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RESUMEN

El presente estudio correspondié a un estudio descriptivo de corte transversal, con
el objetivo de comparar las técnica de micro tipificacion en gel con la técnica de
aglutinacion en tubo para la determinacién de los sistemas sanguineos ABO y
Rhesus de los pacientes atendidos en el Hospital Solidaridad, en el periodo de
Junio — Noviembre 2014. El universo y la muestra lo constituyeron el total de 100
personas, que correspondid al 100 % de los pacientes en estudio. Para la
recoleccion de la informacién se utilizaron fichas de recoleccién de datos y una
hoja de resultados disefiadas por las investigadoras en las cuales se integraron las
variables del estudio. Los resultados obtenidos fueron: En relacion al sexo, el
femenino fue el de mayor frecuencia con 83%, y el masculino el de menor
frecuencia con 17%. El grupo etario de mayor frecuencia fueron las edades
comprendidas entre 25—-34 afios con 38% y 15-24 afios con 32%, las edades de
menor frecuencia fueron las de 65 — 74 afios con el 2%. La frecuencia de grupos
sanguineos ABO y Rh (D) fue la siguiente: O positivo con 70%, A positivo 17%, B
positivo 5%, O negativo 3%, AB positivo 2% y A negativo, B negativo, AB negativo
con el 1% cada uno respectivamente. La correlacion de las pruebas utilizadas en
la determinacion de los sistemas ABO y Rhesus fue excelente, debido a que en
ambas técnicas se logré obtener los mismos resultados. Las recomendaciones
fueron: A los técnicos cumplir obligatoriamente con el protocolo de trabajo que va
desde la identificacion de la muestra y datos del paciente hasta transcribir los
resultados al libro de registro de bancos de sangre para la entregar resultados.
Tener todas los reactivos y tarjetas para realizar todas las pruebas al momento de
encontrar una discrepancia ya sea en adultos o bebes. Realizar lavados
correspondientes en casos de trabajar con recién nacidos y bebe a los cuales solo
se le realiza la prueba directa no pudiéndola correlacionar con la prueba inversa.
Al responsable del area de Inmunohematologia se recomienda manejar el manual

de procedimientos técnicos en caso de no tener un reactivo comercial.
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. INTRODUCCION

El hombre ha intentado ayudar a sus semejantes a través de la administracion de
sangre, existen datos registrados desde la época de los egipcios, griegos y
romanos, desde la administracion de transfusiones con sangre de animales hasta

beber la sangre de fuertes guerreros.

La falta de conocimientos sobre los subgrupos sanguineos lleva consigo riesgos
para la salud como en las transfusiones de sangre entre los grupos incompatibles
provocando reacciones inmunoldgicas que pueden con llevar a una hemolisis,

fallo Renal, Shock e incluso la muerte.

El estudio de los grupos sanguineos ha contribuido al conocimiento de los
diferentes antigenos eritrocitarios que cada individuo posee y por su numero
existen hasta el dia de hoy alrededor de 27 sistemas antigénicos conocidos y a
un siglo de que Landsteiner los descubriera siguen siendo de gran interés

practico y conceptual.

Los sistemas antigénicos considerados de mayor importancia son el ABO y
Rhesus. La distribucién de estos grupos sanguineos en la poblacién humana no
es uniforme ya que hay variaciones de la distribucion en las distintas
subpoblaciones humanas, siendo el mas comun el O positivo, mientras que el

mas escaso es AB negativo.

Su estudio es a escala mundial, no obstante en Nicaragua datos obtenidos en
relacion a la frecuencia de los grupos ABO y Rhesus correspondiente a estudios
de prevalencia de grupos sanguineos en el Centro Nacional de Sangre Cruz Roja
Nicaragiense indican que los grupos O positivos y A positivos son los de mayor

frecuencia y el AB negativo el de menor frecuencia.
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Sin embargo, en el Hospital Solidaridad aunque se realizan tipificaciones y
transfusiones sanguineas los resultados obtenidos en las pruebas se plasman en
libros de registros y base de datos del programa Omega, no se encontraron
estudios que reflejen de forma actualizada la frecuencia de los grupos ABO y Rh
de las personas que son atendidas en este Hospital que sirvan como referencia y

de utilidad en la Medicina transfusional.

El area de Inmunohematologia del Banco de sangre, es la responsable de la
determinaciéon de los fenotipos eritrocitarios para los principales sistemas
sanguineos (ABO y Rh), y de establecer su relacion con los anticuerpos
especificos, mediante la realizacion de prueba sérica para ABO y rastreo e
identificacion de anticuerpos irregulares frente a antigenos de sistemas

sanguineos diferente a este.

Para estas determinaciones se han empleado tradicionalmente métodos en
portaobjetos, tubo y en afios mas recientes pruebas en gel o micro columnas asi
como en micro placa; en estos ultimos permiten la automatizacion de los
procedimientos con el fin de asegurar la calidad de los resultados obtenidos en

cada una de las pruebas.

La metodologia de estudio ha sufrido transformaciones actualmente con el
empleo de las tarjetas con columnas en gel; ya sea por gradiente de peso o por
intercambio de cargas , que es también empleada para la realizacion de las
pruebas de compatibilidad, que son realizadas para; procurar que el paciente
reciba el maximo beneficio de la transfusién, prevenir una reaccién hemolitica
transfusional, detectar anticuerpos irregulares en el suero del receptor contra
glébulos rojos del donante, en la prueba mayor y para detectar anticuerpos en el
suero del donante contra glébulos rojos del receptor en la prueba menor; detectar
errores en la determinacion del sistema ABO y detectar errores en la
identificacion de las muestras de donantes y receptores.
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II. ANTECEDENTES

En el afio de 1900 se llevo a cabo el descubrimiento del sistema ABO a través de
los experimentos de Karl Landsteiner; para 1927 se realiz6 el descubrimiento de
los sistemas MN y P a través de experimentos con animales; en 1940
Landsteiner, Levine y Stetson encontraron el sistema Rh-Hr en su famoso
estudio obstétrico y en esta tdnica de investigaciones siguieron los
descubrimientos de los sistemas de grupos sanguineos y su estudio, asi en 1944
a través de la técnica de bloqueo de anticuerpos fueron encontrados los
llamados anticuerpos incompletos sensibilizantes que se estudiaron con mas

amplitud en 1945 gracias al empleo de Albumina bovina.

Para el fin de ese mismo afio se comenzaron a emplear la técnica de
antiglobulina humana directa (Coombs), y algunas enzimas proteoliticas que
dieron lugar al descubrimiento de sistemas como Kell y Lewis en 1946, Duffy en
1950 y Kidd en 1951. Conforme se avanzo el uso de diversas técnicas se fueron
encontrando cada vez mas sistemas y en 1980 la Sociedad Internacional de
Transfusién Sanguinea (ISBT) por sus siglas en inglés, formé la asociacion en la
terminologia de los antigenos de superficie de las Células Rojas para unificar la

nomenclatura.

El sistema de grupo sanguineo ABO sigue siendo el mas significativo en la
medicina transfusional. Esta determinado por sus respectivos antigenos en los
glébulos rojos y anticuerpos en el plasma o suero, este grupo esta determinado
genéticamente por tres genes alelos: el A, el B, y el O. Los dos primeros dan
lugar a antigenos caracteristicos para cada uno de ellos, mientras que el gen O

no codifica para ningun antigeno conocido.

El sistema Rh es el segundo sistema mas importante de grupos sanguineos en la
transfusion de sangre humana, actualmente se han descubierto 56 antigenos. El

nombre del sistema Rh deriva de las reacciones del suero de conejo anti-mono
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Rhesus con células rojas humanas, las que reaccionaban fueron llamadas Rh
positivas y las no reactantes Rh negativas .El antigeno Rh, considerado comun al
mono Rhesus y a células humanas corresponde al antigeno D en la

nomenclatura CDE.

Si bien, los grupos sanguineos ABO y Rhesus son los de mayor importancia
clinica por lo que se han investigado en poblaciones diferentes del mundo
incluyendo grupos indigenas. El descubrimiento de otros grupos sanguineos y la
variedad de antigenos presentes en los diferentes sistemas antigénicos
eritrocitarios, ha hecho necesario el empleo de técnicas cada vez mas
sofisticadas para la deteccion de los anticuerpos que se producen posteriores a

una transfusion, durante el embarazo y en algunos estados patoldgicos.

Para estas detecciones se han desarrollado diferentes métodos en los cuales se
busca asegurar la calidad Optima en las determinaciones de los grupos
sanguineos, uno de los métodos utilizados inicialmente fue el Método de
Aglutinacion en Lamina, el cual en la actualidad en algunos Bancos de Sangre
solo se utiliza de forma preliminar, debido a las desventajas que este presenta
ante reacciones débiles y problemas de discrepancias. El método en tubo es el
mas utilizado hasta hoy en la rutina de los servicios de sangre, ya que permite

reducir los errores que se presentaban con el método anterior.

El ser humano siempre ha buscado la manera de mejorar cada dia el trabajo de
laboratorio, lo cual ha impulsado la automatizacion incluyendo este avance
tecnoldgico en el area inmunohematoldgica. El primer método semi automatizado
llamado Método en Micro Columnas fue desarrollado en 1984 por el Dr. Yves
LaPierre. En 1988, LaPierre se une a DiaMed A.G para la produccion y
comercializacién en Europa y en 1944 Micro Typing Systems (afiliado a DiaMed)
en EE.UU recibe licencia de la FDA para la produccion y distribucién del

producto.
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En Nicaragua en el afio 2008, se comenzd a utlizar el método de
Microtipificacion en Gel en el Centro Nacional de Sangre Cruz Roja
Nicaraguense, sin embargo, debido al costo que este presenta se suspendié su
uso en el afilo 2011. En el afio 2009, el Hospital Salud Integral y el Hospital
Metropolitano Vivian Pellas empezaron a utilizar ese mismo método para la
tipificacion sanguinea. Otro centro que inici6 la aplicacion del método en el afio
2012, fue el Hospital Solidaridad. No obstante la implementacion de este método,
hasta el momento no se ha realizado estudios sobre el procedimiento de la
técnica automatizada o comparaciones de los métodos empleados en el Banco

de Sangre y Unidades de Servicios Transfusionales.
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IIl.  JUSTIFICACION

Es importante la realizacidbn de este trabajo ya que no existe un estudio
documentado en Nicaragua sobre el topico abordado que pretenda establecer
comparaciones entre las técnicas de tipificacion sanguinea que se utilizan en la

rutina del Banco de Sangre y los Servicios Transfusionales.

Las técnicas utilizadas para la determinacion de los grupos sanguineos no
implican solamente seguir los procesos a cabalidad, sino también el
conocimiento y las destrezas de las personas implicadas en la ejecucion,
procesamiento e interpretacion de cada procedimiento, razén por la cual
mediante esta investigacion las investigadoras tienen la oportunidad de adquirir
conocimientos nuevos Yy reducir errores en el trabajo de laboratorio utilizando

adecuados controles de calidad, que permitan entregar resultados veraces.

Esta investigaciéon es un aporte a la sociedad ya que permite conocer los grupos
y subgrupos sanguineos de los pacientes del Hospital Solidaridad, ademas de
ser un aporte para valorar la utilidad de las técnicas que proporcionan un apoyo

diagndstico en la tipificacion de los grupos sanguineos.

Ademas, con este estudio se persigue algo novedoso con una nueva perspectiva
para ejercer el conocimiento académico adquirido para que la informacion
documentada cientificamente, sirva como acervo bibliogréfico, a los estudiantes
de la carrera de Bioanalisis Clinico y todas aquellas personas interesadas en el
tema. También servird de control para la institucion hospitalaria que garantizara
un servicio de calidad para beneficio de los pacientes proporcionandoles

resultados fidedignos y confiables.
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IV. PLANTAMIENTO DEL PROBLEMA

¢ Existe diferencia entre la Técnica de Aglutinacion en Tubo con la Técnica de
Micro tipificacion en Gel para la determinacion de los grupos Sanguineos ABO y

Rhesus?

1- ¢Cudles son las caracteristicas segun Sexo y Edad de los pacientes en estudio?

2- ¢ Cual es la frecuencia de los grupos Sanguineos ABO y Rhesus en los pacientes

atendidos en el Hospital Solidaridad?

3- ¢Qué comparacién existe entre los Resultados obtenidos de la Técnica de

Aglutinacion en Tubo con la técnica de Micro Tipificacién en Gel?
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V. OBJETIVOS

Objetivo General:

Comparar la Técnica de Aglutinacion en Tubo con la Técnica de Micro tipificacion
en Gel para la determinacion de los grupos Sanguineos ABO y Rhesus de
pacientes atendidos en el Hospital Solidaridad en el periodo de Julio —
Noviembre 2014.

