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Introduccién

[ a prueba de antiglobulina es la técnica mas
utilizada en inmunohematologia y fue primera-
mente descrita como un ensayo para detectar
aloanticuerpos no aglutinantes en suero; posterior-
mente se conoceria como prueba de antiglobulina
indirecta.1 En 1946, se uso la prueba para detectar
anticuerpos anti-Rh en los globulos rojos de recién
nacidos con enfermedad hemolitica del feto y el re-
cién nacido.2 Posteriormente, el uso se extendi6 in-
cluso a maneras inapropiadas. El uso mas apropiado
se da en pacientes con anemia hemolitica con una
etiologia inmune en estudio, pero no es recomenda-
do en pruebas de tamizaje en pacientes.

Esta prueba detecta, como minimo, entre 200 y
500 moléculas de IgG, 120 moléculas de IgA y 30
moléculas de IgM por eritrocito. La maxima intensi-
dad de aglutinacién se alcanza cuando recubren a
los eritrocitos mas de 700 moléculas de IgA o méas de
100 moléculas de IgM.3,4

La repercusion clinica del resultado de la prue-
ba de antiglobulina directa (PAD) es un tema de
estudio, debido al hallazgo de casos clinicos con
PAD intensamente positiva con hemdlisis ligera,
asi como de otros con PAD débil positiva e inclu-
SO negativa con anemia grave. Mdltiples factores se
invocan en relaciéon con la intensidad de la hemdli-

implicaciones y reporte de casos

EN RESUMEN

La prueba de antiglobulina es la técnica mas utiliza-
da en inmunohematologia y detecta, como minimo,
entre 200 y 500 moléculas de IgG, 120 moléculas de
IgA y 30 moléculas de IgM por eritrocito. La maxima
intensidad de aglutinaciéon se alcanza cuando recu-
bren a los eritrocitos mas de 700 moléculas de IgA
0 mas de 100 moléculas de IgM. En este informe se
describen varios casos controversiales donde dicha
prueba adquiere un significado ambiguo, incluso en
algunos casos donde podria interferir con el reporte
de resultados e incluso de entrega de unidades de
hemocomponentes.

ABSTRACT

The antiglobulin test is the most used technique in
immunohematology and detects at least between 200
and 500 molecules of IgG, IgA molecules 120 and 30
molecules per erythrocyte IgM. Maximum intensity is
achieved when agglutination of erythrocytes coated
with more than 700 molecules over 100 IgA or IgM
molecules. This report describes several controversial
cases where the test becomes ambiguous meaning in
some cases may interfere with the reporting of results
and even delivery of units of blood products.
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sis, tales como: la deteccion de autoanticuerpos de
varios isotipos, las subclases de IgG presentes y la
funcion del sistema mononuclear fagocitico de los
pacientes, entre otros.5®

Del 1 al 15% de los pacientes hospitalizados y del
0.01% al 0.1% de los donantes han sido reportados
con PAD positivas.”® Muchas de estas PAD podrian
ser positivas debido a las uniones no especificas de
IgG del plasma.9 En donantes aparentemente sanos
un resultado de PAD positivo puede estar asociado
con autoanticuerpos sin ninguna evidencia de he-
molisis inmune. Esta documentado que altos niveles
de IgG sérica se asocian con un incremento en la
cantidad de IgG citofilicas (asociaciones no inmu-
nologicas) presentes en los globulos rojos. Niveles

normales de IgG citofilicas, y en particular la manera
no especifica en la cual estan unidos a los eritrocitos
(la porcion Fc no completamente disponible para la
union con la anti-IgG), pueden ser detectados me-
diante las técnicas tradicionales.'®'" Varios reportes
indican que del 65 al 80% de las muestras con PAD
positiva presenta eluidos no reactivos, lo cual sugiere
que no hay anticuerpos presentes en el glébulo rojo.°

La proporcion de PAD positiva es mas alta en los do-
nadores mayores y se han asociado varios factores
de riesgo, como por ejemplo los anticuerpos anticar-
diolipinas, sindrome de inmunodeficiencia adquirida,
drogas o farmacos, cancer, hipergammaglobuline-
mia, tumores solidos, entre otros.'?

