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lll. Protocolo para realizar pruebas pretransfusionales

José Luis Alcaraz-Lépez*

Seguneldiccionariode laLenguaEspariola, Compatibilidad:
proviene del latin compatibilis = compadecerse. Que
puede unirse o existir armonicamente con otra cosa o
persona en un mismo lugar o tiempo. Definicion acorde
conlafinalidad de las pruebas de compatibilidad sanguinea
en donde buscamos una coexistencia arménica entre el
producto sanguineo transfundido y su receptor.

Historia: el primer reporte escrito de la transfusion
sanguinea fue realizado en animales, por J. Denis en
Franciaenjuniode 1667. J. Blundell realizalos primeros
intentos de transfusion en humanos en 1824. En 1901
Landsteiner descubre el Sistema ABO. En 1914 Hustin
empiezaautilizar el Citrato como anticoagulante. Moreschi
en 1908 experimenta con animales inyectandoles 1gG
humana, trabajo que mas tarde Coombs continta y
realiza su publicacion en 1945 poniendo las bases de la
pruebamas generalizaday valiosa de nuestro tiempo que
conocemos como Prueba de Coombs. Dacie en 1957
publica su trabajo sobre 1gG contra el complemento
humano (fraccion C4).2#

Eneltranscurso delos tltimos 70 afios se hatrabajado
con diferentes sustancias que aceleran y modifican la
reaccion antigeno—anticuerpo: albiminahumana, bovina,
bovina polimerizada a 19%, 22%, 30%. Enzimas como la
bromelina, fisina, papaina y tripsina, L.I.S.S. (Low ionic
strength salinel/solucion salina de baja fuerza ionica),
columnas de gel, polietileno glicol (PEG), polibreno,?®

Laprueba de compatibilidad sanguineaes un ensayo
in vitro de lo que puede suceder en el paciente al recibir
latransfusién de un componente sanguineo. De acuerdo
a lo establecido internacionalmente la secuencia de
actividades son: solicitud del productoy datos relevantes
del receptor. Identificacion y coleccién de las muestras
sanguineas delreceptor. Estudiosy pruebas deldonador.
Determinacion del grupo ABO y Rho(D) del receptor.
Deteccion de anticuerpos irregulares. Seleccion de
componentes ABOy Rho(D) apropiados para el receptor.
Comparacion entre resultados actuales y el historial de
las pruebas pretransfusionales previas.®#

Prueba Cruzada

Pruebamayor: 2 volumenes del suero del paciente frente
a un volumen de eritrocitos lavados del donador.

Prueba menor: 2 volimenes de plasma del donante
frente a un volumen de eritrocitos lavados del receptor.
Auto testigo: Eritrocitos mas suero del paciente.®

Interpretacion de resultados en Pruebas Cruzadas

Algunos de los factores mas importantes que afectan la
sobrevida de los eritrocitos son: la clase y subclase de
inmunoglobulinas que se producen frente a sangre
incompatible; la capacidad del anticuerpo para activar el
complemento; la cantidad de anticuerpos presentes en el
plasma del paciente y la avidez por su correspondiente
antigeno eritrocitario; el nimero de sitios antigénicos que
tenga la sangre incompatible circulando en el organismo
del paciente transfundido, elmargen térmico de accién del
anticuerpoimplicado, lacantidad de eritrocitos transfundidos,
la presencia de substancias solubles de grupo en el
receptor secretor y la actividad del sistema fagocitico
mononuclear del paciente transfundido.”

Evaluacion de la prueba cruzada

Prueba mayor positiva: en prueba rapida: corroborar el
grupo ABO del donador. Entécnicaa 37° C o en Coombs
realizarblsquedade anticuerposirregulares paradeterminar
la especificad del anticuerpo. Cruzar toda la sangre
compatible por sistema ABO con que se cuente en el
bancoytransfundirlas compatibles en situacion de peligro
inminente de muerte por la anemia. Cuando sea posible,
realizar fenotipo eritrocitico con sueros comerciales.’

Pruebas mayory menor positivas. cuando es detectado
en salina rapida, corroborar el grupo del sistema ABO
tanto al paciente como al donador. Si se detecta en 37°
Cyloen Coombsrealizar en el donador Coombs directo
e investigacion de anticuerpos.

Pruebamenor positiva:sise detectaen salinarapida,
corroborar el grupo ABO aldonador, sobre todo cuando se
va a transfundir plaquetas o plasma. Si se detecta a 37°
Cyl/oen Coombs, realizar Coombs directo en el donador.

