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RESUMEN

La presencia de anticuerpos eritrocitarios en mujeres se produce posterior a tener
contacto con eritrocitos a través de transfusiones sanguineas, embarazos o abortos que

ocasionan hemorragia feto materna (HFM) (Laitano, 2013).

La prevalencia de los anticuerpos eritrocitarios depende de la frecuencia de los sistemas
sanguineos en la poblacion. Se estima que a nivel mundial, la prevalencia de anticuerpos
eritrocitarios es entre el 0.2% y 2.7 %. Entre los anticuerpos que son capaces de causar
EHRN estan los del sistema Rh, Kell, Duffy, Lewis, MNS (Vasquez Rojas, Castillo
Espinosa, Pavez Espinoza, Maldonado Rojas, & Mena Leiva, 2015) (Pahuja, Gupta,
Pujani, & Jain, 2011).

La enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido (HERN), es causada por la
presencia de anticuerpos eritrocitarios maternos de la clase 1gG, que se transportan a
través de la placenta, se unen con los antigenos fetales, producen la lisis celular y la

anemia fetal (Laitano, 2013).

La determinacién del anticuerpo a través del Coombs Indirecto, es el principal recurso
para valorar el grado de aloinmunizacién materna y el potencial grado de afectacion fetal,

con el objetivo de brindar la atencién médica oportuna (Lambertino M & Villegas G, 2014).

No hay datos en el pais que determinen la prevalencia de anticuerpos eritrocitarios en
embarazadas; el presente estudio, determiné la prevalencia y especificidad antigénica de
los anticuerpos identificados durante el embarazo, en pacientes que asistieron al Hospital
de Maternidad del Seguro Social en la Ciudad de Guatemala, para realizar las pruebas de

control prenatal en el mes de junio de 2017.

Se tamizé un total de 460 pacientes, se obtuvo el historial obstétrico y transfusional y se
procesé el Coombs Indirecto para la identificacion de anticuerpos eritrocitarios; cuando
esté salid positivo, se identificod el anticuerpo con paneles de 11 células, con y sin

papaina; su respectivo fenotipo y el titulo del anticuerpo.



La prevalencia de anticuerpos eritrocitarios en embarazadas fue de 1.09%. La
especificidad antigénica de los anticuerpos identificados se detalla a continuacion: anti-
RhD en el 40 %, anti-RhE en el 40% y anti Fya en 20%. Todos, clinicamente

significativos y capaces de causar EHRN.
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1. INTRODUCCION
En cada embarazo, aborto o transfusion sanguinea, las pacientes tienen contacto con
eritrocitos extrafios, conocido como sensibilizacion o isoinmunizacion materna, que
consiste en la produccion de anticuerpos por parte de la madre, que estan dirigidos hacia
un antigeno de los hematies fetales; estos antigenos estan ausentes en la madre y, por
tanto,son de origen paterno (Laitano, 2013).

La unién de los anticuerpos maternos con los antigenos fetales, produce la destruccion de
los hematies por el sistema reticulo-endotelial fetal, dando como resultado lo que
clinicamente se conoce como anemia fetal o neonatal a lo que se le ha llamado
Enfermedad Hemolitica del Recién Nacido (EHRN) (Laitano, 2013).

La enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN), se caracteriza por el acortamiento
de la vida media de los hematies fetales, debido a la accién de anticuerpos maternos que
atraviesan la placenta. A pesar del término EHRN, el proceso comienza en la vida
intrauterina, por lo que se ha propuesto el nombre de enfermedad hemolitica del feto y

recién nacido (Vasquez, Tello, Cualchi, & Perugachi, 2017).

De los mas de 300 grupos sanguineos conocidos, solo algunos son considerados
clinicamente significativos; de ellos, el antigeno Rh(D)es el causante del 25 al 30 % de
los casos, es el mas estudiado y el Unico con la opcién de tener Inmunoglobulina anti-D
como profilaxis, lo que permitiria reducir los casos de EHRN a causa de este anticuerpo.
Sin embargo, adnes el principal anticuerpo identificado en casos de EHRN a nivel
mundial. Otros antigenos capaces de causar HERN son Rh-E, Rh-e, Rh-C, Rh-c, Kell,
Kiddy Duffy (Armando Cortés Buelvas, Graciela Leén de Gonzalez, Manuel Mufioz
Gomez, s. f.) (Martinez, Yubelkis Tatiana , & Estrada Diaz, 2015 ).

La frecuencia de anticuerpos eritrocitarios en la etapa prenatal a nivel mundial es del
0.04% al 10%. La variabilidad en las tasas de aloinmunizacion depende de la expresion
de los grupos sanguineos en la poblacion, tasas de nacimientos, abortos y los métodos

usados para el tamizaje de anticuerpos (Karim, Moiz, & Kamran, 2015).



Se estima que cada afio mas de 350,000 casos de enfermedad por Rh pueden ocurrir en
el mundo, y aproximadamente 276,000 casos son por incompatibilidad Rh feto materna
(Zipursky & Bhutani, 2015).

El anti- RhD es el anticuerpo identificado con mayor frecuencia; otros anticuerpos
identificados en casos de EHRN son: anti Rh-E, anti Rh-e, anti Rh-c, anti RhC,
anticuerpos del sistema kell, Kidd, MNS y Duffy (Roux, rosales, & Rosales, 2000).

El principal anticuerpo causante de EHRN alrededor del mundo es el anti-RhD; entre los
avances en Enfermedad Hemolitica del Recién Nacido, el principal se ha enfocado a la
prevencién, a través de la Inmunoglobulina anti-D, con el objetivo de prevenir la
sensibilizacién por el RhD, para ello, es primordial administrar en dosis adecuadas cada

vez que exista una exposicién al antigeno Rh-D (Pillonel et al., 2012).

El presente estudio determind la frecuencia y especificidad antigénica de los anticuerpos
identificados durante el embarazo, en pacientes que asistieron a su control prenatal, en un
Hospital de Maternidad del Seguro Social, en junio de 2017, en la Ciudad de Guatemala;
estos datos permitiran determinar cuéles son los anticuerpos eritrocitarios que estan

presentes en la poblacién de embarazadas guatemaltecas.



2. ANTECEDENTES

2.1.Historia

En Francia, en 1609, en un caso de gemelos, uno de ellos, mortinato por hidrops y el
segundo, severamente ictérico, muere después con caracteristicas de kernicterus (F.,
Behnke G, & Carrillo T, 2011).

En 1932, Diamond et al unifican en una sola entidad llamada hidrops, lo que se conocia
hasta el momento comoicterus gravis neonatorum y anemia neonatal. En 1938 se supone
la presencia de un anticuerpo materno contra la sangre fetal, aunque se creia que el

antigeno era la hemoglobina fetal (F., Behnke G, & Carrillo T, 2011).

En 1940, Landsteiner y Wiener descubren la existencia del Rh. En 1941 Levine describe
una reaccion hemolitica en una madre y descubre que el feto posee un antigeno presente

en el padre, pero ausente en la madre (M & Villegas , 2014).

En 1946, Wallerstein publica la exanguinotransfusién neonatal de glébulos rojos. En
1954, Allen y Chown mostraron que el nacimiento prematuro disminuye las

complicaciones de la anemia e hiperbilirrubinemia (F., Behnke G, & Carrillo T, 2011).

En 1958, Cremer publica su experiencia con la fototerapia en Inglaterra, quien observé
que los prematuros ictéricos que reciben la luz solar directa, presentan mejorias notables

mas rapida que los prematuros que no la reciben (F., Behnke G, & Carrillo T, 2011).

En el afio 1958, Kleihauer demostro la existencia de la hemorragia feto materna (HFM), al
confirmar la presencia de glébulos rojos fetales en sangre materna, por la técnica que hoy
lleva su nombre (F., Behnke G, & Carrillo T, 2011).

En 1961, Liley da a conocer resultados obtenidos con la transfusion intrauterina, en el
manejo de los fetos severamente enfermos con esta enfermedad. En el mismo afo,

Freda comunica sus resultados con la administracion de Inmunoglobulina anti-D (F.,



Behnke G, & Carrillo T, 2011). (M & Villegas , 2014).

2.2 Enfermedad Hemolitica del Recién Nacido (EHRN)

La enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN) se caracteriza por el acortamiento de
la vida media de los hematies fetales, debido a la accién de anticuerpos maternos que
atraviesan la placenta. A pesar del término EHRN, el proceso comienza en la vida
intrauterina, por lo que se ha propuesto el hombre de enfermedad hemolitica del feto y

recién nacido (Vasquez et al., 2017).

2.2.1 Fisiopatologia de la Enfermedad Hemolitica del Recién Nacido (EHRN)

La incompatibilidad sanguinea materno fetal es una complicacién inmunoldgica de la
gestacion y produce afectacion fetal en diferentes estadios del embarazo; de alli su
clasificacion: si afecta al feto se denomina Enfermedad hemolitica perinatal (EHP); y si
afecta al Recién Nacido se denomina Enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN)
(Laitano, 2013). (De Haas, Thurik, Koelewijn, & van der Schoot, 2015).

Si el feto tiene presente el antigeno en el glébulo rojo, los anticuerpos maternos se uniran
y produciran la destruccion de globulos rojos fetales en el bazo fetal, esto provoca
anemia fetal que inducird una compensacién de eritropoyesis. Sin embargo, esto puede

ser insuficiente (De Haas et al., 2015).

Para compensar la anemia, el cuerpo provoca una circulacion hiperdinamica en el feto
que causa cardiomegalia y, finalmente, hidropesia fetal; una condicién que consiste en
edema en la piel y cavidades fetales. La hemodlisis de los glébulos rojos fetales produce
niveles elevados de bilirrubina. Como la bilirrubina pasa a la placenta, el exceso de
bilirrubina se elimina a través de la circulacion materna durante el embarazo (De Haas
et al., 2015).