Objetivo Especificos:

. Caracterizar segun edad y sexo a los pacientes en estudio.

. Determinar la frecuencia de grupos sanguineos ABO y Rhesus de los pacientes

atendidos en el Hospital Solidaridad.

. Comparar los resultados obtenidos de la Técnica de Aglutinacién en Tubo con la

Técnica de Micro tipificacion en Gel.
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VI. MARCO TEORICO

6.1. Sistema de Grupos Sanguineos

Los sistemas sanguineos se clasifican normalmente en dos categorias: 1. mayor:
Son aquellos grupos inmunoldgicamente numerosos poderosos (A, B, O y
Rhesus) y 2: menor: Son aquellos grupos inmunolégicamente deébil, aunque
también pueden provocar reacciones inmunolégicamente severas: MNS, Lewis,
Duffy, Kell, Lutheran, Kidd, Diego y Xg. (Salvatierra V., 2009).

El sistema ABO se descubri6 cuando Lansdsteiner registro aglutinaciéon de
glébulos rojos humanos por sueros de otros individuos en 1900 y en el afo
siguiente clasifico los tipo de sangre en tres grupos, ahora denominados A, B, y
O. descubrié que el suero de individuos del grupo A aglutinaba los glébulos rojos
de individuos del grupo B, y a la inversa, que el suero de individuo del grupo B
aglutinaban con glébulos rojos del grupo A. de esta manera, A y B fueron los

primeros antigenos en descubrirse.

Los globulos rojos que no se aglutinaron con el suero de individuos del grupo A o
B luego se determinaron como grupo: El suero de individuo del grupo O
aglutinaban los glébulos rojos tanto de los individuos del grupo A como los del
grupo B. En 1902 los discipulos de Lansdsteiner, Von de Castello y Sturli

identificaron el cuarto grupo, AB.

6.1.2. Aspectos histéricos de los sistemas sanguineos

La posibilidad de trasfundir sangre de un individuo a otro, quizas fue seriamente
discutida por primera vez en la primera mitad del siglo XVII, aunque ya desde un
tiempo mas antiguo se habia pensado en los poderes vitales de la sangre y en su
capacidad rejuvenecedora. Dice la historia, por ejemplo, que los egipcios
tomaban bafios de sangre y algunas enfermedades se trataban con la ingestion

de sangre de animales.
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La era fisioloégica de la historia de la transfusion sanguinea comenzé con el

descubrimiento de la circulacion de la sangre por Harvey en 1616.

Los primeros experimentos fueron hechos con transfusiones homadlogas entre
animales y en 1667 se efectud la primera transfusion en un humano al cual se le
inyectaron 9 onzas de sangre de carnero. Después de los primeros accidentes y
del descrédito del procedimiento, hubo un receso de casi 150 afios en que no
hubo ningan avance en la transfusion de sangre. En 1818 James Blundell,
obstetra y fisidlogo inglés, hizo la primera transfusién de hombre a hombre y para

1875 ya se habian hecho unas 350 transfusiones en humanos (Grispam, 1983.).

En 1899 Shattock informo sobre la aglutinacion de los eritrocitos de algunas
personas con el suero de otras e interpreto este fendbmeno como anormal, fue
Karl Landesteiner quien descubri6 las diferencias de la sangre entre grupos de
persona y con su teoria sobre las especificad de las reacciones serologias en
1900 dio inicio a la era inmunologia de la historia de las transfusiones

sanguineas.

Karl Landesteiner, médico austriaco, ensefiaba entonces anatomia patolégica en
la Universidad de Viena. Uno de sus campos de investigacion fue la genética de
la sangre humana que compardé con la de los simios. Landesteiner observo que
al mezclar la sangre de dos personas habia ocasiones en que los glébulos rojos

se aglutinaban formando grumos visibles.

Analizo la sangre de un total de 22 personas, incluyendo la suya y la de cinco
colaboradores de su laboratorio, para lo cual procedia a separar el suero de la
sangre total, lavaba después los glébulos rojos y los sumergia en una solucion
de suero salino fisiolégico. A continuacién ensayaba cada suero con los
diferentes glébulos rojos obtenidos y finalmente tabulaba los resultados.
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Lleg6 asi a descubrir tres tipos distintos de hematies, denominados A, By O, que
daban lugar a reacciones de aglutinacion. Estos hallazgos los realizo en Viena
hacia 1901. Dos afios mas tarde, dos discipulos suyos, Alfredo de Castello y
Adriano Sturli, analizando 155 muestras (de 121 pacientes y 34 controles sanos),
descubren un cuarto grupo, al que llaman AB, sin poder aglutinante (Grispan,
1983).

6.1.3. Herencia de los Grupos Sanguineos

Los grupos sanguineos se heredan segun las leyes o principios genéticos
expuestos por Mendel en 1865. Para entender mejor la herencia de los grupos
sanguineos, es necesario saber aspecto basico sobre genética humana. El

cuerpo humano esta formado por dos tipos de células.

Células sométicas que forman los diferentes tejidos.
Células germinales que producen los gametos (espermatozoides y 6vulos).

En el hombre cada célula somatica estd formada por 46 cromosomas y
agrupadas en 23 parejas. Las células germinales solo contienen 23 cromosomas,
es decir, la mitad. En el proceso de fertilizacion, los dos gametos se encuentran y
se combinan para constituir 23 pares de cromosomas. De esta manera, cada
padre contribuye con la mitad de sus cromosomas, los cuales transportan los

genes que a su vez determinarian las caracteristicas individuales de los hijos.

De estos 23 pares de cromosomas, 22 son iguales u homélogos, pero una pareja
es diferente y es la que determina el sexo. En la mujer un cromosoma X, se
aparea con otro cromosoma X y determina el sexo femenino, en el hombre un
cromosoma X, se aparea con uno mas pequeio que se denomina Y, y determina
el caracter masculino. Las 22 parejas de cromosomas regulares u homologos
son denominados autosomas, mientras que el X y Y son llamados cromosomas

sexuales.
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Los cromosomas estan localizados en el nucleo de cada célula y transportan las
unidades bésicas de la herencia, que son los genes, las cuales estan
constituidas por moléculas de ADN.

Cada gen determina una caracteristica especifica y ocupa en el cromosoma un
lugar fijo denominado locus. Un par de cromosoma tiene el mismo grupo de
genes en el locus, en igual orden; de esta manera la célula hija tiene un par de
genes provenientes, cada uno de un padre. Un locus cromosoma controla una

caracteristica hereditaria.

Cuando un individuo hereda dos genes idénticos situados en un locus
determinado, por ejemplo un gen A de cada padre, se dice que el individuo es
homocigoto para ese gen. Pero si tiene genes desiguales en la misma posicion

como Ay B se denomina heterocigoto.

Los términos fenotipo y genotipo son de uso comun. El fenotipo expresa el
caracter visible de una persona. El genotipo expresa la constitucién genética de

un individuo con respecto a un determinado rasgo (Davila, Ma. E; 2013).

6.2. Sistema ABO

El sistema ABO, fue el primer grupo sanguineo descubierto por Karl Landesteiner
quien registro la aglutinacion de los glébulos rojos humanos por sueros de otros
individuos en 1900. Y en el afio siguiente clasifico los tipos de sangre en tres

grupos ahora denominados A, By O.

Landsteiner demostré que los globulos rojos contenian por lo menos dos
factores, designados como aglutindgenos Ay B, con los cuales se podia explicar
los cuatro grupos que existian y asi postuld que cada persona podia tener uno de

ellos (A o B), ambos (AB) o ninguno (O).
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Descubrié que el suero de individuos del grupo A aglutinaba los glébulos rojos de
individuos del grupo B y a la inversa, que el suero de individuos de grupo B
aglutinaba glébulos rojos del grupo A. De esta manera A y B fueron los primeros

antigenos que se descubrieron.

Los Glébulos rojos que no se aglutinaron con el suero de individuos del grupo A
0 B, luego se determina como grupo O, el suero de individuos del grupo O
aglutinaban los glébulos rojos tanto de los individuos del grupo A como del grupo
B.

El sistema de grupo sanguineos ABO sigue siendo el mas significativo en
medicina transfusional. Es el Unico en el cual la mayoria de las personas no
expuestas a eritrocitos humanos posee anticuerpos reciprocos constante y
previsible. A causa de estos anticuerpos, la transfusibn de sangre ABO
incompatible puede provocar hemolisis intravascular grave, asi como también las
otras manifestaciones de las reacciones hemoliticas transfusionales agudas. Las
pruebas de deteccion de la incompatibilidad ABO entre los receptores y donantes

constituyen la base de los estudios pretransfusionales (AABB, 2007).

6.2.1. Herencia del Sistema ABy O
La herencia en el sistema ABO es controlada de acuerdo a las leyes de Mendel y
se hace mediante cuatro genes comunes. A;, Az, B y O. Los antigenos de los

grupos sanguineos son la expresion transmitidos por uno u otro de los padres.

Los genes del sistema ABO estan presentes sobre el cromosoma 9. La expresion
del fenotipo de los genes A y B disimula la del gen O, de manera que un fenotipo
A 0 B puede corresponder a mas de un genotipo o sea, los genes Ay B son
codominantes y ambos son dominantes con respecto al gen O, que es recesivo.
Si en los eritrocitos son del grupo A, esto nos indica que si en el cromosoma del
eritroblasto hay dos genes A (AA), o un gen A asociado a un gen O (AO). Lo
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mismo pasa con el grupo B, en consecuencia, una persona del grupo A o B

puede ser homocigota o heterocigoto.

Por el contrario, los fenotipos O y AB expresan directamente el genotipo. En
realidad una persona del grupo O es homocigota OO y una persona AB es
heterocigoto porque posee los dos genes A y B en sus hematies. El gen O es
amorfo, es decir, no produce antigenos detectables. Cuando el antigeno O es
heredado en conjunto con el A, solo el A se manifiesta y reacciona ante el suero
anti-A en la misma forma en lo que lo puede hacer el AA. De igual manera se

comporta cuando se hereda el antigeno B.

6.2.2. Antigenos del Sistema ABO

Dos antigenos tipos A y B aparecen en las superficies de los eritrocitos en una
gran proporcion de los seres humanos. Con menor frecuencias los anticuerpos
reaccionan menos con los recién nacidos que con los adultos. Aunque pueden
encontrarse en los glébulos rojos de embriones de 5 — 6 semanas en el momento
del nacimiento los antigenos A y B no estan desarrollados por completo, quizas
porque las estructuras oligosacéaridos ramificadas surgen de manera gradual. A
los 2-4 afios, la expresion de los antigenos A y B es completa y permanece mas
0 menos constante durante toda la vida (AABB, 2007).

Grupo A: En la membrana plasmatica de los glébulos rojos posee aglutinogenos
Ay en el plasma, aglutininas anti B (contra el aglutinégeno B).

Grupo B: Con aglutinégenos B en los eritrocitos y aglutininas anti A (contra el

aglutindgeno A) en el plasma sanguineo.

Grupo O: Este grupo carece de aglutinégenos en la superficie de sus eritrocitos
y en el plasma contiene dos tipos de aglutininas, las anti A y las anti B (contra
ambos tipos de aglutin6genos).
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Grupo AB: A diferencia del grupo O, el grupo AB posee los dos aglutindbgenos A
y B en las membranas plasméticas de los glébulos rojos, pero carece de
aglutininas plasméticas.

6.2.3. Subgrupos

Los subgrupos ABO son fenotipos que difieren en la concentracion de antigenos
en los glébulos rojos y la saliva de los secretores como antigenos solubles. Los
subgrupos A son mas comunes que los B, los dos principales subgrupos A son
los A; y A,. Los globulos rojos de las personas de ambos subgrupos reaccionan
fuertemente con el reactivo anti- A en la prueba de aglutinacion directa. La
distincion seroldgicas de las células A; y A, se logra mediante pruebas que

utilizan lectina anti- A;

Existen diferencias cualitativas y cuantitativas entre A1y A, La transferasa A; es
mas eficiente en la conversion de la sustancia H en antigeno A y puede crear
estructuras tipo 3 A repetitivas. El 80% de los individuos del grupo A o AB posee
glébulos rojos que aglutinan en presencia de anti - A; y por tanto se clasifica
como A; 0 A1B. El 20% restante, cuyos eritrocitos son fuertemente aglutinados

en presencia anti-A, pero no de anti-A; se clasifica como A, o A;B (AABB, 2007).