Auto testigo positivo. si el paciente ha sido transfundido
recientemente (menos de 3 meses) es muy probable que
esaaglutinacion se debaalos anticuerpos del paciente que
estan pegadosalos eritrocitos de lasangre transfundida. Si
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fuetransfundido enlosdias previos con plasmao plaquetas,
la aglutinacion se puede deber al paso de anticuerpos del
donador que se pegaron alos eritrocitos del paciente. Si el
paciente nunca ha sido transfundido o tuvo transfusiones
hace masde cuatromeses, es probable que estemosfrente
aunauto anticuerpo como puede sucederenlas A.H.A.l.o
en pacientes inmunocomprometidos como en el S.I.D.A.

Técnicas de deteccion de anticuerpos antieritrocitos:
la deteccion de anticuerpos antieritrocitos libres en el
suero se realiza enfrentando el suero y como segunda
opcion, plasma del paciente en estudio contra eritrocitos
de fenotipo conocido que sean representativos de la
poblacion del paciente.

Los eritrocitos de fenotipo conocido se denominan
PANEL, que puede constar de 6, 10,12 o0 15 células que
abarcanlamayoriade los antigenosraros de unapoblacion
(K, Dia, Lea, Kpa, Lua, etc) y laausencia de los antigenos
gue son frecuentes en la misma, o sea que hay sangres
negativas a: s, P1, Fya, Fyb, k, Jka, Jkb, Lub, Dib, Kpb
. Muchas veces no es posible conseguir todo esto en un
numerotanbajo de donadoresy se procuraarmar el panel
conlas sangres masrepresentativas de la poblacion que
se tiene en ese momento.

Paraobtener buenosresultados enlainvestigacion de
anticuerpos es necesario tener bajo control todos los
procesos porque cada etapa influirda en el fin que es la
deteccion del anticuerpo.

Lavado de material: realizarlo con detergente neutro
apropiado paralaboratorio, debe serexclusivoynomezclarse
conelmaterial de otras secciones dellaboratorio porque los
residuos de alcalisy acidos potentes neutralizan lareaccion
antigeno—anticuerpo, actian sobre lasuperficie del eritrocito
eliminando &cido sialico oincluso destruyendolos gldbulos
rojos llegandose a confundir conunareaccion hemoliticaen
donde no la hay.

Separarlostubos nuevos de losrayadosy deteriorados
usando los primeros para realizar cualquier prueba que
utilice suero de Coombs y dejando los segundos para
pruebas de grupo ABOy Rho(D).

Lavado de eritrocitos: siempre que se utilicen eritrocitos
para cualquier estudio en Banco de Sangre deben ser
lavadostresveces paraserenfrentados alos anticuerpos,
ya sean de pacientes o monoclonales, excepto en la
pruebade Grupo ABOy Rho(D) de rutina, aquideberan ser
lavados cuando se demuestren incongruencias en las
pruebasdirectaeinversaoque se detecte algiin autotestigo
positivo.

Larelacion de células/solucién salinaisotonica 6ptima
serd de 1/60 volumenes repartidos en 3 lavados
consecutivos.

Algo muy importante y que tiene vital importanciaen el
resultadofinal, es que en cadalavadolos eritrocitos deben
serremovidostotalmente de lapared deltubo poragitaciones
suaves paraevitar sudeterioroy posteriormente agregarles
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la salina formando un remolino suficiente para que todos
las células queden resuspendidas homogéneamente en
todala barra de la salina agregada, de no ser posible esto
por falta de practica, es recomendable tapar la boca del
tubo con parafilm para agitar por inversion. Lo anterior
también es valido para todos los lavados que se realizan
para llevar a prueba final de Coombs (salina-Coombs,
Albumina-Coombs, etc.).

Otro punto importante es la concentracion final de
eritrocitos a la que se trabajara: 2.5 — 4.0%. Después de
lavar todas las células, corroborar su concentracion para
gue cadaunade ellas tengala mismaconcentracion, una
variacion entre cada tubo daran resultados diferentes al
enfrentarlas a los anticuerpos en estudio.

Una concentracién final muy baja de eritrocitos nos
dificultara ver las aglutinaciones; una concentracion muy
alta volvera negativa la prueba en investigacion de
anticuerpos de pocaconcentracion porque estos tendran
qgue repartirse entre los eritrocitos presentes y no
alcanzaran paratodos, obteniéndose unapruebanegativa
al agregar el Coombs en lugar de positiva débil o incluso
enlasde medianaaglutinacién podrianvolverse negativas.

Lastemperaturas deincubaciony sustiempos deben
ser los adecuados para cada técnica.

Procedimientos

1. Marcar tubos de 10x75 de la siguiente manera: 4
hileras marcadas segun el nimero de células con
que cuenta el panel en uso. A la primera marcarlos
con una S (técnica salina), el segundo con A
(albiimina), tercero con B (Bromelina) y cuarto con L
(L.I.S.S)).

2. Alos 3 primeros paneles: S, A, B ponerles 2 gotas
de suero problema y una de eritrocitos de panel
correspondiente y mezclar.