Después del nacimiento, la hemolisis continda, pero el higado relativamente inmaduro del

neonato no puede conjugar suficientemente el exceso de bilirrubina; esto, puede



ocasionar hiperbilirrubinemia grave y, cuando no se trata, puede provocar incluso dafios al
sistema nervioso central irreversibles, una condicion conocida como kernicterus. Esta
condicion se caracteriza por la deposicion de bilirrubina en los nucleos basales y los
nucleos del tallo cerebral y, esta correlacionado con morbilidad a largo plazo, que puede
consistir en una grave forma de paralisis cerebral, problemas de audicion y deficiencias
psicomotoras (De Haas et al., 2015) (van Rossum et al., 2015).

Cuando la presencia o el desarrollo de anticuerpos eritrocitarios no se detecta durante el
embarazo, la Unica caracteristica clinica inespecifica e impredecible de HERN durante el
embarazo, es la disminucion de movimientos fetales o muerte fetal repentina, mientras

que después del nacimiento puede ocurrir la ictericia neonatal (De Haas et al., 2015)



FIGURA No. 1
FISIOPATOGENESIS DE LA EHRN
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2.2.2 Rasgos clinicos de la EHRN

La EHRN se inicia durante la vida intrauterina, por la hemolisis de los hematies fetales
recubiertos de anticuerpos. La anemia resultante conlleva una disminucién de la
capacidad de transporte de oxigeno y, como mecanismo de compensacion, una
hiperplasia intramedular de la serie roja y liberacibn a sangre periférica de formas
inmaduras, lo que se conoce como eritroblastosis fetalis (Vasquez et al., 2017).



Cuando la capacidad de compensacion de la médula es superada, aparece la
hematopoyesis extra medular en higado y bazo, lo que origina distorsion de la circulacién
portal, hipertension portal y ascitis. La hipoalbuminemia causada por la disminucion de la
sintesis de albumina en el higado da lugar a una disminucién en la presién oncética con la
aparicion de edema generalizado, ascitis, e incluso derrame pleural y pericardico lo que
se llama hidrops fetalis. Entre las manifestaciones también se encuentra la cardiomegalia,

hemorragia pulmonar, y otras (Vasquez et al., 2017).

La bilirrubina generada por la hemdlisis, es eliminada en el feto a través de la placenta.
Sin embargo, si en el neonato se supera la capacidad de eliminacion, presentard ictericia
intensa y signos de afectacion neuroldgica lo que se conoce como icterus gravis

neonatorum (Vasquez et al., 2017).

El nivel de hemoglobina y el recuento de hematies del corddén frecuentemente
disminuidos, no siempre se correlacionan con la gravedad de la enfermedad. En la sangre
periférica, los hematies presentan macrocitosis, anisocitosis y poiquilocitosis. Los
reticulocitos pueden representar el 30-40 % de la serie roja en RN no tratados, pudiendo
ser bajos en aquellos que reciban transfusion intrauterina (TIU). Los esferocitos se ven

sobre todo en casos de enfermedad por incompatibilidad ABO (Vasquez et al., 2017).

La amenaza méas grave de la hiperbilirrubinemia del neonato es el dafio cerebral,
conocido como kernicterus. La bilirrubina no conjugada es particularmente téxica para el
tejido cerebral en que se deposita, especialmente, en los ganglios basales, el talamo, el
cerebelo, la sustancia gris y la espina dorsal. ElI mecanismo por el que la bilirrubina libre
pasa al cerebro en el RN no esté del todo claro, pero el nivel de albamina sérica, el pH

sanguineo y la hipoxia parecen ser factores decisivos (Vasquez Rojas et al., 2015).
El nivel de bilirrubina necesario para producir kernicterus se desconoce, pero raramente
se produce dafio cerebral si la bilirrubina es menor de 20 mg/dl, en RN prematuros, este

limite parece ser menor (Vasquez et al., 2017).

Existen diferentes grados de afectacion: 45-50% de los casos padece una enfermedad tan



leve que no requiere tratamiento; 25-30 %, aunque no desarrollan hidrops, padece una
anemia moderada y pueden desarrollar intensa ictericia, con el consiguiente riesgo de
kernicterus; 20-25% desarrolla hidrops fetalis, 10-12 % antes de la 34 semanas de
gestacion y 10-13 % tras la semana 34. Por ello, es preciso detectar y tratar a estos fetos
que, de otra manera, tendrian alta mortalidad o probabilidad de dafio cerebral irreparable
(Vasquez et al., 2017).

2.3Isoinmunizacion
Se define como Isoinmunizacién, a la produccién de anticuerpos en un organismo que ha
recibido un antigeno procedente de otro individuo de la misma especie, a través de
trasplantes de 6rganos, transfusiones de sangre y/o durante el embarazo (Gonzalez,
2005).

2.3.1 Isoinmunizacién durante el embarazo

Consiste en la produccibn materna de anticuerpos, dirigidos hacia un antigeno de
membrana de los eritrocitos fetales, que estan ausentes en la madre y por tanto, de origen
paterno, esta produccion de anticuerpos se da como respuesta a una sensibilizacion

previa (Navarro, Carmona Samper , & Fiol Ruiz , 2013).

2.3.2 Patogénesis de la sensibilizacion materna

La primera fase de la respuesta inmune materna requiere que la sangre fetal en grandes
volumenes, estén en contacto con la madre; el aparecimiento de anticuerpos se da entre
6 a 12 semanas y en algunas ocasiones hasta 6 meses. Es mediada por anticuerpos de
tipo IgM con peso molecular de 900.000 Ul, por lo que, no atraviesan la barrera

placentaria (Lopez & Cortina Rosalez , 2000).

La segunda fase requiere el contacto con el antigeno por segunda vez; en este caso, la
aparicion de anticuerpos de tipo IgG con peso molecular de 160.000 Ul tienen la
capacidad de atravesar la placenta y desencadenar una reaccion en pocos dias y solo

requieren el contacto con un bajo volumen de sangre fetal; estos anticuerpos se fijan en el



eritrocito fetal y se inicia el proceso hemolitico. Para desarrollar la segunda etapa en el
caso del RhD, se requieren tan solo de 0.3 ml de Sangre (Serra & Mallfré, 2015),(Escobar
Hi Fong, 2015).

2.4 Clasificacion de los Anticuerpos Eritrocitarios

De acuerdo al tipo de anticuerpos responsables de la hemdlisis, se pueden clasificar en

tres categorias:

Anticuerpos del sistema ABO:
Anti-A, Anti-B.

Anticuerpos del sistema Rh:
Anti-D, -c, -C, -C%, -C*, -e, -E, E", ce, -Ce®, -Rh32, -Go?, -Be?, -Evans, LW.

Anticuerpos atipicos o irregulares:
Anti-Kidd, Kell, Duffy, Anti-K, -k, -Ku, -Kp?, -Kp®°, -Js?, -Js"-Fya, -Fy3, -Jk, -

JK°, -M, -N, -S, -s, -U, -Vw, -Far, -M", -Mit, -Mt3, -Mur, Hil, -Hut, -Ena, -
PP,P¥, -Lu?, -Lu®Lu9, -Di?, -Di®, -Yt3, -Yt°, -Do?, -Co® Wr(Laitano, 2013).

2.5 Anticuerpos capaces de producir EHRN
Reconocidos por la ISBT, existen mas de 300 antigenos eritrocitarios agrupados en mas
de 32 sistemas eritrocitarios. Los anticuerpos del sistema ABO, entre otros, pueden
causar incompatibilidad materno fetal y EHRN (Lawicki, Covin, & Powers, 2017).
A continuacion se describen los sistemas con anticuerpos capaces de causar EHRN:

2.5.1 Sistema Rh

La EHRN causada por anticuerpos del sistema Rh, suele ser severa, en particular por el

antigeno D. (Torres, Vasquez Martinez , & Baptista Gonzalez, 2014).

Los anticuerpos del sistema Rhesus se describen a continuacion:
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La presencia del antigeno D determina el grupo "RhD positivo" y la ausencia del antigeno
D determina el grupo "RhD negativo" (Javiera Fuenzalida., 2014), (De Haas et al., 2015).

Los anticuerpos del sistema Rh son: Rh-C, Rh ¢, Rh E, Rh e, Rh D y otros 45 mas; este
sistema es el segundo en importancia clinica, después del sistema ABO (Shaz, Hillyer,
Zimring, & Abshire, 2009).

La mayoria de los anticuerpos Rh son de clase IgG, aunque algunos tienen un
componente IgM; y son clinicamente significativos, es decir, son capaces de causar
hemolisis por transfusion y Enfermedad Hemolitica del Recién Nacido. Aproximadamente
el 20% de personas Rh negativo, expuestas a sangre con Rh positivo, principalmente en
sala de emergencias, sala de operaciones, unidad de cuidados intensivos; se
sensibilizara, es decir, que formara anticuerpos anti-D, con tan solo recibir tan 0.5 ml de
sangre con Rh positivos(Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).

Los anticuerpos Anti-D y anti-c son capaces de causar HERN severa, mientras que anti-C,

anti-E y anti-e usualmente causan HERN moderada o leve (Gonzalez, 2005).

2.5.2 Sistema Kell

El sistema del grupo sanguineo Kell, contiene mas de 25 antigenos que se designan por
nombre propio, letra abreviada o numero; los principales son: K (K1 [Kell]) yk (K2
[Cellano]). (Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).

El antigeno K es fuertemente inmunogénico y pocos casos se han reportado de
anticuerpos naturales de anti-K; la mayoria son como consecuencia a transfusiones o
embarazos (Armando Cortés Buelvas, Graciela Ledn de Gonzalez, Manuel Mufioz

Gomez, s. f.).