6.2.4. Anticuerpos Sanguineos

Generalmente, las personas tienen anticuerpos contra el antigeno A o B
ausentes de sus propios hematies. Su presencia obedece a un estimulo natural,
pues la sustancia A y B tienen ampliamente distribucién en la naturaleza,
antigenos a los cuales se estad expuesto desde el momento del nacimiento. El
recién nacido no contiene anticuerpo anti-A o anti-B naturales, a menos que la

madre haya producido una forma inmune durante el embarazo.

La sintesis de anticuerpos en el nifio, comienza entre los 3-6 meses, alcanzando
su maximo nivel de los 5 — 10 afios, para después decrecer progresivamente. La

produccion de anticuerpos se mantiene relativamente constante a lo largo de
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toda la vida adulta, sin embargo, en los ancianos los niveles de anti-A y anti-B

pueden ser inferiores a los observados en los adultos (Davila M., 2013).

La mayoria de las pruebas seroldgicas en Inmunohematologia dependen de
reacciones entre antigenos en los glébulos rojos y anticuerpos en el suero. Los

anticuerpos sanguineos son usualmente 1gG y/o IgM y en casos raros IgA.

La capacidad de fijar complemento por algunos de estos anticuerpos es también
importante para el entendimiento de algunos fenémenos in vitro e in vivo.
Usualmente los anticuerpos IgG tienen mayor significado clinico y en la
Enfermedad Hemolitica del recién nacido son los anticuerpos IgG los

responsables de la enfermedad.

Por otro lado, reacciones hemoliticas transfusionales causadas por anticuerpos
IgM con fijacion de complemento pueden causar hemolisis intravascular severa
(ej. Incompatibilidad de grupo ABO) y reacciones transfusionales hemoliticas
causadas por anticuerpos IgG pueden causar hemdlisis extravascular y reaccion

menos severa (Ejemplo: la incompatibilidad Rh) (Grispam 1983).

Una de las hipotesis que explica el desarrollo de estos anticuerpos se basa en
gue las configuraciones responsables de los determinantes antigénicos Ay B de
la membrana eritrocitaria también existen en otras entidades bioldgicas, en

particular las paredes celulares bacterianas (AABB, 2007).

La distribucién de las bacterias es bien amplia y su presencia en la flora
intestinal, polvo, los alimentos y otros sustratos asegura la exposicion constante
de todas las personas a antigenos del tipo A o B. Los individuos
inmunocompetentes reaccionan contra los antigenos ambientales produciendo

anticuerpos contra aquellos ausentes en el organismo (AABB, 2007).
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6.2.5. SistemaH

Los glébulos rojos del grupo O carecen de antigenos A y B y la membrana
expresa abundante H. Como H es un precursor de antigenos A y B, las personas
Ay B tienen menos sustancias H que las personas O. El monto de antigenos H
detectados en los globulos rojos con lectina anti-H es, en orden decreciente,
O>A2>B>A2B>A1>A1B.

Estos anti-H son bastante débiles, casi siempre reaccionan a temperatura
ambiente 0 menos y no se les considera significativos desde el punto de vista
clinico. Los individuos del fenotipo O excepcional carecen de antigenos H
eritrocitarios, tienen un aloanti-H potente y clinicamente importante en el suero
(AABB, 2007).

6.2.6. Fenotipo Oy
El termino Oy, o fenotipo Bombay se aplica en los individuos muy infrecuentes
cuyos globulos rojos y secreciones carecen de antigenos H, Ay B y cuyo plasma

contiene anti-H, anti-A, y anti-B potentes.

Este tipo se descubri6 en Bombay, India en 1952, inicialmente, el fenotipo se
asemeja al grupo O normal, pero se pone en manifiesto cuando se analiza el
suero de las personas Oy con eritrocitos O y se registra fuerte aglutinacion
inmediata o hemolisis. Los anti-H de las personas O reaccionan con los
globulos rojos, de todos los grupos excepto los de otras personas Oy €n un rango
de 4 — 37°C (AABB, 2007).

Las personas Oy solo pueden recibir sangre Op, porque sus anticuerpos
destruyen con rapidez las células con antigenos A, B o H. Si se dispone de otras
muestras eritrocitarios Op, podria confirmarse por su compatibilidad sérica
(AABB, 2007).
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6.2.7. Titulo de Aglutininas a Diferentes Edades

Inmediatamente después del nacimiento, la cantidad de aglutininas en el plasma
es casi nula. De 2 a 8 meses después del nacimiento, el nifio empieza a producir
aglutininas anti-A, cuando el aglutinégeno del tipo A no estad presente en las
células y aglutininas anti-B, cuando los aglutindgenos del tipo B no estan en las
células. La concentracion méaxima se alcanza normalmente a los 8 a 10 afios de

edad, y declina de manera gradual a lo largo de los afios restantes de vida.

El factor Rh es un sistema compuesto por muchos aglutinégenos que existe en
los eritrocitos del ser humano y en algunas especies de primates; de mucho, este
sistema se descubrio en los glébulos rojos del mono Rhesus del cual deriva las

iniciales de su nombre.

Entre los aglutinbgenos del sistema Rh, el que méas induce respuestas
inmunoldgicas es el conocido como “aglutindgeno D”. Cuando un individuo lo
posee, se dice que es “Rh positivo”. Por el contrario, su ausencia determina que
la persona sea “Rh negativo” por lo tanto, que forme aglutina anti-D cuando su
sangre hace contacto con los eritrocitos portadores del aglutinégeno D la sintesis
de aglutinina anti-D no se hereda, sino se adquiere mediante la exposicion a
eritrocitos extrafios, y perdura muchos afios, quizas todo la vida (Gryt y Hall 2%

edicién).

6.3. Sistema de Grupo Sanguineo Rhesus

El diminutivo Rh es usado para abreviar la palabra Rhesus, la cual significa mono
en griego. Su origen se encuentra en 1940 cuando Landsteiner y Alexander
salomon Weiner, descubrieron un antigeno en los hematies al que bautizaron
como factor Rh, al haber sido hallado en el suero de conejos inmunizados con
sangre procedente de un mono de la India de la especie Macacus Rhesus
(Maroto R. 2007).
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6.3.1. Descubrimiento de los Antigenos D

Los términos Rh positivo y Rh negativo se refieren a la presencia o ausencia de
antigeno D en los glébulos rojos. El primer ejemplo de anticuerpos de humano
contra los antigenos D fue identificada por Levine y Stetson e 1939 en el suero
de la madre de un nifio con enfermedad hemolitica del recién nacido que
presentd una reaccién hemolitica después de recibir una transfusiéon de sangre

de su esposo.

En 1940 Landesteiner y Wiener descubrieron anticuerpos desarrollados en
cobayos y conejos inmunizados con eritrocitos de monos Rhesus; Ese mismo
afio Levine y Katzin encontraron anticuerpos similares en el suero de varias
puérperas y en por lo menos uno, registraron reacciones equivalentes a los de
los sueros animales anti — Rhesus. También en 1940 Wiener y Peters advirtieron
anticuerpos de igual especificidad en el suero de individuos cuyos glébulos rojos
carecian del determinante y que habia recibido transfusiones ABO compatibles

en el pasado.

Mas tarde se establecio que los antigenos detectados por los sueros Anti Rhesus
animales y anti D humano no eran idénticos, que en realidad Landsteiner y
Weiner no habian descubierto el anticuerpo Rh sino otro anticuerpo que fue
denominado Lewis (LW) , Pero el sistema del grupo sanguineo Rh ya habia
recibido su nombre. Poco después de descubrir los anti D, son rasgos genéticos
gue se trasmiten en forma autosémica dominante, se observd que los pacientes
Rh negativo desarrollaban Anti Rh solamente al ser inmunizados (Transfusién,
embarazo, etc.) (AABB, 2007).

6.3.2. Otros Antigenos
Ademas de los antigenos D y d, también hay otros antigenos C y E del sistema
Rh que en conjunto son CDE, y sus respectivos alelos recesivos cde y las

combinaciones son mucho mas, por ejemplo: CCDDEE, CcDdEe, ccddee, CDE
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etc. Los anticuerpos especificos anti-c no pueden aglutinar eritrocitos con
antigeno C y viceversa, por lo que no es dificil de imaginar que eritrocitos Rh
positivos no aglutinen con un antisuero para el sistema Rh, o que las reacciones

varien de un tipo de anti-Rh a otro (Huang CH., Lui P.Z., & Cheng JG).

La combinacion del sistema CDE esta dada por un solo locus de un gen y no en
una combinacion de estos. La fenotipificacion del sistema Rh es un poco
complicada ya que para los heterocigotos Dd, Cc, Ee tendrian que usarse anti-
sueros mixtos y determinar si todos los anticuerpos pudieron aglutinar (Cartron
JP., Rue A. 2000).

El antigeno D también tiene una variante que es D", cuya estructura molecular
muestra defectos con respecto a la estructura molecular de D. Hay muchas
variantes D", que se pueden identificar por métodos de anti-inmunoglobulina

indirecta o por métodos enzimaticos (Race RR., Sanger R. 2002).

6.3.3. Expresion de los Antigenos D

Las personas Rh-Hr derivan de los trabajos de Weiner, quién creia que el
producto génico inmediato era una entidad Unica a la que llamo aglutinégenos.
Segun Weiner, cada aglutinbgeno se caracterizaba por especificidades
serologicas multiples, denominados factores, identificados por anticuerpos
especificos. Los datos bioquimicos y seroldgicos actuales no avalan esta teoria,
pero para referirse al fenotipo, muchos profesionales utilizan abreviaturas
basadas en el sistema Rh-Hr de Weiner. Los haplotipos se identifican con las
letras R y r. la R se usa para haplotipos que producen antigenos D. los
subindices, denotan las combinaciones con otros antigenos por ejemplo: R

sefala el haplotipos DCe; r sefiala dce; Ry sefiala Dce (AABB, 2007).

6.3.4. Antigeno D débil
La mayoria de los eritrocitos D positivos muestra aglutinacibn macroscopica

despues de la centrifugacion con anti- D y es facil clasificarlo como tales. Los que
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no se aglutinan de forma inmediata o directa plantean dudas. En algunos
eritrocitos D positivo, la demostracion de antigenos D requiere incubacién con
anti- D o el agregado ulterior de suero anti globulina (AGH), despues de la
incubacion con anti-D (Prueba Indirecta con Anti Globulina). Aun cuando la

prueba requiera un paso adicional, esos eritrocitos se consideran D positivos.

En el pasado, los globulos rojos que demandaban pasos adicionales para la
demostracion de D se clasificaban como D" Esta designacion ya no se considera
apropiada y los globulos rojos portadores de antigenos que reaccionan
débilmente con el D son considerados D positivos y podrian descubrirse como D
débil.

Actualmente gracias a los avances logrados en los reactivos policlonales y
monoclonales anti-D, es factible detectar algunas células D positivos que habian
sido clasificados como D débiles cuando se analizaron con reactivos menos
sensibles (AABB, 2007).

6.3.5. Antigeno D débil cuantitativo

En la mayoria de los casos, esta forma de los fenotipos D débil deriva de un gen
RHD que codifica una proteina RhD alterada asociada con una expresion
reducida en la membrana de los globulos rojos. La localizacion es la
transmenbrana o el citoplasma de los cambios de aminoacidos de la proteina D
alterada no produce una pérdida de epitopos D; por lo tanto no se espera la

produccion de aloanti-D como en el fenotipo D parcial.

La expresion D débil es bastante comun en los negros, a menudo como parte del
haplotipos Dce. En los blancos, los genes responsables de la expresion débil D
son menos frecuentes, pero podrian observarse en los pocos usuales haplotipos
DCe o DcE.
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En las pruebas de aglutinacion directa, los globulos rojos con antigenos D débil
cuantitativos podrian reaccionar poco o nada con la mayoria de los reactivos
anti-D. No obstante, cuando se afiade suero antiglobulinico al sistema, la
reaccion es considerable (AABB, 2007).

6.3.6. D parcial

Debido a que algunas personas con globulos rojos D positivo producen
aloanticuerpos anti-D que no reaccionan con sus propias células, surge el
concepto que postula que los antigenos D consisten en componentes multiples.
La mayoria de estas personas tienen eritrocitos que reaccionan fuertemente con
anti-D. Pero las muestras de algunos individuos, en especial los del fenotipo del
DVI reaccionan débilmente o solo lo hacen mediante la prueba de anti globulina
humana. Los eritrocitos que carecen de partes del complejo antigénico D se
denominan D mosaicos o D variantes. La terminologia actual mas apropiada es

D parcial.

