:llnh;ml ko

MUCHAS GRACIAS, SUSANGRE NOS AYUDARA A SALVAR VIDAS.

POSTDONACION O AUTOEXCLUSION
LUEGO DE LA INFORMACION RECIBIDA ;| CONSIDERA USTED QUE SU SANGRE ES BUENA PARA
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Anexo 3: Inserto de tarjetas GRIFFOLS DG Gel Coombs
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Anexo 4: Hoja de panel de ¢
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Anexo 5: Procesamiento de muestras

Recoleccion de muestras Materiales y reactivos Equipos

-

Preparacion de muestras Rotulacién de muestrasy Preparacion de solucién de
tarjetas eritrocitos
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Procesamiento de muestras

Procesamiento de muestras

Procesamiento de muestras

Lectura de tarjetas
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Anexo 6: Resultados obtenidos

Antigeno Jka+ Jkb+
e
” = 4

Antigeno Jka+ Jkb-

Antigeno Jka- Jkb+

Antigeno Jka- Jkb-
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Anexo 7: Control de calidad de reactivos anti Jka y anti Jkb

Reactivo + eritrocitos comerciales

Reactivp + eritrocitos\paciente

A\ /

%
Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Positivo
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