Otros anticuerpos del sistema Kell, incluyen anti-Kpa, anti-Kpb, anti-Jsa y anti-Jsb, que
pueden producir EHRN, tanto de forma inmediata como tardia. Debido a que los
antigenos de Kell se expresan muy temprano durante la eritropoyesis, los anticuerpos
anti-Kell puede causar destruccion de células precursoras de eritrocitos y clinicamente
puede suprimir la eritropoyesis. Por lo tanto, estos anticuerpos pueden provocar anemia

sin hemdlisis y bilirrubina elevada(Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).
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2.5.3 Sistema Cellano (k; K2)

Existen pocos casos reportados en la literatura de enfermedad hemolitica perinatal
secundaria a la presencia de este antigeno, con cuadros de leves a severos. Los titulos
de anticuerpos no se relacionan con la gravedad de la enfermedad. Distintos autores
sugieren gue este antigeno se comportaria en forma similar a Kell produciendo supresién
a nivel de la médula (Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).

2.5.4 Sistema MNS

El sistema MNS esta compuesto por 40 antigenos, entre ellos solamente M, N, S, sy U se

han asociado a enfermedad hemolitica perinatal (Fuenzalida & Carvajal, 2014).

El sistema de grupo sanguineo MNS esta conformado por los antigenos M, N, S, sy U;
los anticuerpos contra estos antigenos pueden ser clinicamente significativos,
especialmente anti-S, anti-s y anti-U, mientras que anti-M rara vez es clinicamente
significativo y anti-N no se considera clinicamente significativo. Los antigenos S y s son
sensibles a quimotripsina y pronasa, ficina, papaina y pronasa(Shaz, Hillyer, Zimring, &
Abshire, 2009), (Goolfed, 2004).

a. Anticuerpo anti M

Es un anticuerpo de tipo IgM y se presenta como una aglutinina en frio y reactividad a 37 °
C; rara vez se ha asociado con reacciones transfusionales hemoliticas y EHRN
(Fuenzalida & Carvajal, 2014).

La conversion a IgG ocurre en raras ocasiones, pero se ha asociado a enfermedad
hemolitica perinatal. Los anticuerpos anti-M estan presentes en 10% de los embarazos
con tamizaje positivo; sin embargo, rara vez se asocia con EHRN. Se han reportado
pOCOS casos por este anticuerpo, la mayoria de los casos son leves y solamente requieren
fototerapia, sin embargo, hay casos reportados de enfermedad severa. Ninguna de las
publicaciones relaciona los titulos de anticuerpos con la gravedad de la enfermedad.
Cabe destacar la importancia de solicitar la diferenciacion del anticuerpo en IgM o IgG,
dado que solo IgG puede atravesar la barrera placentaria y causar enfermedad fetal

(Javiera Fuenzalida., 2014).
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b. Anticuerpo Anti-N

Es un anticuerpo de tipo IgM y no se ha asociado con reacciones transfusionales
hemoliticas 0 HERN. Son de origen natural, no requieren exposicion previa al antigeno
para la formacion; muestra un efecto de dosificacién, es decir, reacciona a los glébulos
rojos con una doble dosis de antigeno, con mayor intensidad que a aquellos con dosis

Unica de antigeno (Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).

c. Anticuerpos Anti-S, Anti-s y Anti-U

Los anticuerpos anti-S, anti-s y anti-U son anticuerpos IgG que se forman en respuesta a
la estimulacién y se asocian con transfusion hemolitica reacciones y HERN (Shaz, Hillyer,
Zimring, & Abshire, 2009).

2.3.5 Sistema Duffy

La proteina del antigeno Duffy muestra un efecto de dosificacion, lo que significa que hay
mayor cantidad de antigenos Fya en eritrocitos de un individuo que es homocigoto para el
alelo Fya que en los eritrocitos de un individuo que es heterocigoto. La frecuencia del
antigeno Duffy varia significativamente entre grupos raciales (Fuenzalida & Carvajal,
2014).

Los antigenos del sistema Duffy son: Fya y Fyb y son sensibles a tratamiento enzimatico
proteolitico. Los antigenos Duffy se detectan entre la 6ta y 7ma semana de gestacion
(Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).

Los anticuerpos Duffy casi siempre son IgG; en muy pocos casos son IgM. Los
anticuerpos 1gG tienen la capacidad de activar el complemento y causar reacciones
transfusionales hemoliticas 0 HERN de leves a severas (Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire,
2009).

2.5.6 Sistema Kidd

El sistema Kidd estd compuesto por dos antigenos, el Jka y Jkb. Estos anticuerpos, se

han identificados en reacciones transfusionales agudas, crénicas y EHRN. Es poco
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frecuente y suele provocar la enfermedad leve y de buen prondstico; pocos casos han

reportado severos incluso con resultado de pérdida fetal (Javiera Fuenzalida., 2014).

Los antigenos Kidd se detectan a las 11 semanas de gestacién y estan desarrollados al
nacer. Estos antigenos también se expresan en células endoteliales de la médula del

rifidn humano (Gonzalez, 2005).

Los anticuerpos Anti-Kidd no son comunes y generalmente se encuentra con anticuerpos
de otros sistemas. Debido a que su titulo a menudo disminuye por debajo del limite de
deteccién, a menudo reaccionan débilmente, pueden volverse indetectables durante el
almacenamiento y reaccionan solo con células homocigoéticas(Fuenzalida & Carvajal,
2014).

Los anticuerpos Kidd pueden ser dificiles de identificar y son responsables de
aproximadamente un tercio de todas las reacciones transfusionales hemoliticas tardias,
que pueden ser severas. Los anticuerpos son principalmente IgG, pero pueden ser
parcialmente IgM. Los anticuerpos anti-Kidd rara vez causan HERN vy, cuando lo hacen,

suelen ser leves (Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).
2.5.7 Isoinmunizacién por multiples anticuerpos

Existe la inmunizacion materna por multiples anticuerpos. Los cuadros documentados de
EHRN mas graves, han sido en pacientes con anti-D acompafiado de anti-C o anti-E

(Javiera Fuenzalida., 2014).

2.6 Riesgos de Isoinmunizacion Materna

La implementacion de pruebas de compatibilidad, ha disminuido la Isoinmunizacién por
transfusion sanguinea, siendo esta, la segunda causa de Isoinmunizacién. El embarazo

se ha convertido en la principal causa de sensibilizacion (Fuenzalida & Carvajal, 2014).
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2.6.1 Factores que estimulan la sensibilizacion materna

a. Antigenicidad del anticuerpo

Aunque potencialmente cualquier anticuerpo puede producir esta complicacion, el
antigeno que mas frecuentemente induce una inmunizacion y el més antigénico es el RhD
(C &C, 2014).

Los anticuerpos que son capaces de producir EHRN grave, son los de especificidad anti-
C, y anti-k. También la estructura, distribucién tisular y densidad del antigeno tienen un
papel determinante que condiciona la produccion final, o no, de la hemodlisis
(Transfusional., 2014), (Hillyer, Shaz, Zimring, & Abshire, 2009).

El anticuerpo Anti-D se correlaciona con el mayor riesgo de mortalidad fetal y morbilidad y
el riesgo es mucho mas bajo cuando estiq asociada a otros anticuerpos eritrocitarios
maternos, con la excepcion de anti-K. Un estudio, realizado en embarazadas de los
Paises Bajos, demostré que el Anti-Des el causante del 26% de casos de EHRN, los
anticuerpos Anti-c en 10%, los anticuerpos Anti-E en 2% y anticuerpos dirigido contra otro

antigeno del Rh en el 5% de los embarazos (De Haas et al., 2015).

b. Eventos inmunizantes

El contacto con sangre por transfusiones, embarazos o abortos es considerados como
eventos inmunizantes; para ello, es necesario que la sangre que recibe, tenga presente
algun antigeno que carezca el paciente que la recibe. Las transfusiones de unidades Rh
(D) positiva a mujeres Rh (D) negativas en edad fértil, son capaces de crear anti D, por lo
tanto, aumenta el riesgo de EHRN. La transfusion de plasma o plaquetas también son
capaces de sensibilizacién, ya que, los eritrocitos presentes en plaguetas o granulocitos

constituyen un estimulo inmunizante(Fasano, 2016).

Se recomienda que las mujeres en edad fértil sean transfundidas con eritrocitos C
negativo y/o K negativo, si carecen de estos antigenos, si han tenido embarazos previos o

abortos (Garcia Tejerizo & Gomez Torranzo , 2002).



15

c. Hemorragia Feto Materna (HFM)

El 75% de las embarazadas presentan HFM en algin momento del embarazo y/o del
parto; esta hemorragia habitualmente es baja, pero el 1% de los casos puede ser de hasta
5 mly el 0,25% alcanza voliumenes tan altos como 30 ml. También hay diferencias en la
incidencia de la HFM en los diferentes trimestres del embarazo: se sabe que hay 3% de
riesgo en el primer trimestre (0,03 ml); 12% en el segundo trimestre (generalmente menos
de 0,1 ml) y hasta 46% en el tercer trimestre, ocasionalmente hasta 25 ml (F., Behnke G,
& Carrillo T, 2011).

d. Respuestainmune

Ella dependera de varios factores, como la inmunogenicidad del antigeno, volumen y
namero de episodios hemorragicos, la capacidad de respuesta de cada gestante y que se
haya realizado la profilaxis de forma adecuada (Garcia Tejerizo & Gomez Torranzo ,
2002).

De acuerdo a la respuesta inmune de cada paciente se clasifican como respondedoras o
no respondedoras. La razén por la cual mujeres con riesgo no desarrollan esta
sensibilizacién, todavia no esté clara, existen teorias que apuntan hacia una supresion de
Células T y la induccibn de un estado de tolerancia por pequefas cantidades de
antigenos; otra teoria supone la posibilidad de que existan bajos titulos de anti-D y que no
pueden ser detectados por los métodos de diagndstico disponibles. Se plantea que entre
25 y 30 % de las mujeres D-negativas son no respondedoras; el resto, como

respondedoras (Lépez & Cortina Rosalez , 2000).