La categorizaciéon de los fenotipos D parcial fue realizada analizando los aloanti-
D producidos por personas D positivos. Las cuatro categorias descritas por
Weiner se ampliaron mucho. La evaluacién de muchos anti D monoclonales con
globulos rojos de diversos tipos D sugiere que los antigenos D comprende
numerosos epitopos (AABB, 2007).

6.3.7. Herencia del factor Rh
El antigeno D posee la mayor capacidad antigénica. Los genes responsables de

este sistema se localizan en el cromosoma 1.
Existen tres teorias sobre el control genético.
Teoria de Fisher: En 1943 postulan que en el cromosoma 1 existen 3 (tres)

locus estrechamente relacionados "D", "C" y "E" con dos pares de alelos "C" "c"y
"E" "e"; y el alelo del "D" que no produce antigeno, por lo tanto aceptan colocar
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"d" para significar la ausencia del mismo. El grupo de alelos del complejo génico

es denominado haplotipos.

Teoria de Weiner: En el mismo afio sugeria que hay multiples alelos en un solo
locus y que cada alelo codifica un antigeno distinto. Los productos del gen
(haplotipos) son designados "R", para los que codifican D y "r" para los que no
codifican, se les agregan subindices o supra indices para indicar los distintos

haplotipos que desarrollan.

Teoria de Tippet (1986): Tippet emite la teoria de la existencia de dos genes
RHD y RHCD, que son secuenciados en 1990 por Colin y colaboradores.
La enfermedad del Rh es provocada por una madre Rh- que concibe un hijo Rh+,
los anticuerpos de la sangre materna destruyen el Rh+ del bebé. Si la madre
piensa tener un segundo hijo debe aplicarse una vacuna que elimina los anti-Rh,

llamada la gamma inmunoglobulina.

Esta debe ser aplicada dentro de las 72 horas despues del primer parto ya que Si
se tiene un segundo bebe con Rh+ la madre producird anti-Rh en exceso que
destruira la sangre del hijo, produciendo una enfermedad llamada Eritoblastosis
fetal (anemia severa), si es que el hijo nace, porque por la produccidén en exceso

de los anti-Rh el hijo puede morir intrauterinamente (Maroto, R. 2007).

6.4. Determinacion del Sistema Sanguineo

El sistema sanguineo se determina segun dos principios; determinacion de los
antigenos en los eritrocitos, mediante antisueros conocidos anti-A, anti-B, anti-
AB, y la verificacion de la presencia de anticuerpos en el suero mediante
eritrocitos conocidos A;, y B eventualmente A, y O, las pruebas de rutina se

realizan mediante test de aglutinacion a temperatura ambiente.

Las pruebas de la tipificacion de grupo sanguineo en hematies utilizando anti-A 'y

anti-B para establecer la presencia o ausencia de los antigenos A y B, se
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denomina frecuentemente prueba de determinacion directa de grupos. Las
pruebas de grupo seérico, que utilizan hematies reactivos A; y B para detectar
anti-A y anti-B séricos, se denominan pruebas de determinacion de grupo

inverso. Estas pruebas se complementan y una confirma a la otra.

Los reactivos de grupos sanguineos se preparan a partir de anticuerpos
policlonales naturales o inmunes de sangre humana y en ocasiones de animal,
actualmente se obtienen anticuerpos monoclonales derivados de cultivos de
células secretoras o hubridomas. Estos reactivos deben de conservarse y usarse
de acuerdo con las instrucciones del proveedor, porque se preparan con un

diluyente estandarizado y son susceptibles a los cambios de Ph y otros factores.

6.4.1. Pruebas de rutina para Tipificacion ABO

Las pruebas de rutina para la tipificacion ABO consiste en el andlisis de los
glébulos rojos con anticuerpos anti-A y anti-B (pruebas directas o eritrocitarias) y
el andlisis de suero o plasma con glébulos rojos A; y B (prueba inversa y

serologia).

Los estudios de rutinas de donantes no pacientes deben incluir pruebas
eritrocitarias y serologicas, ya que unas controlan a las otras, para confirmar el
tipo ABO de las unidades donadas ya rotuladas o analizar la sangre de lactantes

menores de 4 meses, solo se tipifican los globulos rojos.

Los reactivos anti-A y anti-B aglutinan la mayoria de los gldbulos rojos positivos
por contacto directo, aun sin centrifugacion. Los anticuerpos anti-A y anti-B
séricos de la de la mayoria de los pacientes y donantes suelen ser demasiado
débiles como para aglutinar los glébulos rojos sin centrifugaciéon o incubacion
prolongada. Las pruebas serolégicas deben realizarse con métodos que detecten

los anticuerpos: en tubos, micro placas, aglutinacién en columnas o portaobjetos.
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Los reactivos adicionales, como anti-A, anti-B para estudios eritrocitarios y
glébulos rojos A, y O para ensayos Sericos, no son necesarios para las pruebas
de rutina, pero pueden ser Utiles para resolver discrepancias en la tipificacion. El
uso de anti-A, anti-B puede no tener el mismo beneficio para detectar subgrupos
débiles con reactivos policlonales (dependiendo de los clones usados) que

cuando se usaron reactivos policlonales humanos.

Muchos reactivos monoclonales para la tipificacion ABO han sido formulados
para detectar algunos de los grupos mas débiles. Se debe consultar las
instrucciones de fabricantes para las caracteristicas especificas para los
reactivos. Las técnicas especiales para detectar subgrupos débiles de rutinas no
son necesarias ya que la discrepancia de tipificacion (por ejemplo, la ausencia de

anticuerpos esperados) generalmente distinguen estos de los del grupo O.

La finalidad de los glébulos rojos A, es facilitar la deteccion de anti-A;. Como la
mayoria de las muestras carecen de anti-A;, el uso de la rutina de este reactivo
es innecesario.

Los errores técnicos que pueden llevar a discrepancias ABO incluyen:

Confusiéon de muestra.

Suspension de glébulos rojos demasiados concentrados o diluidas.

Omision de agregado de reactivos.

No se registra la hemolisis.

No se respetaron las instrucciones del fabricante.

Escasa o excesiva centrifugacion.

Mala interpretacién o registro inadecuado de los resultados de las pruebas.
(AABB,2007)

La determinacion del grupo sanguineo se realiza en dos etapas:

Prueba directa globular

Determinan la presencia de antigenos presentes en los gldbulos rojos mediante

anticuerpos conocidos (antisueros comerciales), los antigenos presentes
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reaccionan con su correspondiente anticuerpo lo cual se hace visible por medio
de aglutinacion.

Prueba inversa o sérica

Determina los anticuerpos presentes en el suero mediante antigenos conocidos
(células de genética conocida) los anticuerpos presentes reaccionan con su

correspondiente antigeno, lo cual se hace visible por medio de aglutinacion.

6.4.2. Tipificacién Rh

La tipificacion Rh de rutina de los donantes y pacientes solo involucra el antigeno
D. La investigacion de otros antigenos Rh solo se efectia con fines definidos,
como la identificacion de anticuerpos Rh inesperados, la obtencion de sangre
compatible para pacientes con anticuerpos Rh, las pruebas de paternidad y otros
estudios familiares, la seleccion de células fenotipificadas para el reconocimiento
de anticuerpos y la evaluacion para determinar si una persona es homocigota o

heterocigoto para RHD.

Cuando se busca sangre compatible para un receptor con anticuerpos Rh
comparativamente débiles, el uso de reactivos potentes para detectar la ausencia
de antigenos puede ser mas fiable que la prueba de compatibilidad cruzada. La
determinacién del fenotipo de paciente podria ayudar a confirmar la especificidad

de los anticuerpos e indicar la presencia de otros anticuerpos-Rh.

Investigacion de rutina de antigeno D

Hasta hace pocos afios, la mayoria de las pruebas de rutina utilizaba reactivos
anti-D hiperproteicos policlonales humanos, apropiados para las técnicas en
portaobjetos, tubos o micro placas, ahora se dispone de reactivos anti-D
monoclonales. Las pruebas pueden utilizar glébulos suspendidos en solucion
salina, suero o plasma, pero es esencial que se cumplan las instrucciones del

fabricante de los reactivos. Los procedimientos para la pruebas en micro placas
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son similares a aquellas en tubo, pero utilizarse suspensiones de glébulos rojos

muy diluidos.

Las pruebas en portaobjetos solo brindan resultados oOptimos cuando se
combinan con concentraciones elevadas de glébulos rojos y proteinas a 37°C. La
principal desventaja de las pruebas en portaobjetos es la evaporacion del medio,
lo que puede provocar una agregacion de hematies que puede confundirse con
aglutinacion, esta técnica aumenta el riesgo biolégico porque implementandola
se produce mayor posibilidad de salpicaduras con sangre y contaminacion.

Los Estandares de Asociacibn Americana de Bancos de Sangre (AABB)
requieren técnicas para mostrar D débil solamente para la sangre de donante o
para analizar la sangre del recién nacido de madres Rh negativos para
determinar si son candidatos a recibir inmunoglobulina Rh. Si es preciso
investigar D débil se lleva a cabo una prueba antiglobulinico. No hay
procedimientos en placas para determinar la expresion de D débil que sean
confiables.

Prueba del Du

La mayoria de los eritrocitos D positivo muestra aglutinacion macroscopica
después de la centrifugacion con anti-D y es féacil clasificarlos como tales. Los
gue no se aglutinan en forma inmediata o directa plantean dudas. En algunos
eritrocitos D positivos, la demostraciéon de antigenos D requiere incubacion con
anti-D o el agregado ulterior de suero antiglobulinico (AGH) después de la
incubacion con anti-D (prueba indirecta con anti globulina). Aun cuando la prueba

requiere un paso adicional, esos eritrocitos se consideran D positivo.

Actualmente gracias a los avances logrados en los reactivos policlonales y
monoclonales anti-D, es factible detectar algunas células D positivos que habrian
sido clasificadas como D débiles cuando se analizaron con reactivos menos

sensibles.
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Por otra parte, los anti-D monoclonales podrian reaccionar por aglutinacion
directa con los epitopos del antigeno D que antes requeria métodos mas
sensibles para reaccionar o en ocasiones, podrian no reaccionar con otros
epitopos de los antigenos D, a la inversa, con la prueba directa algunos anti-D
monoclonales puede reaccionar con epitopos raros de antigenos D que no se
habian podido detectar con reactivos policlonales (por ejemplo, DHAR vy
Crawford). Es importante conocer que los reactivos anti-D varian entre los
distintos fabricantes y esas diferencias deben ser conocidas por los usuarios
(AABB, 2007).

6.4.3. Uso del suero anti-AB

En general, se utiliza suero anti-AB para no pasar por alto antigenos Ay B
débiles. Los anticuerpos anti-A y anti-B de esta mezcla poseen gran afinidad por
los antigenos débiles y podrian provocar aglutinacién considerable aun cuando

los anti-A y anti-B especificos no reaccionan.

Este suero en primer lugar confirma la correcta utilizacion de los sueros anti-A 'y
anti-B, y en segundo lugar tiene mayor importancia que el anti-A para hallar
subgrupos de A, cabe aclarar que el suero anti-AB no solo tiene anti-A y anti-B,
sino ademas posee un anticuerpo de reaccién cruzada contra antigenos Ay B

gue producen individuos de grupo O, y que es el que le da su mayor potencia.

Los globulos rojos que se utilizan en la determinacion del grupo sanguineo puede
necesitar lavarse con solucién salina para remover el plasma o suero y los
coagulos que podrian provocar falsos positivos si se confunden con aglutinados.

Este procedimiento también elimina los eritrocitos hemolizados.

Las células que se utilizan para la prueba inversa, se preparan a partir de
muestras fresca y si es factible, provenientes de dos individuos. Se usan células
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A Rh D negativas, B Rh D positivas y O Rh D positivas. En lo posible, deben

prepararse a diario. Si se conservan a 4 °C, pueden emplearse durante dos dias.

6.4.4. Pruebas para tipificacion ABO

Las pruebas de rutina para la tipificacion ABO consisten en el analisis de los
glébulos rojos con anticuerpos anti A y anti B (pruebas directas o eritrocitarios) y
el andlisis de suero y plasma con glébulos rojos A y B (pruebas inversas y

directa).

Los reactivos anti A y anti B aglutinan la mayoria de los glébulos rojos positivos
por contacto directo, aun sin centrifugacion. Los anticuerpos anti A y anti B
séricos de la mayoria de los pacientes y donantes suele ser demasiado débiles
como para aglutinar los glébulos rojos sin centrifugacion o incubacion
prolongada. Las pruebas seroldgicas deben realizarse con métodos que detecten

los anticuerpos en tubos, micro placas, aglutinacion en columnas o porta objetos.