RepoORTE DE CASOS

INCIDENCIA DE DONANTES cON PAD POSITIVA EN LAS
PRUEBAS INICIALES

Se analizaron 1950 muestras de 1950 donaciones con
una edad promedio de 35 = 9 anos. De estos donado-
res, 1002 fueron hombres y 948 mujeres. Se les reali-
z6 un hemograma completo y se excluy6 a individuos
con VDRL reactivo o ID-PaGIA Syphilis positivo. Se
realiz6 una prueba de antiglobulina directa (PAD) con
tarjetas de gel DC-Screening Il (IgG,C3d,ctl BioRad).
Todos los resultados positivos fueron analizados pos-
teriormente con la tarjeta de gel DC-Screening | (IgG,
IgA, IgM, C3c, C3d, ctl BioRad). Tres PAD positivas
de 1950 donadores fueron analizadas en los Ultimos
dos anos. Los donantes no refirieron estar tomando
medicamentos y presentaron una entrevista predona-
cion normal, al igual que una presion sanguinea y de
temperatura. Las muestras fueron detectadas durante
las pruebas de tamizaje del donante. Al 100% de los
donantes se le realiza la PAD como parte de la bateria
de estudios para validar la donacién en nuestro banco
de sangre. Dos muestras reaccionaron fuertemente en
el gel IgG (1 eluato positivo) y una reaccioné modera-
damente contra el C3d (eluato negativo). Las pruebas
con anti-lgM e —-IgA resultaron negativas. Los eluatos
fueron moderadamente reactivos. No se encontré es-
pecificad (amplia) de los anticuerpos encontrados. A
los donantes se les da seguimiento cada seis meses
durante al menos 24 meses y, a la fecha, no existe
causa aparente para estos hallazgos. Ninguno de los
donadores ha mostrado sefales de hemdlisis y las
pruebas de funcién hepatica y hemograma se encon-
traron dentro de los rangos de referencia.™
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DONADORES SIN MEDICAMENTOS:

Se determiné un resultado positivo en la PAD de cinco
donadores de sangre (mujeres de 25, 33, 34 y 58 afos)
de un total de 5572 donantes, es decir un 0.089% que
interfirié con las pruebas de compatibilidad en pacien-
tes con rastreos de anticuerpos irregulares negativos.
Ningun donador refirié estar tomando medicamentos
en la entrevista predonacién ni en la consulta teleféni-
ca posterior.

En el primer caso, los glébulos rojos fueron despa-
chados en situacién de emergencia sin pruebas pre-
transfusionales a un paciente que ingresé con herida
de arma de fuego. El RAl y las pruebas de compatibi-
lidad se realizaron de inmediato, dando como resul-
tado una incompatibilidad y un RAI negativo; se dio
aviso al quiréfano, decidiendo suspender la transfu-
sién con esta unidad.

En el segundo, tercero y cuarto caso, las unidades
fueron descartadas por PAD positiva.

En el quinto caso, los globulos rojos también fueron
enviados en situacion de emergencia; no obstante,
esta unidad fue transfundida en su totalidad sin causar
alguna reaccioén transfusional al paciente, al igual que
la unidad correspondiente al cuarto caso.
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ANTIGLOBULINA DIRECTA POSITIVA
POSTALMACENAMIENTO

Se analizaron 72 unidades que vencieron a los
35 dias de almacenamiento. Todos los donan-
tes presentaron una PAD negativa en la muestra
empleada para hacer las pruebas de tamizaje.
La prueba de antiglobulina indirecta también
fue negativa en todas las muestras. Se realizd
una prueba de antiglobulina directa (PAD) con
tarjetas de gel DC-Screening | (IgG, IgA, IgM,
C3c, C3d, ctl BioRad). Los ensayos en gel fue-
ron realizados de acuerdo con las instruccio-
nes del fabricante. Brevemente, 50 uL de una
suspension de glébulos rojos al 0.8% en LISS
(ID-Diluent 2) fue agregado en la celda de cada
microtubo de la tarjeta. Las tarjetas se centri-
fugaron a 1030 rpm por 10 minutos usando la
ID-Centrifuge 12SIl. Las reacciones de agluti-
nacién fueron clasificadas como fuertemente
positivas (44 y 3+), moderadamente positivas
(2+ y 1+) y positivo débil (w+)."* Un 95% de las
unidades presenté PAD positiva a los 35 dias
de almacenamiento (Fig. 1), del donde 63 uni-
dades tuvieron C3c positivo, tres por IgG y dos
por IgG y C3d. Hubo variabilidad en las reaccio-
nes de aglutinacién entre 1-3+. No se observo
relacion entre la reaccion de aglutinacion y el
porcentaje de hemodlisis, pero las PAD positivas
por IgG fueron las que presentaron mayor por-
centaje de hemodlisis.