La capacidad de respuesta inmune de la madre es muy variable durante el embarazo,
influenciada por el sistema mayor de histocompatibilidad clase Il. S6lo 16 % de madres D
negativas no protegidas se sensibiliza durante el embarazo de un feto D positivo
(Vasquez et al., 2017).
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e. Genotipo paterno

El genotipo paterno influye en la inmunizacién materna, ya que, el antigeno heredado al

feto es de origen paterno (Garcia, 2009).

f. Caracteristicas del antigeno Fetal

Algunas caracteristicas del antigeno como la eficiencia en el paso de los anticuerpos a
través de la placenta y la madurez funcional del bazo fetal, entre otros(Vasquez et al.,
2017).

2.7 Evaluacién prenatal
2.7.1 Antecedentes

a. Obstétricos
Es importante conocer el historial de Traumatismos abdominales, abortos, estudios
invasivos, inmunoprofilaxis anti D, embarazos previos, historial de neonatos con ictericia,

entre otros, que puedan causar sensibilizacion (Lambertino M & Villegas G, 2014).

b. Hemoterapéuticos
Se refiere a algun evento inmunizante relacionado con transfusiones de cualquier
componente sanguineo. Es primordial investigar historial de transfusiones previas, ya
que, puede producirse anemia fetal mas grave, debido a que, el estimulo antigénico
primario que suponen la sangre transfundida es superior al que conlleva la hemorragia
transplacentaria por embarazo. Los anticuerpo producidos por transfusion son mas

potentes, con capacidad de inducir mayor afectacion fetal (Transfusional., 2014).

2.7.2 Pruebas Inmunohematolégicas
Las pruebas disponibles en la actualidad son muy sensibles, por lo que son capaces de
detectar anticuerpos que han sido desarrollados anteriormente por embarazos, abortos o
transfusiones; sin embargo, cuando estan en muy bajo nivel, puede ser que no sean
detectables (Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).
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a.Grupo ABO Yy Rh de los progenitores
Gruposanguineo ABO
Incluyen A, B, AB y O. Los anticuerpos correspondientes a estos grupos
sanguineos estan presentes en el suero de la mayoria de las personas sin
exposicion previa a glébulos rojos, es decir, se forman de manera natural
(Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).

Grupo sanguineo D

El antigeno D también denominado tipo Rh (D) es el mas inmunogénico
de los antigenos eritrocitarios; es el segundo en importancia en medicina
transfusional seguido del ABO (Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).

El antigeno D tiene la complejidad molecular que le permite estar
expresado como D completo, como D débil o D parcial, por lo que las
pruebas para detectar antigenos D débil se realiza en la fase de
Inmunoglobulina anti-D humana, que requiere tiempo, reactivos y
controles; también se pueden emplear técnicas automaticas que son
suficientemente sensibles para la deteccién de D débil, de modo que no
es necesaria otra prueba para su confirmacion (Shaz, Hillyer, Zimring, &
Abshire, 2009), (Armando Cortés Buelvas, Graciela Leén de Gonzalez,

Manuel Mufioz Gomez, s. f.).

b.Fenotipo de los glébulos rojos del paciente

En el proceso de investigacion del anticuerpo, la realizacién del fenotipo
es util, ya que, si el paciente carece de un antigeno en su fenotipo,
entonces él paciente es capaz de formar un anticuerpo contra ese
antigeno. Por el contrario, si el paciente tiene un antigeno en su fenotipo,
entonces no crea un anticuerpo contra ese antigeno; a menos que se trate

de un auto anticuerpo (Arbeladez Garcia, 2009).

La produccion de células rojas comerciales destinadas para investigacion

de anticuerpos, son producidas con reactivos monoclonales, lo que
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permite la deteccion cuando estén presentes, ain en muy bajo volumen
(Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).

c.Deteccidon de Anticuerpos eritrocitarios

Los anticuerpos eritrocitarios distintos de anti-A y anti-B, son clasificados
como anticuerpos irregulares y estan presentes en la poblacion en general
en 1.2% a 3.5%; ello depende de la edad, el nimero de transfusiones
previas o embarazos y la expresion antigénica de los grupos sanguineos
en la poblacién (Lambertino M & Villegas G, 2014), (Arbeldez Garcia,
2009).

La aloinmunizacién puede ser por exposicion durante el embarazo o
transfusion de hemocomponentes y por otro lado, por anticuerpos que se
desarrollan de forma natural, es decir, no se producen por exposicion
previa, sino que pueden ser ejemplo de mimetismo antigénico (Shaz,
Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).

Las pruebas disponibles para la deteccion de anticuerpos eritrocitarios se
listan a continuacion: la prueba antiglobulina indirecta, rastreo de
anticuerpos, prueba cruzada o a través de un eluato, este Ultimo permite
extraer anticuerpos que recubren a los eritrocitos del paciente para su

posterior identificacion (Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).

Cuando se detecta la presencia de un anticuerpo, se debe determinar la
especificidad antigénica de el o los anticuerpos presentes, las pruebas
disponibles para ello permiten la identificacion a través de la comparacion
de reaccion con paneles de células eritrocitarias; que pueden ser
comerciales o caseras (Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).

d.Especificidad del Anticuerpo

Es la capacidad del anticuerpo para unirse a un antigeno determinado; y

asi identificar el anticuerpo. Para realizarlo, se pone en contacto el
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plasma del paciente con un panel de reactivos que contiene eritrocitos con

antigenos conocidos (Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).

La especificidad del anticuerpo se determina al compararla reaccion
obtenida cuando el anticuerpo se pone en contacto con los antigenos
conocidos de eritrocitos. Por ejemplo, si hay aglutinacion de glébulos
rojos positivos que coincida con el patron del antigeno K, el plasma del
paciente contiene un anti-K. Una vez que la especificidad del anticuerpo
se determina, se evalla la importancia clinica del anticuerpo identificado
(Arbeldez Garcia, 2009).

Si se determina que un anticuerpo es clinicamente significativo y esta
asociado con HERN, entonces es necesario realizar las pruebas
prenatales apropiadas; entre ellas, determinar el titulo del anticuerpo
(Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).

e. Titulo del anticuerpo

La determinacion de los titulos maternos es la cuantificacién del
anticuerpo presente, se cuantfica para determinar el grado de
inmunizacién; es la principal herramienta en la evaluacion de la madre con
sensibilizacién previa y su resultado es expresado en el numero de
diluciones y se reporta como: 1:8, 1:16, 1:32... Un titulo critico se define
como el punto en el que existe un riesgo significativo de hidrops fetal
(Lambertino M & Villegas G, 2014)(Vasquez et al., 2017).

El titulo o cuantificacion del anticuerpo en la madre es util para evaluar el
grado de inmunizacion de la madre y el limite critico a partir del cual estan
indicadas otras pruebas para valorar la afectacion fetal. La concentracion
de 1gG aumenta progresivamente en la primera mitad de la gestacion; a
partir de la 22-24 semanas, la concentracion fetal de 1gG se eleva de

forma exponencial (Valdes, 2003).
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Para una mejor correlacion, las titulaciones se deben realizar en el mismo
laboratorio, utilizar células del mismo fenotipo y la misma tecnologia. Las
titulaciones son seriadas y se compara el resultado actual con el
precedente (Valdes, 2003).

La primera titulacion sirve de valor de referencia para las siguientes
titulaciones; se considera un aumento significativo del titulo un incremento
en dos diluciones, lo cual puede ser indicativo de progresion de la
inmunizacién materna y previsible afectacion fetal. Los laboratorios deben
definir el titulo critico, para justificar el uso de técnicas invasivas que
puedan afectar al feto a través de una hemorragia transplacentaria
(Gonzalez, 2005).

Cuando el titulo de anti-D es inferior a 1/16 hasta el final de la gestacion,
hay pocas posibilidades de muerte fetal o neonatal; cada laboratorio
debera determinar el valor critico de cada anticuerpo, ajustado a las
condiciones de trabajo (Martin Fularte, 1998). (Mallon, Neill, Biggerstaff,
Kelly, & Scott, 2018).

Para anticuerpos diferentes del anti-D, no se han definido titulos criticos;
la mayoria de los casos mas severos se han detectado con titulos
mayores o0 iguales a 1:16, aunque hay reporte de casos con titulos
menores para el anti-c, por ejemplo, en algunos anticuerpos, no se ha
demostrado relacion entre el titulo de anticuerpos y la gravedad de la
EHRN (Martinez, Yubelkis Tatiana , & Estrada Diaz, 2015 ).

Se recomienda que con los titulos de anticuerpos, mayores de 1/16 y
menores de 1/128, realizar control serolégico mensual, investigar el
fenotipo/genotipo paterno y genotipo Rh (D) fetal en el segundo trimestre,

ademas del control obstétrico (Escobar Hi Fong, 2015).

Cuando el titulo de anti-D sea inferior a 1/16 hasta el final de la gestacion,

hay pocas posibilidades de muerte fetal o neonatal. La EHRN sera, por lo
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regular, leve o moderada. Pueden existir diferencias en cuanto al valor
critico del titulo, por lo que cada laboratorio deberd determinar el valor
critico de esta prueba, ajustandolo a sus condiciones de trabajo.
(Martinez, Yubelkis Tatiana , & Estrada Diaz, 2015 ).