Muchos reactivos monoclonales para la tipificacion ABO han sido formulados
para detectar algunos de los subgrupos mas débiles. Las técnicas especiales
para detectar subgrupos débiles de rutina no son necesarias ya que la
discrepancia de la tipificacion (la ausencia de anticuerpos esperados)

generalmente se distingue estos del grupo O.

Técnica en tubo

Esta técnica fue empleada desde 1908 por Ottenberg hasta nuestros dias, se
emplea tubos de plasticos o de vidrio, se adiciona el suero reactivo y las células
problemas, se mezclan gentilmente y centrifugan a revolucion constante, la
lectura se realiza interpretando como positivo la formacion de un botdn

aglutinacion el cual es sujeto a una ponderacién para su mejor interpretacion.
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Entre los problemas dificiles de estandarizar y que son comunes a las técnicas
tubo y placa resaltan: operacion, lavados, tiempos, estabilidad, identificacién,

interpretacion dificil, evidencia y espacio (Dr. Alfredo Radillo Gonzales 2013).

» Técnica en micro placas para la tipificaciéon Sanguinea
El uso en micro placas en el banco de sangre tuvo lugar en la década de los 60,
siendo las técnicas desarrolladas por Grawford y Gottman. Han ido con
posteridad experimentando una gran aceptacion debido a las ventajas que
presenta sobre los métodos convencionales, siendo una muy buena alternativa
para procesar un gran numero de muestras sin el costo que supone la

automatizacion.

Una micro placa puede considerarse una gradilla de 96 tubos de pequefio
tamafo, con un volumen que oscila entre 200 y 300 micro litros, dispuesto a lo
largo de 8 filas horizontales y 12 filas verticales. Las micro placas pueden ser
rigidas o flexibles, la eleccibn depende de la preferencia y experiencia del
personal del técnico. No obstante las mas utilizadas son las rigidas y con pocillo
en U, debido a que estas permiten tanto la lectura macroscopica como por medio

de lectores automaticos (Franco E., 1998)

Entre las ventajas del uso de micro placas con respecto a las técnicas en tubos

podemos decir las siguientes.

+ Igual o superior sensibilidad.

+ Ahorro de reactivo debido a las pequefias cantidades que se precisan y a que se
utilizan generalmente diluidos.

+ Necesidad escasa de equipamiento especial.

+ Rapidez en la ejecucion con ahorro del tiempo del técnico.

+ Reduccion considerable del material del laboratorio.
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» Fundamentos de la tecnologia en Gel
Esta tecnologia de micro tipificacién en gel fue descrita y desarrollada en 1984
por Dr. Yves LaPierre, esta nueva técnica se basa en la separacion por tamafio
de los eritrocitos aglutinados, durante un proceso de centrifugacion en un gel
poroso. Los eritrocitos van perdiendo elasticidad en sus membranas de forma
gue los aglutinados grandes quedan atrapados en la zona superior y los
pequefios quedan distribuidos a lo largo de la columna.

Esta técnica nos permite que estandaricemos la lectura de la reaccién antigeno-
anticuerpo con facilidad y repetitividad. Asi como la estandarizacion del uso de
reactivos, tiempos y lecturas disminuyendo Sustancialmente la influencia de la
mano del operador. (Marquez E., 2008). La tarjeta DG-Gel tiene 8 micro tubos
compuestos por un gel (micro esferas de dextranos) que sirve como soporte para
evitar que los eritrocitos aglutinados crucen hasta el fondo del micro tubo, de tal
forma que solo los eritrocitos libres o no aglutinados podran migrar formando un

pequefio botdén al final del micro tubo.

» Tipos de tarjetas DG-Gel
El Sistema DG-Gel cuenta con aproximadamente 14 diferentes tipos de tarjetas
para realizar una extensa serie de analisis inmunohematolégicos, con fines de

identificacion e investigacion.

» Tarjeta DG-Gel ABO/Rh (2D)
Esta tarjeta se utiliza exclusivamente para la determinacion del grupo sanguineo
hematico (tipificacion directa) y sérico (tipificacion inversa).

Condiciones de conservacion: 2-8 °C.

+ ABO/Rh for Newborns
Esta tarjeta se utiliza exclusivamente para recién nacidos, al nacer los antigenos
Ay B no estéan totalmente desarrollados, las reacciones pueden ser mas deébiles

gue con la sangre de adultos y a menudo no pueden identificarse los sub-grupo.
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El suero de los adultos contiene anticuerpos contra los antigenos A y B ausentes
en sus propios hematies. Estos anticuerpos aparecen después de los primeros 4
0 6 meses de vida. Por consiguiente, el grupo inverso o grupo sérico no se debe
realizar en el recién nacido. Por eso, esta indicado confirmar la determinacion de
grupo sanguineo de los recién nacidos a los 2 o 4 afos, cuando los antigenos A
y B estan totalmente desarrollados.

El antigeno D, igual que el D débil esta totalmente desarrollado al nacer. En las
madres Rh negativas es indispensables determinar el antigeno D y D débil del

recién nacido.

La realizacion de la prueba de anti globulina directa (PAD) en recién nacidos es
una determinacién de rutina ya que es importante saber si los hematies de los
recién nacidos estan sensibilizados con anticuerpos maternos intra Utero. Es
importante sefialar que esta técnica para realizarla hay que hacerle seis lavados
para eliminar la gelatina de Wharton en caso de que sean recién nacidos, porque
esta nos puede dar un resultado que no concuerde de manera de no interpretar

el resultado.

Composicién de los micros tubos de la tarjeta de DG-Gel.
Los micros tubos estan compuestos de las siguientes partes:
La camara de reaccion/incubacion es la parte de la tarjeta donde se lleva a cabo
la reaccion antigeno-anticuerpo, esta disefiada para facilitar la dispensacion de

los reactivos y mejora la fase de sensibilizacion de los mismos.

El cuello permite una mayor resistencia a la caida de los reactivos hacia el gel de

la columna, esto debido al efecto “air-gap” o vacio que se produce en esta parte.

La columna mejora la estabilidad del gel y permite una mejor visibilidad de los

resultados positivos o incompatibles.
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El fondo en forma de “V” proporciona una mayor definicibn de los resultados

negativos o compatibles y débilmente positivos.

El gel sephadex, compuesto por micro esferas de dextranos, permite obtener una
alta definicion de la reaccion de aglutinacion, debido al tamafio de sus particulas
(mayor uniformidad), la distribucion globular homogénea y contribuye a que la

velocidad de centrifugacion sea menor.

El sobrenadante, contiene los reactivos correspondientes a cada tarjeta.

Ventaja de la técnica en gel empleada:
Ahorro de materiales
Disminucion de error técnico en base a la agregacion o no del reactivo.

Mayor precision de los resultados

Desventaja en la técnica en gel:
El costo monetario de esta prueba no es muy accesible.
Otra desventaja es un error de fabrica que nos pueda afectar en el proceso sin

darnos cuenta.

Ventaja en la técnica en tubo:

En esta podemos detectar claramente la ausencia o presencia de alguin otro
anticuerpo que interfiera.

Se realiza de manera directa los lavados correspondientes.

Se aprecia mejor la aglutinacion.

No tiene un costo tan alto.
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Desventaja en la técnica en tubo

El tiempo es un poco mas por los lavados realizados y la centrifugacion para la
lectura.

. La no agregacion del reactivo correspondiente.

Algun error causado por el técnico.

6.5. Errores en la determinacion del grupo Sanguineo

Existen errores potenciales que podrian generar resultados falsos positivos o
falsos negativos en la determinacion de grupo sanguineo, sin embargo, si se
aplica correctamente el procedimiento indicado y se efectian los controles

correspondientes, es factible evitar errores.

Estandarizacion o conservacion incorrecta de los antisueros:

Para evitar resultados falsos negativos, es necesario evaluar todo el lote de
antisueros antes de utilizarlos, conservarlos a la temperatura indicada por el
proveedor y evitar el uso de antisueros infectados, porque estos pueden inducir

resultados falsos positivos.

Muestra de sangre contaminada:

Estas pueden afectar los resultados. En general, pero no siempre, se reconocen
por el olor desagradable y cuando se preparan células para la determinar el
grupo, se advierte hemolisis. En estos casos es preferible solicitar una nueva

muestra.

Formacion de pilas de monedas:

A menudo se denomina seudoaglutinacion. Este fenomeno suele observarse en
el suero se pacientes con proporcion albumina/ globulina anormal. Si se le
agrega 1 gota de soluciéon salina hiperténica (1,5%), las pilas de monedas

desaparecen pero la aglutinacion verdadera no.



+*

vV V V V V VYV V

35
Comparacion entre la Técnica de Aglutinacion en Tubo con [a Técnica de Microtipificacion en Gel

Gelatina de Wharton:

Es la sustancia que recubre el cuerpo y el cordén umbilical del recién nacido y a
menudo se identifica en las muestras de sangre de cordén umbilical obtenidas en
forma directa y no a través de una jeringa. Este material mucoide contamina las
muestras y puede provocar la formacién de pilas de monedas. Para eliminarlo, se

lavan las células en solucion salina calentada a 37°C.

Autoanticuerpos y anticuerpos de reaccion en frio:

La sangre de algunos pacientes contienen autoanticuerpos que reaccionan con
las células A, B y O en la determinacion inversa del grupo. En estos casos se
incuba la preparacion a 37°C antes de leer los resultados. Como muchos de
estos anticuerpos actlan a temperatura inferiores a la corporal, se advierten
reacciones ABO verdaderas. A veces los anticuerpos son potentes y causan
hemolisis a 37°C. Si es asi, se realiza una prueba de Coombs directa (Davila
Ma.; 2013).

Técnica incorrecta:

La mayoria de los errores se deriva por realizar una técnica inadecuada, en
particular.

Colocacion de los antisueros o células en los tubos equivocados.

Falta de apreciacion de la importancia de la temperatura y el tiempo de
incubacion.

Transcripcion incorrecta de los resultados.

Algunos problemas técnicos que producen negativos falsos en las pruebas ABO
realizadas con hematies o sueros son debido a:

No afadir suero o antisuero a una prueba.

Identificar la hemolisis como una reaccion negativa.

Inadecuada relacion suero/hematies.

Centrifugacion incorrecta.

No incubar a temperatura de 20-25 °C o menos.

Uso de reactivos que no funcionen adecuadamente.

No interpretar o registrar los resultados correctamente.
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Los problemas técnicos que producen positivos falsos en la prueba incluyen:
Sobre centrifugacion.

Uso de antisueros, hematies o solucién salina contaminada.

Empleo de material sucio.

Interpretacion o registro incorrecto de los resultados

Discrepancias entre la prueba globular y prueba sérica

Se produce una discrepancia cuando la interpretacion de las pruebas de la
determinacién de grupo hematico no concuerda con la sérica. Estas
discrepancias pueden deberse a errores técnicos, factores intrinsecos de los
globulos rojos o el suero o factores extrinsecos a la prueba. Los problemas
técnicos pueden producir discrepancias en las pruebas ABO bien por la
obtencién de resultados negativos en lugar de positivos, o positivos en lugar de

negativos.

Algunas discrepancias pueden atribuirse a problemas que surgen en las pruebas
de determinacion del grupo hematico. Otras se producen por problemas en las

pruebas de determinacion de grupo sérico (Davila, M.; 2013).

+ Discrepancias por problemas de glébulos rojos.

Antigeno débil o ausente:

Esto ocurre en algunas o pocas personas, y también a veces en la leucemia. Su
evidencia por la falta de reaccion A en los globulos rojos con suero anti, siendo
gue también carecen del anticuerpo respectivo ABO en el suero. El resto de
prueba negativo. Se estudia por técnicas de adsorcion —elucion en niveles

superiores.

Antigeno B adquiridos:
En pacientes con cancer colo-rectal, infeccion a Gram negativos y obstruccién

intestinal. Aparece una reaccion débil de los globulos frente a suero anti-B, y
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coexiste anticuerpos anti-B este suero se ve en pacientes A;, que aparentan en

este caso ser AB. Se transfunden paquetes con A u O.

Globulos poliaglutinables:

Este es un fendbmeno posible en vivo o in vitro por accion de productos
bacterianos que toman a los eritrocitos aglutinables frente a cualquier suero. Los
globulos parecen entonces siempre AB, pero en suero se hallan anticuerpos anti-

A o anti-B, indicando el grupo original. Se estudian por técnicas especiales.

Campos mixtos:

Es el patrén que unos globulos aglutinan y otros no, quedando en suspension.
Esto se debe a la presencia de mas de una poblacion celular. Existen tres
causas:

Transfusién ABO no isogrupos recientes.