Salina: centrifugar los tubos 30 seg. Leer aglutinacion,
incubar 30 minutos a22° C. Centrifugar, regresar los tubos
a 22° C. Leer aglutinaciones, pasarlos a 37° C una hora,
centrifugar, regresarlos al bafio, leer aglutinaciones, lavar
3veceslostubos, resuspendiendo muy bienlos eritrocitos
antes de agregar de nuevo la salinaisotonica; en el Gltimo
lavadoretirartodala salinaremanente, agregar 2 gotas de
suero de Coombs poliespecifico, centrifugar, leer las
aglutinaciones, anotar resultados en hoja de trabajo.

Albumina: agregar tres gotas de albumina al 22 % (o
2 gotas de 30%), mezclar y centrifugar 90 seg., leer
aglutinacion e incubar durante 60 minutos a 37° C
centrifugar 90 seg. Regresar a 37° C y leer aglutinacion;
lavar 4 veces y llevar a Coombs.

Bromelina: agregar una gota de Bromelina, incubar a
22°Cdurante 10 minutos, centrifugar, regresar al bafiolas
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muestrasy leer. Pasara37°C por 15 minutos, centrifugar,
regresara37°C, leer, lavar 3vecesy llevarlos a Coombs.

Bromelina en 2 fases: numerar los tubos segun el
numero de células del panel, ponerunagotade Bromelina
encadatubo mas unagotade eritrocitos correspondientes,
mezclar e incubar por 5 minutos a 37° C. Lavar 3 veces,
agregar 2 gotas de suero problema, mezclar, incubar a
22°por 10 minutos, centrifugar, leera22°C, incubara 37°
C por 15 minutos, centrifugar, leera 37° C, lavar 3 veces
lostubos en estudio, agregar suero de Coombs, centrifugar
y leer. Interpretar resultados.

LISS: poner dos gotas de LISS en cada tubo, agregar
unagotade eritrocitos lavadosy al 3- 5%, segln elnimero
de tubo correspondiente, mezclary centrifugar un minuto,
decantar el sobrenadante asequedad, poner nuevamente
1gotadeLISS, resuspender poragitacion, agregar 2 gotas
de suero problema y dos gotas mas de LISS, mezclar,
centrifugar 30 seg., leeraglutinaciones, incubar 15 minutos
a 37° C. Lavar 3 veces las células, agregar suero de
Coombs, centrifugar 30 seg. Leer aglutinaciones y anotar
resultados en hoja de trabajo.

Interpretar los resultados encontrados en cadatécnica
y a cada temperatura, observar si hay diferencias y
similitudes entre las técnicas realizadas

Despegado por calor

=

Preparar albuminabovinaal 6 % con solucién salina.

2. Enuntubo de 13x100 poner volumen a volumen la
solucién anterior y los eritrocitos lavados.

3. Incubar a 56° C por 10 min. Agitar vigorosamente
cada 2 minutos.

4. Centrifugar 2 minutos, regresar eltuboa 56 gradosy

separar el sobrenadante. Recentrifugar y decantar

en tubo limpio, realizar con esto la investigacion de

anticuerpos.

Despegado por Cloroformo

1. Prepararunasolucionde albdiminaal 6% consolucion
salina.

2. Enuntubo de 13x100, poner volumen a volumen la
solucion anteriory el paquete de eritrocitos lavados.
Agregar un volumen equivalente de cloroformo.

3. Taparcontapénde caucho, mezclarvigorosamente
por 15 seg., mezclar porinversion durante un minuto.
Destapar con mucho cuidado paraque no se proyecte
el contenido. Poner eltubo a 56° C durante 5 minutos
exactos; mezclando constantemente con unaplicador
(pipeta pasteure). Centrifugar 5 minutos, pasar el
sobrenadante a un tubo de 12x75, centrifugar 2
minutos, decantar el sobrenadante y realizar con él
la investigacion de anticuerpos.
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Despegado por Tricloroetileno— Cloroformo

1. Enuntubode 13x100 ponervolumenavolumencon
solucién salinalos eritrocitos lavados, agregar igual
volumen del reactivo, tapar el tubo, incubara 37° C
durante 5a 10 minutos rotando constantemente con
unainclinacion de 45 grados hasta que se observe la
hemodlisis total.

2. Centrifugar 5 minutos, con pipeta pasteure recuperar
el sobrenadante procurando notocar lainterfase niel
reactivo porque entonces todo se hemolizara.