Cada laboratorio, debe definir el titulo critico, por debajo del cual se sabe
que el feto puede desarrollar hemolisis. No existen suficientes casos
reportados para definir el titulo y que compruebe la asociacién, aunque se
ha determinado que el titulo critico para anti-D oscila entre 8 y 16. Para
otros anticuerpos, el valor de la titulacion no esta estandarizado, aunque
se han identificado casos de EHRN con titulos de 1:2 (Lambertino M &
Villegas G, 2014)(Laitano, 2013)(Vasquez et al., 2017).

2.8 Protocolo de tamizaje prenatal

Para asegurar la deteccion de aloinmunizacién en la etapa pre natal, en muchos paises
han establecido protocolos de tamizaje que incluye dos o incluso tres tamizajes a lo largo
del embarazo (Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).

La repeticion de la prueba como tamizaje a lo largo del embarazo, estd destinada a
detectar respuestas primarias que pueden ocurrir durante el embarazo y respuestas
secundarias en mujeres previamente inmunizadas (Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire,
2009).

La sensibilidad de las pruebas de tamizaje para deteccion de anticuerpos, ha permitido la
deteccion de anticuerpos en el primer trimestre con 75 % de sensibilidad. Para
incrementar la sensibilidad, puede considerarse un segundo tamizaje; sin embargo, hay
estudios que demuestran que no han sido detectado casos de HERN en un segundo
tamizaje, al menos con un numero pequefio de pacientes (Koelewijn, Vrijkotte, van der
Schoot, Bonsel, & de Haas, 2008).
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2.9 Procedimientos para la Identificacién de anticuerpos eritrocitarios

2.9.1 Muestra

La identificacion del anticuerpo se puede realizar en suero o plasma. Se prefieren las
muestras de sangre anticoagulada con EDTA, ya que evitan los problemas asociados con
la absorcién in vitro de componentes del complemento por glébulos rojos, que puede

ocurrir en muestras coaguladas,(Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).

2.9.2 Metodologia para la identificacion de anticuerpos eritrocitarios

Existen varias metodologias para la deteccion por aglutinacion, entre ellas, las usadas con
mayor frecuencia actualmente son: la técnica de tubo, la técnica de gel y el método de
fase solida (Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).

a. Metodologia en gel

Los sistemas comerciales suelen emplear tarjetas o tiras de microtubos que permiten
realizar varias pruebas simultaneas. Con esta técnica, el suero o plasma del paciente y
las células del panel se colocan en la cAmara de reaccidn que se encuentra en la parte
superior de la columna. La tarjeta se incuba a 37° C entre 15 minutos y una hora, para
permitir que se produzca la unién entre el antigeno y el anticuerpo; luego, se centrifuga
durante 10 minutos, en ese tiempo, los glébulos rojos son forzados a salir de la camara de
reaccion y atravesar la columna de gel que contiene SAGH anti-lgG. Si la unién ha
ocurrido durante la fase de incubacion, el SAGH reacciona con las células recubiertas de
anticuerpo, resultando en la aglutinacién. Las células aglutinadas quedaran atrapadas
dentro del gel, ya que los aglutinados son demasiado grandes para pasar a través de los
espacios entre sus particulas.; si no se produjo aglutinacion, las células formaran un botén

en la parte inferior del microtubo (Buelvas, Gonzalez, Gomez, 2012).

b. Métodos moleculares

A través de la identificacion del ADN obtenido de leucocitos de sangre periférica se puede

superar algunas limitaciones de las técnicas seroldgicas; esta técnica, permite la
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identificacion del antigeno que esta en el eritrocito a través de pruebas de ADN (Garcia,
2009).

Las tecnologias moleculares de alto rendimiento en el campo de la medicina transfusional,
hacen posible determinar multiples polimorfismos de nucle6tido Unico del antigeno del
glébulo rojo. Hay varias plataformas de genotipado a escala masiva en uso y en desarrollo
en América del Norte y Europa, con una plataforma Unica actualmente aprobada por la
FDA y que incluye genotipos para Rh (CcEe), Kell (K / k), Kidd (Jka / Jkb), Duffy (Fya /
Fyb), Duffy-GATA, MNS (M / N, S/ s), Luterano (Lua / Lub), Diego (Dia / Dib), Colton (Coa
/ Cob), Dombrock(Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).

2.10 Profilaxis de la Isoinmunizaciéon RH

La inmunoglobulina anti-D es un método efectivo para prevenir la isoinmunizacion por
anti-D, indicada en gestantes Rh-D negativo, no sensibilizadas, cuya pareja es Rh-D
positivo o cuando se desconoce el grupo de la pareja (Lambertino M & Villegas G, 2014).

En el Reino Unido, la dosis depende del momento de la gestacion en que se produce la
hemorragia durante el embarazo; asi, se administran 50 g (250 U) si ocurre antes de la
semana 20 de gestacion; y si ocurre después de la semana 20, se administran100 g (500
U). Esta dosis estandar es suficiente para hemorragias menores de 4 ml de sangre,
incrementandose la dosis a 125 U en el caso de hemorragias de mayor volumen
(Lambertino M & Villegas G, 2014).

La Asociacion Americana de Bancos de Sangre (AABB) recomienda la cuantificacion de la
hemorragia para ajustar la dosis. La Asociacibn Americana de Obstetricia y Ginecologia
(ACOG) recomienda la cuantificacion solo en los casos de gestacion mdltiple, abruptio
placentae, placenta previa y extraccion manual de la placenta. Si se sospecha HFM
intermitente es importante repetir la dosis a intervalos de 6 semanas, ya que niveles bajos
de inmunoglobulina anti-D pueden, paraddjicamente, incrementar la respuesta inmune en

la presencia de un estimulo antigénico (Cubana, Inmunol, & Rosales, 2000).
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Se recomienda hacer la cuantificacion de la hemorragia por la técnica de elucién acida de
Kleihauer o equivalente, técnica de rosetas o por citometria de flujo (Cubana et al., 2000).

2.10.1 Dosis e indicaciones de la Inmunoglobulina Anti-D

La dosis 6ptima, el momento de administracion y las indicaciones han sido objeto de
estudio por los distintos grupos de Norteamérica, Reino Unido y Canad4, hasta la
realizacion de documentos de consenso y guias de administracién, cuya rigurosa
aplicacion permitiria la erradicacion casi total de la EHRN causada por anti-RhD (Cubana
et al., 2000), (L6pez & Cortina Rosalez , 2000).

Un principio general es que 20 g (100 U) de anti-D protegen frente a 1 ml de sangre Rh-D
positivos. La administracién de la Inmunoglobulina anti-D a mujeres D negativas no
inmunizadas previamente, en las 72 h tras cada alumbramiento de un recién nacido D
positivo, previene la inmunizacién en la mayoria de los casos. Sin embargo, 1,8 % de las
mujeres con riesgo desarrollan anti-D y, de éstas, el 92 % lo hace a partir de la 28
semana de gestacién. La adicion de una dosis de 300gms en esta semana de gestacion
disminuye la sensibilizacion al 0,12 %. La dosis de 300 g postparto protege frente a la
exposicion de 15 ml de sangre D positivos; del 0,24 % de las mujeres que tienen una
hemorragia superior a esta cantidad en el parto sélo el 30 % quedara sensibilizada, por lo
que, el fallo con esta dosis ocurrird en el 0,08 %. En EE.UU. todas la mujeres D negativas
reciben 300 g (1.500 U) de anti-D entre la 28 y la 35 semana de gestacion en todos los
embarazos. Si el neonato es D positivo, esta dosis se repite tras el parto. En la mayoria
de los paises Europeos se administra una dosis inferior, 200-250 g (1.000-1.500 U) a la
28 semana y se repite a la 34 semana. Esta dosis se reduce aun mas en el Reino Unido
donde consideran que 100 g a la 28 y 34 semanas confieren la misma proteccion.
Tedricamente, las dosis divididas tienen la ventaja de mantener un nivel elevado de
anticuerpos a lo largo del tercer trimestre. Sin embargo, y en la préctica diaria, suponen
un riesgo por falta de cumplimiento al requerir una mayor adherencia por parte de las

embarazadas (Vasquez et al., 2017).



25

En los casos de mujeres con expresion débil del antigeno D, sélo estd justificada la
profilaxis en los casos de D parcial, con falta de uno o mas epitopes. Sin embargo, si
solamente existe una menor expresion del antigeno (Dw), se debe considerar a la madre
como Rh-D positivo. En el caso en que no se pueda diferenciar, para mayor seguridad se
tratard como si fuera Rh-D negativa (Vasquez et al., 2017).

La administracion rigurosa en tiempo y dosis de la inmunoprofilaxis anti-D debe ser una
prioridad, ya que fallos de administracion constituyen, ain hoy en dia una importante

causa de inmunizacién por RhD (Vasquez et al., 2017).
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3. JUSTIFICACION

La presente investigacion determind la prevalencia de anticuerpos eritrocitarios durante el
embarazo, en pacientes que asistieron a control prenatal en un Hospital de Maternidad del
Seguro Social de la Ciudad de Guatemala, ya que es importante identificar los anticuerpos
que estan presentes en mujeres en estado de gravidez en la poblacion y determinar la
especificidad antigénica con el objetivo de conocer si son clinicamente significativos y su

capacidad de producir Enfermedad Hemolitica del Recién Nacido.

Cuando existen anticuerpos eritrocitarios durante el embarazo, se pone en riesgo al feto
o el recién nacido, siempre y cuando el anticuerpo sea capaz de producir Enfermedad
Hemolitica del Recién Nacido. La falta de documentacién de casos de EHRN, por los sub
registros, impide conocer la prevalencia real de esta enfermedad en la poblacion
neonatal; sin embargo, la identificacién de los anticuerpos en la etapa prenatal, permitira
llevar el control prenatal adecuado para disminuir los riesgos y complicaciones del feto y

del recién nacido.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Estimar la prevalencia y la especificidad antigénica de anticuerpos eritrocitarios
identificados en embarazadas que asistieron para control prenatal a un Hospital de

Maternidad del Seguro Social de la ciudad de Guatemala en el mes de Junio del 2017.