Quimerismo (una caracteristica congénita).

Globulos subgrupos Az frente a suero anti-A.

Células recubiertas de anticuerpos:

Estas células, Coombs directo positivo desde ya, pueden por su cubertura con
anticuerpos reaccionar aglutinando espontaneamente en cualquier medio
proteico como el de los sueros anti-A, anti-B dando erréneo grupo directo.
Deberian estudiarse por técnicas de elucion por calor (Davila, Narvaez Ma. E;
2013).

Discrepancias por problemas del suero.

Formacion de Rouleaux o pilas de monedas:

Se ve por reacciones seroldgicas positivas de mas, que incluyen positivamente
contra células grupo O y en el autocontrol. EIl Coombs directo debe ser negativo.
Se produce por alta concentracion y anormalidad de proteinas plasmaticas, como
en el mieloma mudltiple, cirrosis hepatica, sindrome de hiperviscosidad. La
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aglutinacion de los rouleaux es para la inmunohematologia un falso positivo, ya

es inespecifica y no depende de la reaccidén antigeno- anticuerpo.

Anti — Aq:
Alrededor del 80% de los individuos grupo A 'y grupo AB pertenecen al subgrupo
A1, el de mayor expresion antigénica. Los otros 20%, son del grupo A, que

expresa menos el antigeno A, subgrupos menores frecuente son el Az, Ay etc.

Autoanticuerpos frios:

Son autoanticuerpos anti-I que obstaculizan seriamente el grupo inverso y directo
e incluso el Rh. Sefiala Coombs directo positivo, reaccionan contra células Al, B
y O y autocontrol positivo. EI grupo directo en estos casos no es confiable, se

deben resolver a un nivel superior.

Aloanticuerpos frios:

Los méas hallado frecuentemente son anti- M y anti- P, se evidencia por
reacciones seroldgicas positivas de mas frente a las células A; y B, mientras
indirecto puede indicar antigenos A y B. EI Coombs directo es negativo, igual que
el autocontrol y el suero puede reaccionar contra algunos globulos rojos grupo O
y contra otros no, requiere pruebas de identificacion de anticuerpos en un nivel

superior.

Anticuerpos esperados no presente:

Se observa en hipoagammaglobulinemias y otras patologias, también en
ancianos y recién nacidos. En este caso faltan los anticuerpos ABO reciprocos.
El Coombs directo negativo al igual que el autocontrol y la reaccion contra las
células O. Debe presentarse atencién a la posibilidad de un antigeno débil en los
eritrocitos (Davila, M., 2013).
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6.6. Importancia clinica del sistema sanguineo ABO/ Rhesus

Los antigenos y anticuerpos que hacen parte del sistema sanguineo ABO juegan
un papel importante no solo en las reacciones transfuncionales, susceptibilidad a
infecciones por parasitos como el Plasmodium falciparum y bacterias. Ademas,
algunas enfermedades, como la Artritis Reumatoide y enfermedad de Von
Willebrand, se han asociado con alteraciones en la expresion de los antigenos en

la membrana de los eritrocitos.

Importancia en las reacciones transfuncionales

Durante las tres ultimas décadas se ha mejorado la seguridad en las
transfusiones sanguineas debido a una disminucion de los riesgos de
contaminacion infeccidn; sin embargo la transfusion con sangre incompatible

continla siendo una causa importante de morbilidad y mortalidad.

Una transfuncion con sangre ABO incompatible tiene grande riesgos y aun
pequefias cantidades pueden ser fatales en ciertas condiciones. La destruccion
de los eritrocitos ocurre a nivel intravascular y es inmediata produciendo
Coagulacién Intravascular Diseminada, fallo renal y muerte. Las causas mas
comunes no se asocian con errores técnicos, sino con errores administrativos,
como falla en la identificacion de los pacientes o de las unidades a transfundir
(Janatpourt KA, Kalmin ND, Jensen HM, Holland PV 2008).

Importancia en el recién nacido

La incompatibilidad en el sistema ABO para el recién nacido es frecuente, ocurre
en aproximadamente en el 20% de todos los embarazos y aunque las
manifestaciones clinicas pueden variar ampliamente, se sabe que siempre existe

algun grado de enfermedad hemolitica (Madlon- kay Dj 1993).

Los anticuerpos ABO tipo IgG que cruzan la placenta son la causa mas comun

de enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido. Afortunadamente su
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presentacion es leve a moderada raramente es clinicamente importante,
produciendo usualmente un cuadro de ictericia leve que cede con fototerapia. La
enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido se presenta por lo general en
feto y recién nacidos con grupo sanguineos A o B de madres grupos O, y puede

ocurrir en el primer embarazo (Madlon- kay Dj 1993).

Importancia en trasplantes

La poca disponibilidad de érganos en la medicina de trasplante ha estimulado el
desarrollo estrategias que amplien el pool de donantes, incluyendo el uso de
donantes vivos de 6rganos ABO incompatibles y de xenotransplantes (cerdo a
humano) (Stussi G, West L, Cooper DK, Seebach JD 2006). Sin embargo los
anticuerpos en los receptores pueden medir un rechazo hiper agudo como el que
se presenta después de un trasplante cardiaco o renal. Algunos estudios han
realizado trasplantes renales con éxito de A, a receptores B o O (Warner PR,
Nester TA 2006).

En el caso de trasplante de medula 6sea ABO incompatible se puede producir
hemolisis por dos factores: 1- Que el receptor tenga anticuerpos dirigidos contra
eritrocitos del donantes y 2- Que los linfocitos del donantes produzcan
anticuerpos contra los eritrocitos del receptor (enfermedad injerto — versus-
huésped). Este riesgo disminuye sustancialmente si se utilizan células madres
purificadas obtenidas de sangre periférica, ya que contiene menos eritrocitos y
mas linfocitos que la medula ésea (Rowley SD, Liang PS, Ulz L 2000).



a)

b)

d)

f)

=

9)

41
Comparacion entre la Técnica de Aglutinacion en Tubo con [a Técnica de Microtipificacion en Gel

VIl. DISENO METODOLOGICO

Area de estudio
Hospital Solidaridad ubicado frente al Instituto Nicaragiense de Estudios
Territoriales América, Managua Nicaragua.

Tipo de estudio

Descriptivo de corte transversal.

Universo y muestra
Estuvo constituido por 100 casos, el cual corresponde al 100 % de los pacientes

en estudio.

Tipo de muestreo

No Probabilistico por conveniencia.

Criterios de inclusién

Personas mayores de 15 afios atendidas en la consulta externa del Hospital
Solidaridad.

Que no sean pacientes poli transfundidos.

Que no presenten o tengan ningun tipo de anemia.

Variables

Edad y sexo de los pacientes en estudio.

Frecuencia de grupos sanguineos ABO y Rhesus.

Técnica de Aglutinacion en Tubo con la Técnica de Micro tipificacion en Gel.

Recoleccion de datos
La obtencién de los datos fue de Fuente Primaria, obtenida directamente por las

investigadoras mediante la tipificacion sanguinea en el Hospital Solidaridad. Para
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lo cual se realiz6 coordinacion con la Jefa de Laboratorio Lic. Karen Santamaria

y con la Lic. Brenda Responsable del Servicio Transfusional.

Instrumento de Recoleccion

Para la obtencion de la informacion se utilizé una ficha de recoleccion de datos y
una hoja de resultados que integraron las variables de estudio con el cual se
obtuvieron los datos. Las fichas fueron disefiadas por las investigadoras.

Procesamiento y Analisis

El procesamiento y andlisis se hizo de acuerdo a los objetivos planteados.

Para la realizacién del andlisis estadistico se elaboraron tablas. EI documento y
presentacion del trabajo final se elabor6 con los siguientes programas de

informatica:

Microsoft office Word 2010, para disefiar la informacion.
Microsoft office Excel 2010, tablas y graficos porcentuales.

Microsoft office Power Point 2010, para la presentacion del trabajo realizado.

Etica en la confidencialidad de los datos

La confidencialidad en este trabajo de investigacion, no requiri6 del
consentimiento informado de los pacientes en estudio, ya que la informacién se
obtuvo de las muestras codificadas de tal manera que no permitiera identificar los

nombres y/o direcciones de las personas en estudio.

Las autoras se abstienen de cualquier uso de los datos contenidos en este
documento y no seran responsables de ningun dafio causado en las muestras
como resultado de su uso. Es de mucha importancia especificar que este estudio

no debe de ser utilizado en conexién con fines comerciales o promocionales.



43
Comparacion entre la Técnica de Aglutinacion en Tubo con [a Técnica de Microtipificacion en Gel

k) Métodos utilizados para la determinacion de los sistemas de grupos
sanguineos ABO y Rhesus (D).
Técnica en gel
Materiales reactivos y equipos utilizados
1) Células A, células By células O positivos.
2) Frascos goteros de 10 ml.
3) Gradillas
4) Pipetas automaticas de 1-5 ml'y 200 — 1000 ul.
5) Pipetas Pasteur.
6) Muestras de sangre con EDTA.
7) Tarjetas de gel del paciente ABO/ Rh (D).
8) Reactivos de albumina al 22%, Anti A, Anti By Anti D.
9) Solucién salina fisiolégica 0.85% 0 0.9%.
10)Solucion salina de baja fuerza ionica
11)Tubos de 13x100 mmy 12 x 75 mm.
12)Bafio maria.
13)Centrifuga clinica.
14)Lampara de lectura.

15)Preparacion de suspension de células al 5% o0 2-4%

Principio: La suspension celular aporta los antigenos necesarios para la
reaccion antigeno-anticuerpo para lo cual se debera mantener un equilibrio en la
formacion de los complejos antigeno-anticuerpo.

1) Centrifugar la muestra y separar el suero o plasma de los eritrocitos.

2) Colocar en un tubo de ensayo 12 X 75mm de 0.2-0.5 ml de globulos rojos.

3) Agregar solucion salina al 0.9% hasta las % partes del tubo (hasta 1cm del
borde).

4) Centrifugar durante 2 minutos a 3400 rpm y decantar la solucién salina para
sedimentar las células.

5) Extraer toda la solucion salina.
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Agregar un poco de solucién salina y agitar el tubo de ensayo para resuspender
los globulos rojos. (Esto constituye el primer lavado)

Repetir hasta completar 3 lavados. En el ultimo lavado la solucion salina debe
ser clara, sin signos de hemolisis.

Agregar salina hasta la mitad del tubo. La suspension preparada debera
presentar un color rojo cereza.

Para preparar la solucion al 4% agregar 1 volumen de glébulos rojos a 40
volumen de solucién salina (200ul de glébulos rojos mas 800u de solucion salina)
con pH 6.5-7.5, si se usa diariamente no requiere amortiguar.

Preparacion de células A, By O

Principio: Los eritrocitos poseen en su membrana la estructura antigénica que
caracteriza al grupo sanguineo. Las células A y B poseen antigenos A y B que

son utilizados para la deteccién de sus correspondientes anticuerpos.

Seleccionar una muestra de sangre con anticoagulante del grupo A, verificar si
es A; realizandole a la muestra una prueba con Lectina Anti- A;.

Seleccionar una muestra de sangre con anticoagulante de grupo B.

Seleccionar una muestra de sangre con anticoagulante de grupo O.

Centrifugar las muestras por 5 minutos a 3400rpm, descartar el plasma
sobrenadante con una pipeta Pasteur.

Colocar 1 cc de paquete globular en un tubo 13 X 100 mm y lavar las células 4
veces con solucion salina centrifugando a 3400rpm por 5 minutos. Descartar
siempre la salina con una pipeta Pasteur y en la Ultima lavada procurar eliminarla
completamente.

Colocar 0.5 ml del paquete lavado en el frasco previamente esterilizado y
etiquetado, destinado para su almacenamiento. Agregar 9.5 ml de solucion
salina.

Almacenar a temperatura de 4°C, no dejarlos a temperatura ambiente si no se

utilizan, las células con alta temperatura tienden a hemolizarse.
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Nota: La vigencia de las células sera maxima de 7 dias o en el momento que

presente hemolisis.

Preparacion de muestras para tipificacion sanguinea
Después de la sangre ya extraida del paciente en un tubo piloto con EDTA

seguimos a los siguientes pasos:

Organizar los tubos en la centrifuga.

Centrifugar los tubos con las muestras por 5 min a 3500 rpm.

Verificar que los tubos no presentan hemolisis ni coagulos de fibrina. en caso de
presencia de fibrina centrifugar nuevamente a 3500 rpm por otros 5 minutos mas.
Identificar los tubos para la determinacién del grupo sanguineo sérico y celular,

cologuelos en las gradillas correspondientes.