3. Centrifugar nuevamente por 2 minutos, decantar y
realizar el estudio de anticuerpos.

Estudio de anemia hemolitica autoinmune (AHAI), esta
caracterizada por un grupo de trastornos que llevan a la
destruccion de eritrocitos con acortamiento en su vida
media debido a la presencia de autoanticuerpos dirigidos
contra sitios antigénicos en dichas células. Puede
presentarse como unaformaprimaria (ideopatica), puede
coexistircon otraenfermedad: Lupus eritematoso sistémico,
Anemia perniciosa, artritis reumatoide, padecimientos
malignos como Leucemia linfocitica cronica, linfoma no
Hodgkin y enfermedad de Hodgkin; o bien presentarse
posterior a la administracion de algin farmaco: alfa metil
dopa, penicilina, etc.

En mas de 80 % de los casos de anemia hemolitica
autoinmune (AHAI) aparece un anticuerpo que reacciona
a 37° C. La prueba directa de la antiglobulina es casi
siempre positiva, y la indirecta en algunas ocasiones
puede ser negativa. En méas del 80% de los casos se
detecta IgG en los eritrocitos, casi un 50% de éstos
revelan la presencia de complemento y cerca del 10%
pueden demostrar solo complemento.

Eninmunohematologia, eltérmino auto anticuerpo se
aplica a cualquier anticuerpo que reacciona frente al
correspondiente antigeno presente en los propios eritrocitos
del paciente, incluso si la reaccién ocurre solo in Vitro, y
tanto si causa efectos patoldgicos in vivocomo si no los
produce. Generalmente puede reaccionar contra todas
las muestras de eritrocitos a los que se enfrente, asi
como conlos propios del sujeto, sibien alrealizar pruebas
con los eritrocitos adecuados se observa que posee,
como minimo, un grado de especificidad.

La mayor parte de los autoanticuerpos eritrocitarios
pueden clasificarse en “frios” y “calientes”. Los frios
reaccionan masintensamente por debajodelos22°C.Y
a su vez se pueden subdividir en inocuos y en nocivos
asociados con anemia hemolitica y/o con trastornos
vasculares por exposicion al frio. La especificidad de
éstos generalmente es del sistema li.

Los autoanticuerpos calientes reaccionan mas inten-
samente a 37° C. Y pueden clasificarse en nocivos o
inocuos segun se hallen o noasociados aunadestruccion
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de los eritrocitos., la malignidad no estéa relacionada con
su intervalo térmico, sino mas bien depende de las
propiedades bioldgicas de las moléculas IgG especificas
gue componen el anticuerpo, asi como del numero y
distribucidon delos correspondientes lugares antigénicos.”

Laboratorio. Informacion previa necesaria

Historia Clinica del Paciente:

Historia Transfusional, gineco-obstétrica (en muje-
res).

Pruebas de laboratorio: hemoglobina, hematocrito,
cuenta de reticulocitos, bilirrubinas, DHL.

Estudios en banco de sangre: grupo ABO y Rho(D).
Resolucion de discrepancias.

Investigacion de anticuerpos antieritrocitos libres en
elsuerousandodiferentestécnicas: salina, hiperproteica,
enzimatica.

Titulacion de los anticuerpos detectados en el suero
utilizando sangres R1R1, R2R2, rr, y en pacientes con
transfusiones previas: considerar los fenotipos: Fy(a-
b+), Fy(at+b-) Jk(a-b+), Jk(a+b-), fenotipos poco frecuentes
para diferenciar los autoanticuerpos de posibles
aloanticuerpos.

Coombs directo: titulacién y especificidad (IgG, IgA,
IgM, C3, C4)

Despegado de anticuerpos de los eritrocitos (eluido):
titulacion usando los fenotipos ya mencionados
anteriormente.

Fenotipos eritrocitarios con células tratadas a pH
acido para eliminar los anticuerpos pegados. Fenotipos
diferenciales en pacientes con transfusiones recientes
(menos de 4 meses)

Siempre que se trabaja con el panel mestizo mexicano,
las células deben serlavadastres veces o prepararlasen
alsever y antibiéticos (Cloranfenicol mas eritromicina),
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para evitar la molestia de hacerlo cada dia.

En casos complejos de dos 0 mas anticuerpos en un
mismo suero se debe realizar absorcionesy elusiones a
37°C. para poder separarlos.

Latécnicade absorcion-elusion servira paradilucidar
si en las aglutinaciones observadas se tienen un solo
anticuerpo o si dentro de este esta oculto uno o mas. Es
muy buena paradeterminar enlas panaglutinaciones con
auto testigo negativo si ésta se debe a un solo anticuerpo
o0 varios mezclados.

En las AHAI., sirve para separar los alo de los
autoanticuerpos.®Contodolomencionado podemos darnos
cuenta de la importancia que tiene para dar una sangre
compatible: El diagnoéstico del paciente, su historia
transfusional, el conocimiento profundo de los principios
y las técnicas empleadas asi como de la interpretacion y
sintesis adecuados de todo ello.
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