4.2 Objetivos especificos

a. Caracterizar a las embarazadas que asistieron para su control prenatal durante el
mes de Junio de 2017 al Hospital de Maternidad del Seguro Social en la Ciudad de
Guatemala.

b. Caracterizar a las embarazadas a las que se identificd la presencia de anticuerpos
eritrocitarios.
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5. METODOLOGIA
5.1 Unidades de analisis

Pacientes que asistieron al Hospital de Maternidad del Seguro Social de la Ciudad

de Guatemala para su control prenatal durante el mes de Junio del 2017.

Se realiz6 un muestreo por conveniencia que incluyé a 460 embarazadas que
asistieron al Hospital de Maternidad del Seguro Social, en el mes de Junio del

2017, para realizar pruebas del control prenatal.

5.3 Criterios de inclusién

Pacientes que asistieron a su primera cita al Laboratorio clinico para realizar

pruebas de control prenatal, con registro del historial obstétrico y transfusional.

5.4 Consentimiento informado

De forma verbal se pidi6é el consentimiento a cada una de las pacientes, previo a

ser encuestadas; a continuacion se describe el contenido del consentimiento:

“Se esta realizando un estudio que busca la presencia de anticuerpos
desarrollados por embarazos o por recibir sangre, para lo cual, se le tomara una
muestra de sangre y se le pediran algunos datos. El resultado de la prueba
realizada sera enviado al expediente para que esté disponible cuando pase con su
ginecdlogo y le pueda decir el resultado”.

5.5 Disefio experimental
Estudio transversal.

6.5 Recursos

5.6.1 Recurso humano
Técnicos del Laboratorio clinico y Banco de Sangre.
Jefe del Banco de Sangre del Hospital de Maternidad.
Jefe del Laboratorio Clinico del Hospital de Maternidad.
Secretaria del Banco de Sangre.

Catedratica de Curso de Seminario



5.6.2 Materiales:
Tubos al vacio con anticoagulante EDTA de 4 ml.
Agujas para extraccion de muestra al vacio, con sistema Vacutainer.
Ligaduras para torniquete.
Algodon.
Alcohol.
Curitas.
Marcadores permanentes, color negro.
Lapiceros color negro
Hojas bond tamafo carta.
Folder tamafio carta.
Caja de fastener.
Engrapadora.
Grapas.
Etiquetas de 4 x 7.
Tarjetas de metodologia gel LISS/Coombs.
Tarjeta Buffer Gel.
Células comerciales marca BIO RAD |, I, 111
Panel extendido con y sin papaina de 11 células, marca BIO-RAD.
Paneles Enziméticos de 11 Células, conPapaina, marca BIO-RAD.

Fotocopias de Cartas Antigénicas de los Paneles.

5.6.3 Equipo
Equipo automatizado para Inmunohematologia IH 500.
Computadora.
Impresora de papel.
Impresora de etiquetas.
Centrifuga para 12 Tubos.

Gradillas para tubos.

5.6.4 Herramientas para recoleccién de datos.

Encuesta de historial obstétrico (ver anexo 1).
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Libros de Excel para tabulacion de resultados.

5.7 Procedimiento:
5.7.1 Toma de Muestra

Se llen6 el Historial Obstétrico de cada una de las pacientes (anexo 1).

Se tomO una muestra de sangre 4 ml de sangre completa con sistema
Vacutainer y recolectada en tubo al vacio con anticoagulante EDTA.

Se ingresaron los datos de las paciente en el sistema informatico para banco
de sangre y se le asigné un numero de muestra, este nimero es correlativo y
es irrepetible (Nombre completo, NUmero de afiliacion y nimero de muestra).
Las muestras fueron centrifugadas por 5 minutos a 3000 RPM.

La muestra se ingresé en el equipo (IH 500)y se solicit6 realizar la prueba de
Coombs Indirecto de tres células.

Una vez el equipo tuvo los resultados, fueron validados y enviados
automaticamente al sistema del Banco de Sangre.

Los resultados fueron impresos y se enviaron al expediente médico de cada

paciente.

5.8 Metodologia:

La identificacidn de anticuerpos eritrocitarios se realizé con la prueba de Coombs

Indirecto, con metodologia de aglutinacion en columna de gel, marca Bio-Rad;

cuando esta fue positiva, se determiné la especificidad del anticuerpo a través del

panel de identificacion con y sin papaina, el respectivo titulo del anticuerpo y el

fenotipo de la paciente.

5.8.1 Rastreo de anticuerpos eritrocitarios Coombs Indirecto:

La prueba se realizé en tarjetas de ID-Card Liss/Coombs y con panel de 3 células

comerciales, fenotipadas por el fabricante.

5.8.2 Identificacién del anticuerpo eritrocitario Panel Normal

Se utilizaron tarjetas ID-LISS/Coombs y panel extendido de 11 células, las células
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comerciales marca Bio-Rad fenotipadas por el fabricante.

5.8.3 Identificacion del anticuerpo eritrocitario Panel enzimatico
Para realizar la identificacion del anticuerpo se utilizaron tarjetas ID-Card “NaCl,
enzime test and cold agglutinins” y panel extendido de 11 células con papaina

marca Bio-Rad y fenotipadas por el fabricante.

5.8.4 Fenotipo Rh + Kell

El fenotipo se realizé en tarjetas de Rh-subgrupos + K marca Bio-Rad.

5.8.5Medidas estadisticas

Se calcularon las siguientes medidas estadisticas: Prevalencia de anticuerpos

eritrocitarios.

5.8.6 Andlisis de datos
Los datos fueron ingresados en un libro de Excel y exportados al sistema Epilnfo 7,

para calcular: prevalencia, porcentajes y medidas de tendencia central.
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6. RESULTADOS

460 embarazadas asistieron en el mes de junio de 2017 para su control prenatal; el grupo
mas numeroso correspondié a pacientes con mas de dos embarazos, con 279 (60.94%)
pacientes, dentro de este grupo, solo se encontré una paciente con seis partos, siendo el
maximo numero de partos; el segundo grupo mas numeroso correspondié a pacientes

gue no han tenido embarazos previos con el 36.09% (n: 166) (ver Tabla No.1).

La edad gestacional se clasific6 por trimestres, la mayor cantidad de pacientes se
encontr6 en el ler y 3er trimestre de embarazo con 186 (40.44 %) y 211 (45.85%)

respectivamente (ver tabla No.1).

Las pacientes que tuvieron antecedentes transfusionales como riesgo de sensibilizacion

fueron seis, que corresponde al 1.30 % (ver Tabla No.1).

Solo el 13.9 % (64 pacientes) podrian haber sido sensibilizadas por abortos previos;
11.52% con un aborto y el 2.17% con dos abortos (ver Tabla No.1).

Solamente el 3.67% (n:15) pacientes reportaron historial de Enfermedad Hemolitica del
Recién Nacido EHRN (ver Tabla No.1).
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Tabla No. 1Caracterizacion de las pacientes que acudieron al Hospital de

Maternidad para realizar pruebas de control prenatal en junio de 2017.

Caracteristica NUmero Porcentaje

Partos
Nulipara 166 36.49
Primipara 15 2.56
Multipara 279 60.95
Trimestre
1ro. 186 40.44
2do 63 13.7
3ro 211 45.86
Transfusiones
Si 6 1.30
No 454 98.70
Abortos
Si 64 13.91
No 396 86.09
EHRN previo
Si 15 3.67
No 279 60.65
No Aplica 166 35.70

La prevalencia de anticuerpos irregulares en embarazadas que asistieron a control
prenatal a un Hospital de Maternidad del Seguro Social de la ciudad de Guatemala en
junio de 2017 fue de 1.09 %.

La especificidad antigénica de los anticuerpos identificados fue: Anti-D (40%), Anti-E
(40%) y Anti-Jka (20%); todos clinicamente significativos y capaces de causar EHRN(
Armando Cortés Buelvas, Graciela Ledén de Gonzalez, Manuel Mufioz Gomez,
s. f.)(verTabla 2).

Cinco anticuerpos eritrocitarios fueron identificados en cinco pacientes; la caracterizacion
de estas pacientes se describe en la Tabla 2. Las pacientes que presentaron anticuerpos
eritrocitarios tenian mas de dos embarazos previos, ninguna reportdé haber recibido la

Inmunoglobulina anti-D, ni transfusiones sanguineas y solo una report6 dos abortos.



Tabla 2: Caracterizacion de embarazadas en

anticuerpos eritrocitarios.

las cuales fueron
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identificados

Historial obstétrico y

transfusional

Tamizaje Inmunohematolégico

©
5 —~ —
.g g .g D o é g
No. @& ® » 3 c > > + o 8
SE|g 8 50 & & O < S o o
o] n = B E) -&' > q o ﬁ a3 3
S o < £ ® ¢ x o) 2 Y IS -
LLl S @ T o =
S = ] > o <
c = %) S
- LL
127 31 3 2 No No Si O Negativo Cce Positivo Anti-D  1/1024
878 21 5 0 No No No A Positivo Cce Positivo  Anti-E 1/256
661 15 4 0 No No No O Positivo Ce Positivo  Anti-E 1/128
477 36 2 0 No No No A Negativo Ce Positivo  Anti-D  1/1024
829 36 3 0 No No No O Positivo CcEe Positivo AntiJka 1/1024

*EHRN: enfermedad hemolitica del Recién nacido, se refiere a hijos previos que al momento de nacer

padecieron de esta enfermedad.

*Inmunoglobulina anti-D: se refiere a haber recibido la inmunoprofilaxis.