Procedimientos Técnica en Gel

Determinacion de los grupos sanguineos ABO y Rh (D)

Para determinar el grupo ABO del receptor deben enfrentarse los hematies con
sueros hemoclasificadores anti-A, anti-B y anti-AB y el suero o plasma del
paciente con hematies Ay B.

Para el Rh deben enfrentarse los hematies al suero anti-D (Rho).

Tipificacion ABO /Rh y grupo inverso
Preparar suspension al + 0.8% del eritrocito del paciente / donante.
Dispensar 1.0 ml de diluyente 2 en un tubo de ensayo.
Anadir 10 pl de paquete celular del paciente / donante al tubo de ensayo con el
diluyente 2.
Identificar adecuadamente la tarjeta de gel y remover el aluminio.
Antes de remover el aluminio, observar:
Que la tarjeta no tenga burbujas de aire en el gel.
Que no haya evidencia de secado en el gel.

Que el sello no esté dafiado.
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Afadir la muestra a la tarjeta de gel.

Grupo inverso

Anadir 50 pl de suspension al +0.8% de células A; y B al micro tubo
correspondiente.

Afnadir 25 pl de suero o plasma de paciente / donante a cada tubo.

Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos.

Tipificacion ABO /Rh(D)

Afadir 50 pl de suspension al +0.8% de eritrocitos del paciente / donante a los
micro tubos correspondientes.

Fase de reaccion

Centrifugar por 10 minutos

Observar y documentar los resultados

Observar y leer las reacciones por ambos lados del micro tubos.

Documentar interpretacion en tarjeta de gel y registros correspondiente.

Técnica en Tubo

Procedimiento técnico en la determinacién de los sistema ABO/ Rhesus

En un tubo rotulado con el numero del paciente, preparar una suspension de
células al 5% lavadas una vez con solucion salina al 0-9 %.

Colocar en un tubo de ensayo una pequefa cantidad de sangre (0.2-0.5 ml 0 5
gotas de glébulos rojos).

Agregar solucion salina al 0.9% hasta las % partes del tubo.

Centrifugar durante 1-2 minutos para sedimentar las células.

Descartar el sobrenadante y re suspender las células inmediatamente, agitando
el tubo de ensayo.

Agregar solucion salina hasta la mitad del tubo

Marcar 3 tubos: A, B, AB, D.

En el tubo A una gota del reactivo anti-A, en el B una gota del reactivo anti- B, en
el tubo AB una gota del reactivo anti-AB y por altimo en el tubo D una gota del

reactivo anti-D.
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9) Agregar a cada tubo una gota de la suspension de células al 5% de los eritrocitos
a evaluar.

10)Centrifugar 15 segundos a 3400 RPM.

11)Desprender el boton de células del fondo del tubo con movimientos suaves y leer
sobre la lampara de lectura buscando aglutinacion.

12)Anotar los resultados de cada reaccion, la cual debe de ser cuantificada en

cruce.

Técnica de centrifugacion inmediata para el D"

1) Preparar una suspension de células al 2-5%, con eritrocitos lavados una vez con
solucion salina al 0.9%.

2) Marcar un tubo como D y otro tubo como C (Rh control).

3) Colocar en el tubo marcado D, 1 gota de Anti-D y en el tubo marcado C, 1 gota
de Rh control.

4) Agregar a cada tubo una gota de suspension de células al 2-5%.

5) Mezclar y centrifugar 15 segundos.

6) Observar sobre la lampara de lectura la presencia o ausencia de aglutinacién y/o
hemolisis.

7) Interpretar y anotar los resultados.

Técnica del agregado de albumina

1) Agregar 1 gota de suspension de células al 2-5% a 1 gota de Anti-D.

2) Agregar 1 gota de suspension de células al 2-5% a 1 gota de Rh control.

3) Mezclar e incubar a 37°C durante 45-60 minutos.

4) Agregar una gota de albumina por la pared del tubo para no dispersar los
glébulos rojos sedimentados.

5) Incubar a 37°C durante 15 minutos.

6) Centrifugar 15 segundos y leer los resultados.

7) Interpretar y anotar los resultados.
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Interpretacion

Aglutinacion en D: presencia de antigenos D, la persona es Rh D positivo.
Ausencia de aglutinacion en D: la persona no posee antigenos D, por lo tanto
debe de realizar la prueba del Dv.

El Rh control siempre debe producir una reaccion de aglutinaciéon negativa, si
resulta positivo, la prueba no es valida. Investigar la causa, esta puede ser
debida a: eritrocitos sensibilizados, presencia de anticuerpos frios o proteinas

anormales.

Técnica del Dv

Para esta prueba pueden utilizarse los tubos en los cuales se realizd la prueba
con anti-D inicialmente, siempre que asi lo indiquen las instrucciones del
fabricante. En este caso, empezar directamente en el paso numero 4 de método

descrito a continuacion, después de anotar el anti-D inicial como negativo.

Procedimiento

Colocar 1 gota de antisuero anti-D en un tubo limpio y rotulado.

Colocar 1 gota del reactivo de control correspondiente en un segundo tubo
rotulado.

Afadir a cada tubo 1 gota de suspension al 2-5% en solucién salina de los
hematies problema. Es permisible utilizar una PAD en las células de prueba
como control, pero es preferible el procedimiento antiglobulina indirecto con
reactivo control Rh, ya que asegura q estén representados todos los
componentes del reactivo que podrian causar un resultado falso positivo.

Mezclar e intubar los 2 tubos en bafio Maria a 37°C por 15-30 minutos,
centrifugar 15 segundos y leer en busca de aglutinacion. Si el resultado anotar
como D+. No es necesario continuar la fase de antiglobulina.

Si los eritrocitos problema no se aglutina o muestran una aglutinacién dudosa,
lavar los tubos 3-4 veces con solucién salina. Después del lavado final decantar
totalmente la solucidn salina y secar los bordes de los tubos.
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6) Agregar a cada tubo 1-2 gotas de antiglobulina humana, segun las indicaciones
del fabricante.

7) Mezclar suavemente y centrifugar por 15 segundos.

8) Resuspender suavemente el sedimento de hematies y leer sobre la lampara de
lectura buscando aglutinacion.

9) Interpretar y anotar los resultados.

10) Si el resultado es negativo la reaccién debe confirmarse agregando 1 gota de
células control Coombs (hematies sensibilizadas con IgG), centrifugar 15
segundos y volver a examinar en busca de aglutinacion. La apariciéon de una
aglutinaciéon en este punto confirma la presencia de antiglobulina humana activa
en la mezcla de la prueba.

Interpretacion
Los eritrocitos que poseen la variante Dv se consideran Rh positivos. La
aglutinaciéon en el tubo anti-D y la ausencia de aglutinacion en el tubo control

indican un resultado positivo.

I) Estadistico utilizado para la Correlacion entre ambas técnicas.
Se utilizo la siguiente férmula para conocer estadisticamente la correlacion entre
la Técnica en Tubos y La Técnica de Microtipificacion en Gel.

Medidas de concordancia. (Molinero L., 2001)

Método en Gel
Positivo  Negativo
Positivo a b fl
Método en Tubo _
Negativo C d f2

cl c2 n
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VIIl. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
Variables Sub- variables Indicadores Valores Criterios
15-24
25-34
35-44
N 45-54
Edad (en afios) - -
Edady Sexo 55-64
de los 65-74
pacientes Masculino
Sexo - Femenino -
B
Frecuencia ABO AB Si—No -
de (@]
Grupos Sanguineos
Positivo .
Rhesus (D) ] Si—No -
Negativo
4+
3+
Presencia de N
o Positivo 2+
) aglutinacion
Técnica de 1+
Aglutinaciéon en -/+
tubo ]
Ausencia de ) )
L Negativo Negativo
, aglutinacion
Resultados obtenidos
en ambas Técnicas 4+
Presencia de 3+
aglutinacion Positivo 2+
1+
Técnica de Micro }
-+
tipificacién en Gel ]
Ausencia de
aglutinacion Negativo Negativo
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IX. ANALISIS Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Grafico 1. Distribucién de los grupos sanguineos ABO y Rhesus segun Sexo de
las personas que asistieron a la consulta externa del Hospital Solidaridad en el

periodo de Julio - Noviembre 2014.

A positivog positivo

AB ..
e O positivo .
positivo A negativo B negativo
§ AB o
i i ; ativo
B femenino Porcentaje masculino Porcent3f& negativo

Fuente: Tabla 1

Con respecto al sexo los resultados mas predominantes corresponden al género
femenino con 83 casos que corresponde al 83% y para el sexo masculino con un
menor porcentaje de 17%. Cabe mencionar que el sexo con mayor numero de

casos fue el sexo femenino con 83 pacientes y el sexo masculino 17 pacientes.

Al clasificar los pacientes en diferentes grupos sanguineos segun el sexo se
obtuvo que los del grupo O positivo y A positivo fueron el de mayor frecuencia
para ambos sexo, el de menor frecuencia para el sexo femenino fueron los grupo
A, B, AB negativos, y para el sexo masculino los grupos sanguineos AB positivo,
A, B, AB, y el O negativo.

Cabe mencionar que la probabilidad de heredar un grupo sanguineo determinado

no esta influenciada por el sexo, la probabilidad de que un grupo sanguineo
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especifico sea heredado por un hombre o una mujer es la misma, debido a que
estos siguen un patron de herencia autosdmica segun las leyes de Mendel,
desde el punto de vista estadistico por juegos del azar, se ha observado una
ligera variacion en la proporcion de cada grupo en varones y mujeres. (Vasquez-
Mora G., 2002).

Hay que recalcar que desde el punto de vista estadistico hospitalario, se ha
observado mayor asistencia de los pacientes del sexo femenino que la del sexo
masculino, lo cual también es caracteristica de las personas atendidas en el
Hospital Solidaridad que recepciona a personas aseguradas del Instituto
Nicaraglense de Seguro Social (INSS).

Gréafico 2. Distribucion de los grupos sanguineos ABO y Rhesus segun Edad
de las personas que asistieron a la consulta externa del Hospital

Solidaridad en el periodo de Julio - Noviembre 2014.

m O POSITIVO O NEGATIVO mAPOSITIVO mANEGATIVO
m B POSITIVO mB NEGATIVO AB POSITIVO m AB NEGATIVO

15-24 25-34 35-44 45-54 55-64 65-74

Fuente: Tabla: 2

En cuanto a la edad, los rangos en los cuales se observd la mayor y menor
distribucion de los grupos sanguineos fueron de 15-24 afios con 32 casos con
una frecuencia del 32% de los cuales se distribuyeron de la siguiente manera 26

personas del grupo O positivo, 1 del grupo O negativo, 2 personas del grupo A
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positivo, 1 para los del grupo B, AB, negativo y AB positivo, el rango de la edades
de 25-34 afios fueron 38 casos con el 38%, 25 personas del grupo O positivo, 1
del grupo O negativo, 7 personas del grupo A positivo, 1 para los del grupo B, 4
personas del AB positivo, 35 -44 afios 9 casos con 9%, 6 personas del grupo O
positivo, 3 personas del A positivo, 45-54 afios 11 casos con el 11%, 8 personas
del grupo O positivo, 1 del grupo O negativo, 2 personas del grupo A positivo, 55-
64 afios 8 casos con un 8%, 5 pertenecientes al grupo O positivo, 2 al grupo A
positivo y uno al grupo AB positivo y por ultimo de 65- 74 afios 2 casos para una
frecuencia del 2%, 1 A positivo y 1 B positivo. La mayor frecuencia de grupo
sanguineo por edad se encuentra entre las edades de 15- 24 afios y de 25 — 34
afnos de edad, y de menor frecuencia las edades de 55 — 64 afios y 65 — 74 afos.
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Gréafico 3. Frecuencia de grupos sanguineos ABO y Rhesus de pacientes que
asistieron a la consulta externa en el Hospital Solidaridad en el periodo de Julio -
Noviembre 2014.

70%
70% -

60% -
50% - ,v |
40% - |
30% - |
20% - 17% | I

10% - 5% y
’ A 2% ! 1% 1% 1% 3%

< N
£D & { 5T e P &£

0%
A positivo B positivo AB positivo O positivo A negativo B negativo AB O negativo
negativo

Fuente: Tabla 3

En el gréfico se observan los resultados obtenidos de la frecuencia de grupos
sanguineos ABO y Rh (D), en cuanto al grupo sanguineo de mayor frecuencia
fue el O positivo con 70 casos que equivale al 70% de las personas en estudio,
en segundo lugar con 17 casos que corresponde al 17% el grupo A positivo,
seguidamente el grupo B positivo con 5 casos con un porcentaje del 5%, O
negativo con 3 casos para un 3%, por ultimo 2 casos del AB para un porcentaje
del 2%, los grupo A, B, AB, negativo fueron 1 casos para obtener un porcentaje
del 1%.