IaG CiTOFiLICA

Se realiz6é una prueba pretransfusional (gru-
po ABO/D y rastreo de anticuerpos irregula-
res) a un paciente para cirugia histerectomia
total abdominal y se le reservaron dos uni-
dades de glébulos rojos empacados (GRE).
El rastreo de anticuerpos irregulares (RAI)
se report6é negativo, pero hubo reaccion de
1+ con una de las unidades en la prueba de
compatibilidad. La prueba de antiglobulina
directa del paciente es negativa. Las de anti-
globulina directa (PAD) e indirecta (PAI) son
negativas en el estudio posdonacion. Se le
realizé una PAD a la unidad y el resultado fue
IgG1+. Posteriormente, se incubd la mues-
tra de los GRE a 37°C por 15 minutos y se
repitié la PAD. El resultado obtenido luego
de la incubacién fue negativo.
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Figura 1. Evaluacion de la prueba de

antiglobulina directa (PAD) de las unidades
de globulos rojos empacados a los 35 dias
de almacenamiento en el Banco de sangre.

Discusion

Los resultados de las pruebas de antiglobulina re-
velan la naturaleza inmune de un episodio hemoli-
tico. En la PAD, un resultado fuertemente positivo
de un reactivo de antiglobulina poliespecifico y mo-
noespecifico demostré la presencia de anticuerpos
y fracciones del complemento capaces de causar
hemolisis.™

Una PAD positiva ocurre ocasionalmente en dona-
dores normales, y en algunos casos se descubre
cuando los glébulos rojos empacados del donador
son incompatibles en la prueba de compatibilidad.
En la mayoria de los casos, el seguimiento por lar-
gos periodos no ha revelado condicién clinica rela-
cionada con la PAD positiva.’®

El aumento en la incidencia de las PAD positivas en-
tre los donadores de sangre puede ser atribuida a
la alta sensibilidad de los métodos utilizados en la
actualidad, especialmente las técnicas en gel. Si no



existe evidencia de hemolisis inmune, no son nece-
sarios estudios mas detallados, a menos que el pa-
ciente requiera de una transfusion de globulos rojos
y el suero contenga anticuerpos irregulares no identi-
ficados, en cuyo caso un eluido puede ser de utilidad
para identificar el o los anticuerpos.'®

Debido a la baja incidencia de la PAD positiva
(tres en 1950), la magnitud del problema parece
pequefa; sin embargo, hay que tomar en cuenta
que en muchos laboratorios estas unidades son
regularmente detectadas durante las pruebas de
compatibilidad, incluso en situaciones de emer-
gencia, y que dicho teste puede realizarse con una
centrifugacién inmediata, la cual no podria detec-
tar donadores PAD positivo dada la sensibilidad de
la prueba (las pruebas en gel son tres diluciones
mas sensibles que las de tubo). Hay que tomar en
cuenta que muchos laboratorios usan de rutina la
prueba rapida de compatibilidad la cual no podria
detectar a los donadores PAD positiva. Por otro
lado, una PAD positiva puede ser benigna y rela-
cionada con la edad, pero también podria significar
una enfermedad autoinmune.'®

La mayoria de los hospitales reciben unidades que
no son tamizadas por lo que no identificarian a los
donadores PAD positiva. De ser aceptadas, se ha
reportado que un 72% de las unidades tiene una
sobrevida reducida. Por otro lado, se ha reportado
que las unidades con PAD positiva en donantes de
sangre pueden considerarse como un resultado fal-
so positivo: después de 15 dias de almacenamiento,
el 16% desarrolla una PAD positiva in vitro, y cerca
del dia 24, 91% presenta una prueba positiva. Esto
parece tener su explicacién en un fenémeno in vitro,
debido a la unién inespecifica de IgG plasmatica, por
lo que el resultado positivo puede revertirse con la
suspension de glébulos rojos de los donadores en
solucién salina pH 6.8 o solucion de Alsever. A los
35 dias de almacenamiento, mas de 90% de las uni-
dades presenta una PAD positiva principalmente por
complemento (C3c).'%'”
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