En la tabla No.2, la paciente No. 127, presenta un anti-D con un historial obstétrico muy

interesante; con grupo sanguineo O Rh-D negativo, con anti-D en titulo de 1,024, con tres

partos, dos abortos, sin haber recibido Inmunoglobulina anti-D y con historial de EHRN;

tuvo cinco eventos inmunizantes y estaba embarazada por sexta vez; hubiese sido

interesante darle seguimiento a este caso, en la etapa prenatal y post natal y documentar

los hallazgos en el Recién Nacido.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

Para determinar la prevalencia de anticuerpos eritrocitarios en embarazadas, se tamizo a
la totalidad de pacientes que asistieron a control prenatal a un Hospital de Maternidad de
la Ciudad de Guatemala, en el mes de Junio del 2017; se encontré una prevalencia de
anticuerpos eritrocitarios de 1.2%. Prevalencias similares se reportan en otros paises
como Holanda, con 2.7%; Arabia Saudita con 1.92%; Suecia con 0.4%; Israel con 0.2%;
China con 0.79%; Holanda con 2.71%; en el Reino Unido con 1% , 1.8 % en Pakistan,
Irlanda con 0.53%, Suiza con 0.57% (Pahuja et al., 2011)(Lambertino M & Villegas G,
2014).

La fisiopatologia de la aloinmunizacion requiere contacto previé con antigenos
eritrocitarios de otra persona, es decir una sensibilizacion previa, ya sea por transfusiones
sanguineas, abortos o embarazos. El 36.49% de las pacientes, no han tenido
sensibilizaciones previas, es decir, un tercio de la poblacién incluida en el estudio, no
reporta haber tenido sensibilizacién previa, por lo tanto, la probabilidad de identificar
anticuerpos eritrocitarios es casi nula; al respecto, hay estudios realizados con
embarazadas multiparas, por ejemplo, en la India, donde tamizaron a 3,577 mujeres
multiparas y la prevalencia fue de 1.25%; hay otros estudios que tamizaron a la totalidad
de embarazadas, por ejemplo, en el Sur de Pakistan donde se tamizaron a 1000
embarazadas que acudieron para su control prenatal, todas ellas en el primer trimestre de
embarazo y reportaron prevalencia de 1.8%. En Olomuc, se tamizd a todas las pacientes
que llegaron para control pre natal, 45435 embarazadas y se determiné prevalencia
del.5%. La bibliografia demuestra que estudios realizados con poblaciones muy
diferentes en numero, en caracteristicas demograficas y con exposiciébn a factores
diferentes; y la prevalencia reportada es muy similar (Pahuja et al., 2011)(Koelewijn et al.,
2008).(Martinez, Yubelkis Tatiana , & Estrada Diaz, 2015 ).

Existen mas de 300 anticuerpos eritrocitarios reconocidos por la ISBT y solo los
anticuerpos que han comprobado ser clinicamente significativos son importantes para ser
identificados en la etapa prenatal. Aunque potencialmente cualquier anticuerpo
eritrocitario puede producir esta complicacion, los anticuerpos que son identificados con

mayor frecuencia y que son capaces de generar una respuesta inmune, y por ende, son
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clinicamente significativos son los del sistema Rhesus (D, d, E, e, C, ¢) y anticuerpos
irregulares, entre estos, los anticuerpos del sistema Duffy, MNSS, Lewis y Kidd (De Haas
et al., 2015)(Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009), (Fuenzalida & Carvajal, 2014).

El objetivo del estudié fue determinar la especificidad antigénica de los anticuerpos
presentes en la poblacion de embarazadas en la etapa prenatal; se encontré que el Anti-D
y Anti-E; ambos del sistema Rh, estan presentes en el 40% respectivamente. En el 20%

de los casos esté presente Anti Fya, clasificado como anticuerpo irregular.

Los anticuerpos eritrocitarios identificados con mayor frecuencia, en el embarazo en
varios paises, son los del sistema Rh; En Houston Texas, con datos de 3 meses, reporto:
anti-M, anti-Lea, anti-E, anti-D y anti-Fya. En Holanda se identificé en 78% de los casos,
los siguientes anticuerpos: anti C, anti ¢, anti-E, anti-K y anti-Jka. Los anticuerpos
identificados en Pakistan fueron: anti-M, anti-E, anti-C y anti-e y en Nigeria: anti-C, anti-E,
anti-Jsb, anti-K (Jeremiah, Mordi, Buseri, & Adias, 2011), (Karim et al., 2015), (Zalpuri
et al., 2014), (Koelewijn et al., 2008), (Fuenzalida & Carvajal, 2014).

En reportes de salud publica, se ha determinado que el anti-D sigue siendo el principal
causante de hiperbilirubinemia y muerte neonatal alrededor del mundo; en Arabia Saudita
se encontré que el anti-RhD esta presente en 20% de embarazadas; en India en el 27%;
en Republica Checa en el 2.6%; Turkia: 8.7%, Tailandia: 10%. En Nicaragua se identifico
en 54.6% y en Pakistan 20 % (Fasano, 2016)(Zipursky & Bhutani, 2015), (Karim et al.,
2015), (Martinez, Yubelkis Tatiana , & Estrada Diaz, 2015).

En el Hospital de la Universidad de Toronto, se dio seguimiento al nacimiento de bebes de
madres con anti-D, determinan que 33% de estos bebes no requirieron tratamiento, 24%
fallecieron por kernicterus, hidrops fetales o problemas relacionados y 29% con
hiperbilirrubinemia severa. Los pacientes con EHRN que tienen acceso a atencion de
salud suelen estar en salas de Cuidado Intensivo con fototerapia y transfusiones, que
suelen ser necesarias en la mayoria de los casos; se ha asociado la presencia de anti-D
como la principal causa de dafio cerebral por hiperbilirrubinemia en neonatos con OR de
48.6 (Zipursky & Bhutani, 2015), (Insunza F, Behnke G, & Catrrillo T, 2011).
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El uso de la Inmunoglobulina anti-D produciria una proteccion del 90% en el segundo
embarazo y reduccién de sensibilizacion por anti-D; sin embargo, la disponibilidad y el uso
como profilaxis pre natal y pos natal es un tema de debate en muchos paises del mundo
(Kérmdczi & Mayr, 2014), (Pillonel et al., 2012)(Fasano, 2016)(Zipursky & Bhutani, 2015).

La razon por la cual el Anti-D se ha identificado en embarazadas en muchos paises del
mundo es dificil de identificar; Zipursky y Bhuttani han planteado el hecho que el uso de la
Inmunoglobulina anti-D, no estd siendo aplicada en todos los casos, se debe al poco
acceso en Centros de Salud; por otro lado, en los casos en los que se aplica, no se
calcula la dosis relacionada con la cantidad de la hemorragia feto maternal, lo que podria
influir por el hecho que no sea aplicada de forma correcta (De Haas etal., 2015),
(Zipursky & Bhutani, 2015).

Aunque hay registros que el Anti-RhE puede ser de origen natural, es mas frecuente su
presencia por sensibilizacion previa, se ha comprobado en pocos casos publicados y esta
presente en titulos bajos y en la mayoria de casos estd acompafiado del anti-RhD
(Lambertino M & Villegas G, 2014).

El anti-E ha sido reportado en varios casos de aloinmunizacion materna a nivel mundial;
en un estudio realizado en Pakistan, se encontré que el Anti-E esta presente en el 5% de
las embarazadas. Otro estudio realizado en Olomuc, identifico al anti-E como el
anticuerpo mas frecuente identificado en 5.7% de casos; en Nicaragua se identificaron en
0.3% y en Nigeria en 3% (Holuskova I, Lubusky M, Studni¢kova M, 2013), (Hendrickson,
Tormey, & Shaz, 2014), (Martinez, Yubelkis Tatiana , & Estrada Diaz, 2015).

En estudios publicados se ha demostrado que la mayoria de los recién nacidos con
enfermedad hemolitica perinatal por anti-E desarrollan la enfermedad levemente estando
presente en titulos bajos 1:2, sin embargo, existen casos en los que se ha detectado en
muy pequefia cantidad y caus6 EHRN severa (Fuenzalida & Carvajal, 2014), (Armando

Cortés Buelvas, Graciela Le6n de Gonzalez, Manuel Muiioz Gomez, s. f.).

El anticuerpo anti-Duffy Fya ha sido identificado como uno de los més frecuentes de los
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anticuerpos identificados en la etapa prenatal; aunque no hay muchos casos
documentados, en Managua se identificaron en consulta prenatal solo en 1 % de las
pacientes; en Holanda, se ha identificado en muy pocas ocasiones y asociado a casos de
EHRN severas, con requerimiento de transfusién sanguinea y fototerapia; en Pakistan y
Nigeria hay casos reportados por este anticuerpo(Hendrickson et al., 2014), (Martinez,
Yubelkis Tatiana , & Estrada Diaz, 2015 ), (Karim et al., 2015), (Laitano, 2013), (Jeremiah
etal., 2011).

Cuando se identifica la presencia de un anticuerpo eritrocitario clinicamente significativo y
asociado con HERN es necesario identificar el titulo del anticuerpo La determinaciéon de
los titulos maternos es la cuantificacion del anticuerpo presente, para determinar el grado
de sensibilizacion. Un titulo critico, este es el titulo en el cual existe un riesgo significativo
de hidrops fetal; aun no hay titulos criticos establecidos para los anticuerpos clinicamente
significativos, excepto para el anti-D, sin embargo, se considera critico cuando el
anticuerpo esta presente en titulos minimos. Los cinco anticuerpos identificados en esta
investigacion, estan presentes en titulos mayores a 1/16. Existen reportes de casos de
EHRN con titulos muy bajos, por lo que, es necesario dar seguimientos a estos casos
para determinar si existe asociacion entre el titulo del anticuerpo y las complicaciones
presentadas por el Recién Nacido (Lambertino M & Villegas G, 2014), (Vasquez et al.,
2017), (Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).
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8. CONCLUSIONES
Este fue el primer estudio en el pais reportado a cerca de la investigacion e identificacion

de anticuerpos eritrocitarios durante el embarazo, en la poblacion guatemalteca.