En cuanto al grupo con mayor frecuencia de las personas que asistieron a la
consulta externa del Hospital Solidaridad fue el grupo O positivo y el de menor
frecuencia en la poblacion fueron los del grupo A, B, AB negativo.



55
Comparacion entre la Técnica de Aglutinacion en Tubo con [a Técnica de Microtipificacion en Gel

Cabe sefialar que el grupo O es uno de los grupos sanguineos que mas
predomina en la poblacién ya que a pesar de ser recesivo se expresa con mas
frecuencia que los demés alelos. EI de menor frecuencia son los del grupo B, a
pesar de ser dominante es un alelo muy escaso en la poblacion por eso es mas

dificil que se exprese.

Segun los resultados obtenidos en el Hospital Solidaridad se correlacion con
datos encontrados en la literatura a nivel mundial y también con los de Gonzales
de Prada, los cuales indican que los grupo sanguineos de mayor frecuencia son:
O positivo, siguiéndole el A positivo, luego el B positivo, sin embargo, los otros
grupos sanguineos AB positivo, A negativo, B negativo, AB negativo y O negativo

son de menor frecuencia en la poblacién.

Grafico 4. Comparacion de la Técnica de Aglutinacion en Tubo con la Técnica
de Micro tipificacion en Gel para la determinacion de los grupos Sanguineos ABO
de pacientes atendidos en el Hospital Solidaridad en el periodo de Julio —
Noviembre 2014.
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Fuente: Tabla 4
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En el grafico se observa resultados obtenidos en ambas técnicas para la
clasificacion del sistema ABO, los cuales indican que el grupo de mayor
prevalencia en ambas técnicas fue el O con 70 casos para un porcentaje del
70%, en segundo fue el grupo A con 18 casos para un 18%, el grupo B con 6

casos que equivale a un 6% y por ultimo el grupo AB con 3 casos para un 3%.

La correlacion entre los resultados de ambas técnicas con respecto a los grupos
sanguineos es excelente, ambos resultados fueron el mismo, decimos que la
tecnologia en gel nos permite comprobar la exactitud de la prueba y por lo tanto
es de mayor beneficio para los paciente; esta nueva tecnologia revolucioné el
trabajo completamente en cuanto a tiempo, optimizacion de recursos y en dar
unos resultado mas confiables para nuestros pacientes, ademas minimiza los
errores en los procedimientos; en cambio la técnica en tubo el procedimiento
para la determinacion de sistema ABO es mas largo el tiempo, requiere la
utilizacion de méas materiales y ocupa mucho espacio, se da mas los errores,

requiere la utilizacion de mas personal.

En cuanto al célculo estadistico, al aplicar la férmula de concordancia los
resultados correspondieron a 1, que al Grado del indice de kappa propuesto por
Landis y Koch corresponde a Muy Bueno. En caso de concordancia perfecta el
valor de kappa es 1, si la concordancia observada es igual a la esperada vale 0,
y en el caso de que sea inferior al esperado el indice kappa es menor que cero
(Molinero L., 2001).
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Gréafico 5. Comparacion de la técnica de aglutinacion en tubo con la técnica de
micro tipificacion en gel para la determinacion del sistema Rhesus de pacientes

atendidos en el Hospital Solidaridad en el periodo de Julio — Noviembre 2014.

94

Rhesus positivo Tm—
Rhesus negativo

mTécnicaengel ®mTécnicaen tubo

Fuente: Tabla 5

El grafico presenta los resultados obtenidos en ambas técnicas para la
clasificacion del grupo Rhesus (D), los cuales indican mayor predominio del
grupo Rh (D) positivo con un total de 94 casos correspondientes al 94% y en

menor frecuencia el Rh (D) negativo con 6 casos para un 6%.

La correlacién entre los resultados de ambas técnicas con respecto al sistema
Rhesus fue excelente debido a que en ambas técnicas obtuvimos los mismos
resultados, una de las ventajas de la tarjeta en gel en relacion con la técnica en
tubo es su sensibilidad ya que puede aumentar hasta 1000 veces la afinidad
entre antigeno y anticuerpo , bien que en la técnica en gel se utiliza la solucion
salina de baja potencia idnica en cambio en la técnica en tubo se utiliza solucién
salina al 0.9%, la cual es una desventaja del método ya que los anticuerpos de
baja afinidad pueden perderse con los lavados.
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La deteccion éptima del sistema Rhesus (D) es muy importante, debido a que el
antigeno D es altamente inmunogénico y estimula la produccién de anti-D. Los
anticuerpos Anti-D tienen importancia considerable ya que pueden originar la
severa enfermedad Hemolitica del Recién Nacido (HDN) y reacciones
hemoliticas transfuncionales. El antigeno D y la forma débil del antigeno D
(denominado Du) son comunmente considerados en la seleccion rutinaria de

sangre para transfusion.
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X. CONCLUSIONES

1. En relacion al sexo, el femenino fue el de mayor frecuencia con 83%, y el
masculino el de menor frecuencia con 17%. El grupo etario de mayor frecuencia
fueron las edades comprendidas entre 25—-34 afios con 38% y 15-24 afios con

32%, las edades de menor frecuencia fueron las de 65 — 74 aios con el 2%.

2. La frecuencia de grupos sanguineos ABO y Rh (D) fue la siguiente: O positivo
con 70%, A positivo 17%, B positivo 5%, O negativo 3%, AB positivo 2% y A

negativo, B negativo, AB negativo con el 1% cada uno respectivamente.

3. La correlacion de las pruebas utilizadas en la determinacion de los sistemas ABO
y Rhesus fue excelente, debido a que en ambas técnicas se logré obtener los

mismos resultados.
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Xl. RECOMENDACIONES

Recomendamos a los técnicos cumplir obligatoriamente con el protocolo de
trabajo que va desde la identificacion de la muestra y datos del paciente hasta
transcribir los resultados al libro de registro de bancos de sangre para la

entregar resultados.

Tener todas los reactivos y tarjetas para realizar todas las pruebas al momento

de encontrar una discrepancia ya sea en adultos o bebes.

Realizar lavados correspondientes en casos de trabajar con recién nacidos y
bebe a los cuales solo se le realiza la prueba directa no pudiéndola correlacionar

con la prueba inversa.

Al responsable del area de Inmunohematologia se recomienda manejar el

manual de procedimientos técnicos en caso de no tener un reactivo comercial.
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ANEXOS
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ANEXO 1

TABLAS

Tabla 1. Distribucion de grupos sanguineos ABO y Rhesus segun sexo de las

Personas que asistieron a la consulta externa del Hospital Solidaridad

en el periodo de Julio — Noviembre 2014.

A positivo 12 12% 5 5%
B positivo 2 2% 3 3%
AB positivo 2 2% 0 0%
O positivo 61 61% 9 9%
A negativo 1 1% 0 0%
B negativo 1 1% 0 0%
AB negativo 1 1% 0 0%
O negativo 3 3% 0 0%

Total 83 83% 17 17%
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Tabla 2. Distribucion de grupos sanguineos ABO y Rhesus segun Edad de las
personas que asistieron a la consulta externa del Hospital Solidaridad

en el periodo de Julio - Noviembre 2014.

15-24 26 1 2 0 0 1 1 1
25-34 25 1 7 1 4 0 0 0
35-44 6 0 3 0 0 0 0 0
45-54 8 1 2 0 0 0 0

55-64 5 0 2 0 0 0 1 0

65-74 0 0 1 0 1 0 0 0
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Tabla 3. Frecuencia de grupos sanguineos ABO y Rhesus de personas que

asistieron a la consulta externa en el Hospital Solidaridad en el periodo
de Julio - Noviembre 2014.

A positivo 17 17%
B positivo 5 5%
AB positivo 2 2%
O positivo 70 70%
A negativo 1 1%
B negativo 1 1%
AB negativo 1 1%
O negativo 3 3%

Total 100 100%




Comparacion entre la Técnica de Aglutinacion en Tubo con la Técnica de Microtipificacion en Gel

Tabla 4. Comparacion de la técnica de aglutinacién en tubo con la técnica de
micro tipificacion en gel para la determinacion de los grupos
Sanguineos ABO de pacientes atendidos en el Hospital Solidaridad en

el periodo de Julio — Noviembre 2014.

Técnica en gel 18 6 3 73 100

Técnica en tubo 18 6 3 73 100

Tabla: 5 Comparacion de la técnica de aglutinacion en tubo con la técnica de
micro tipificacion en gel para la determinacion del sistema Rhesus de

pacientes atendidos en el Hospital Solidaridad en el periodo de Julio —

Noviembre 2014.

Técnica en gel 94 6 100

Técnica en tubo 94 6 100
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ANEXQOS 2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA, MANAGUA

INSTITUTO POLITECNICO DE LA SALUD Y
“LUIS FELIPE MONCADA” ,,\3";} /

UNAN- MANAGUA
La presente ficha tiene como finalidad recolectar los datos obtenidos de tipificacion
ABO vy sistemas Rhesus en pacientes que asisten a la consulta externa en el
Hospital Solidaridad en el periodo Julio — Agosto 2014.
Ficha N°

Datos Primarios

Fecha

Sexo: F M Edad:

Caodigo de la muestra

Grupo sanguineo: A Positivo A Negativo
B Positivo B Negativo
O Positivo O Negativo
AB Positivo AB Negativo
Resultado:

Firma Investigadora
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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE NICARAGUA, MANAGUA
il INSTITUTO POLITECNICO DE LA SALUD R
“LUIS FELIPE MONCADA” =,/

UNAN- MANAGUA m—

HOJA DE RESULTADOS
Se utilizara para plasmar los datos obtenidos para la tipificacion ABO y sistemas
Rhesus en pacientes que asisten a la consulta externa en el Hospital Solidaridad

en el periodo Julio — Agosto 2014.

Tipoy Rh

Interpretacion de los resultados

Observaciones:

Firma Investigador
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Cuadro 1. Gradiente de las aglutinaciones

Botdn Unico. Fondo claro. | Banda homogénea de
4+ 12 ey . aglutinacion en la parte
Sin células libres :
superior de la columna
Banda superior de
Varios aglutinados de gran | aglutinado y
3+ 10 tamarfio. Fondo claro sin desplazamiento en la
células libres parte superior de la
columna.
Muchos aglutinados de Aglutinados pequefios en
2+ 8 mediano tamafno. Fondo la columnay a lo largo de
claro sin células libres. la columna.
Numerosos aglutinados Algunos aglutinados
1+ 5 pequefios. Fondo turbio pequefios en la Columna.
por GR libres.
Apenas la aglutinacion es | Escasos aglutinados de
+/- 2 visible. Fondo turbio por pequefio tamafio en la
GR libres. columna.
0 0 Banda de GR al fondo de
Ausencia de aglutinacién la columng, resto _de la
columna sin aglutinados.
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ANEXO 3

FIGURAS

Figura 1. Esquemas graficos que representan la Técnica en Laminas empleadas
para la determinacion del Sistema ABO Y Sistema Rhesus.
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Figura 2. Representacion grafica de la Técnica en Tubos para determinar los
Grupos sanguineos ABO y Rhesus (D).
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Figura 3. Esquemas graficos que representan la Técnica en Micro placas

empleadas para la determinacién del Sistema ABO y Sistema Rhesus.




Comparacion entre la Técnica de Aglutinacion en Tubo con la Técnica de Microtipificacion en Gel

Figura 4. Representacion grafica de las Tarjetas de la Técnica de Micro —
tipificacion en Gel para determinar los grupos sanguineos ABO y
Rhesus (D).
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Figura 5. Representacion grafica de los equipos utilizados en la técnica de
Microtipificacion en Gel.

Incubadora para Tarjetas de Gel

Centrifuga para Tarjetas de Gel
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Figura 6. Representacion grafica de muestras y células de trabajo utilizadas en

la Técnica de Microtipificacion para la determinacién de los grupos
sanguineos ABO y Rhesus (D).
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Figura 7. Representacion grafica de la Técnica en Tubos. Reactivos utilizados

para la Tipificacion de los grupos sanguineos ABO y Rhesus (D) y

Resultados de la Prueba.
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Figura 8. Fotografias representativas del procesamiento de las muestras

realizado por las investigadoras en el Hospital Solidaridad.
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