La prevalencia de anticuerpos eritrocitarios identificados en embarazadas que asistieron
a control prenatal a un Hospital de Maternidad del Seguro Social de la ciudad de
Guatemala en el mes de Junio del 2017 fue de 1.09%.

La especificidad antigénica de los anticuerpos eritrocitarios identificados fue:anti-
RhD40%, anti-RhE 40%y anti-fya 20%; todos clinicamente significativos y capaces de
causar EHRN.

9. RECOMENDACIONES
Se considera como limitante el tiempo de muestreo, ya que en un mes solo se tamizaron

460 pacientes.

Ampliar el tiempo de estudio permitira obtener mas datos y aumentara la posibilidad de

identificar los anticuerpos presentes en esta poblacion.

En futuras investigaciones, se recomienda el muestreo por un periodo de tiempo mas
extenso, para aumentar la poblacion tamizada; asimismo, incluir solo a pacientes con

embarazos previos, abortos y/o transfusiones.

Es importante realizar estudios de seguimiento pre y pos natal a todas las pacientes en
las cuales se identifiquen anticuerpos eritrocitarios y determinar la asociacion de cada

anticuerpos con EHRN leve, moderada o severa.
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ANEXO 1
Formulario de historial gineco obstétrico y transfusional

HISTORIAL GINECO OBSTETRICO ‘

DATOS DE LA PACIENTE

Nombre:
|RegistoMédico | | | [ | [ | | [ |

HISTORIAL OBSTETRICO |

Embarazos 1 2 3 4 5 +5
Abortos 0 1 2 3 4 5
Semanas de 0-5 6-10 11-15 | 16-20 21-25 | 26-30 | 31-15 | 3¢
embarazo
SENSIBILIZACIONES PREVIAS ‘
EHRN Sli NO NO SABE NO APLICA
Inmunoglobulina D Sl NO NO SABE | NO APLICA
Transfusiones Si NO

RESULTADOS |

Rastreo de anticuerpos

Identificacion
Titulo

Fenotipo




ANEXO 2
Investigacion de anticuerpos irregulares en medio LISS/coombs

CELULAS COMERCIALES:

Se utilizaron células comerciales I-1I-lll fenotipadas por el fabricante. Los requerimientos
de configuracion antigénica de los eritrocitos de prueba son rigurosos, para asegurar la
deteccién de todos los anticuerpos clinicamente significativos(Golffed, Lopez, Wikman,
Miller, & Viano, 2014)

Para los sistemas Rh, MNSs, Duffy y Kidd la dotacion antigénica esta presente en forma
homocigota. También esta presentes los antigenos Lewis y, el menos frecuente que
puede estar presente es el antigeno Kpa (Golffed et al., 2014)

PROCEDIMIENTO

1. Se dejo que los hematies de prueba y las muestras a analizar alcancen la
temperatura ambiente antes de usarlos.

2. Se marcaron los microtubos correspondientes de la tarjeta ID-Card Liss/Coombs
con el nombre o numero de la muestra a analizar.

3. Se retiraron la lamina de sellado so6lo de los microtubos que se utilizaron,
manteniendo la ID-tarjeta en posicién vertical.

4. Se pipetearon 50ul de cada reactivo de las células comerciales (vial | y Il y Ill) en
el micro tubo correspondiente.
5. Para el control, se pipetearon 50ul de la propia suspension de hematies de la

muestra en el correspondiente micro tubo.

6. Se afadieron 25ul de plasma o suero del paciente a cada micro tubo.

7. Seincubaron la tarjeta ID-Card durante 15 minutos, a 37°C.
8. Se centrifugaron la tarjeta ID-Card durante 10 minutos.
9. Se procedi6 a leer vy registrar los resultados.

10. Las reacciones obtenidas se transcribieron en la Tabla de antigenos.



11.Se comprob6é que el nimero de lote de los hematies reactivo I-1l o I-lI-llI
corresponde con el numero de lote indicado en la Tabla de antigenos. (Golffed
et al., 2014).



ANEXO 3
Identificacién de Anticuerpos irregulares

PANEL DE CELULAS
Son paneles de glébulos rojos seleccionados con una composicion de antigeno conocida
para los principales grupos sanguineos presentes con mayor frecuencia, principalmente el
Rh, Kell, Kidd, Duffy y MNS.

Esos glébulos rojos generalmente se obtienen de un proveedor comercial, por lo general
son grupo O, y se conoce la composicién antigénica de cada una de las células (Shaz,
Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).

Un panel deberia permitir identificar la mayoria de los anticuerpos clinicamente
significativos y tener la capacidad de detectar las reacciones negativas para eliminar la
presencia de anticuerpos (Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire, 2009).

PANEL DE CELULAS TRATADOS CON ENZIMAS

Son utiles en la deteccion de anticuerpos, ya que confirman la presencia de un anticuerpo
o detectan anticuerpos adicionales; el principio es el uso de enzimas que destruyen o
alteran los antigenos glébulos rojos que son sensibles a las enzimas.

Las enzimas mas comunmente utilizadas son: ficina, papaina, tripsina y bromelina y
destruye o altera los antigenos del grupo sanguineo Duffy y MNS y Xga, JMH, Ch, Rg, S,
Yta, Mg, Mia/ Vw, Cla, Jea, Nya, JMH, algunos Ge e Inb.

Estas células permiten potencializar la reaccion de antigenos del grupo sanguineo Rh,
Kidd, Lewis y ABO; destruye o altera los antigenos de Kell, Lutheran, Dombrock y Cromer
y los antigenos Yta, JMH, Kna, McCa, Yka, LWa y LWb(Shaz, Hillyer, Zimring, & Abshire,
2009).

PROCEDIMIENTO
1. Se dejo que las células comerciales y las muestras alcanzaran la temperatura
ambiente antes de usarlos.

2. Se marcaron las tarjetas “Liss/Coombs” con el nombre o niumero del paciente o
donantes en quien queremos identificar el anticuerpo irregular.

3. Se numeraron del 1 al 6 la primera tarjeta y del 7 al 11 y AC (autocontrol) en la
segunda tarjeta.



4. Se retir6 la lamina de sellado solo de los microtubos a utilizar y se mantuvo la ID-
Card en posicion vertical.

5. Se pipeteo de cada vial numerado del 1 al 11, una gota (50ul) a cada micro tubo
igualmente numerado.

6. En el dltimo micro tubo (nimero 12) destinado a autocontrol (AC), se pipeted 50ul
de la propia suspension de hematies.

7. Atodos los microtubos se les agreg6 25ul del plasma o suero del paciente
8. Se incubo6porl5 minutos a 37°C en la incubadora, ambas tarjetas.
9. Se centrifug6 por 10 minutos, ambas tarjetas.

10. Se procedio a leer y transcribir los resultados en la Tabla de antigenos (Golffed
et al., 2014).

IDENTIFICACION DE ANTICUERPOS IRREGULARES CON PANEL
ENZIMATICO

1. Se marcaron los microtubos correspondientes de la ID-Card “NaCl, enzime test
and cold agglutinins” con el nombre o numero del paciente o donante en estudio.

2. Se retird el papel aluminio de todos los micro tubos.

3. Se pipetearon 50ul de cada tipo de eritrocitos de prueba “ID-Dia Panel I-1I-lll P”
papainizados en los microtubos correspondientes identificados como |, 11 y llI.

4. Para el autocontrol, se pipetearon 50ul de la propia suspension de eritrocitos del
paciente en el micro tubo destinado como AC (Auto Control) y agregue 25ul de
Papaina.

5. Se afiadieron 25ul de plasma o suero del paciente o donante a cada micro tubo.

6. Se incubd la tarjeta ID-Card durante 15 minutos a 37°C en la incubadora.

7. Se centrifugo la tarjeta durante 10 minutos en la ID-Centrifugue.

8. Se procedio a leer y transcribir los resultados obtenidos(Golffed et al., 2014).



INTERPRETACION DE RESULTADOS.

Una reaccién negativa indica la ausencia de anticuerpos irregulares detectables en
el suero o plasma del paciente.

Una reaccion positiva indica la presencia de anticuerpos irregulares. Introduzca las
reacciones obtenidas en la cartilla de antigenos y verifique que el nimero de lote
de los eritrocitos de prueba corresponde al nimero de lote indicado en la Tabla de
antigenos.

El patrén de reacciones y la configuracién de antigenos puede indicar el tipo de
anticuerpo presente.

Una reaccién positiva a algunas células y un autocontrol negativo, sugieren la
presencia de un anticuerpo especifico.

Si existe una reaccion positiva a todas las células y un autocontrol positivo,
compare los patrones de reaccién de las muestras con la reaccion de algun
anticuerpo.

Si las reacciones fuesen mas intensas que el autocontrol, podria sugerir la
presencia de un aloanticuerpo subyacente.

En la identificacion de anticuerpos: El patron de reacciones y la configuracién de
antigenos permiten en la mayoria de los casos identificar el tipo de anticuerpo
presente.

Una reaccion positiva a TODOS las células y un autocontrol negativo, puede
deberse a reacciones no especificas o indicar la presencia de un aloanticuerpo
contra un antigeno de elevada frecuencia.

Una reaccién positiva a todas las células y un autocontrol positivo, se debe
probablemente a un auto anticuerpo.

El que exista una reaccién positiva a todas las células y un autocontrol positivo,
pero uno o Mmas células muestran reacciones mas intensas que el autocontrol,
puede indicar la existencia de un aloanticuerpo subyacente, por lo que se deberan
ampliar los estudios(Golffed et al., 2014), (Martin Fularte, 1998).
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