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Resumen

Introduccidn: La presencia de anticuerpos anti eritrocitarios disminuye la sobrevida de los eritrocitos
mediante la presencia de enfermedad hemolitica post transfusional en los pacientes oncolégicos. La
seleccion de la tecnologia mas conveniente para la determinacion de los anticuerpos
antieritrocitarios esta directamente relacionada con la prevencion de las reacciones transfusionales
hemoliticas que son las responsables de la morbilidad y mortalidad relacionadas con la transfusién.
El objetivo del presente estudio fue valorar la asociacidn estadistica entre la técnica tradicional del
gel versus la técnica de microesferas de cristal.

Métodos: El estudio fue realizado en el laboratorio Clinico del Instituto Oncoldgico Nacional Dr. Juan
Tanca Marengo, Solca-Guayaquil el periodo de estudio enero 2017 a marzo del 2017. Se realizaron
técnicas de titulacion a partir de muestras de sangre periférica con aloanticuerpos anti-eritrocitarios
de especificidad Unica que habian sido detectados durante la realizacion de las pruebas pre-
transfusionales. Las muestras fueron procesadas con la tecnologia conocida usando la Técnica de
Aglutinacién en Columnas, columnas con gel. Posterior a realizar las pruebas pretransfusionales en
los casos que presentaran positiva la prueba de escrutinio de anticuerpos o test de Coombs indirecto,
inmediatamente después se llevaba a cabo la identificacién del anticuerpo usando la misma técnica.
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Simultaneamente se realizaba las mismas pruebas usando la misma muestra con la otra tecnologia
de microesferas cristalizadas. Las reacciones de aglutinacion se clasificaron como fuertemente
positivas (4+ y 3+), moderadamente positivas (2+ y 1+) y positivo débil (w+). El andlisis estadistico
se utilizo correlacion de Spearman.

Resultados: En el periodo de estudio se efectuaron deteccidon e identificacion en 9 muestras. Seis
muestras mostraron titulos idénticos, para ambas tecnologias, en 2 muestras se mostro titulos mas
altos con la tecnologia en gel, y en 1 muestra se observé titulos mas altos con la tecnologia en micro
esferas de cristal. La asociacion Mediante Rho de Spearman entre las dos pruebas fue de R=0.84;
r2=0.72, P=0.005.

Conclusidn; Existen una buena asociacion entre las técnicas de gel y microesferas de cristal para la
identificacion de anticuerpos antieritrocitarios.

Palabras Claves: HEMOLISIS, TECNICA DE PLACA HEMOLITICA, ANTICUERPOS.

DOI; 10.33821/251
Abstract

Introduction: The presence of anti-erythrocyte antibodies reduces the survival of erythrocytes by the
presence of post-transfusion hemolytic disease in cancer patients. The selection of the most
convenient technology for the determination of antierithrocytic antibodies is directly related to the
prevention of hemolytic transfusion reactions that are responsible for the morbidity and mortality
related to transfusion. The aim of the present study was to evaluate the statistical association
between the traditional gel technique versus the crystal microsphere technique.

Methods: The study was conducted in the Clinical Laboratory of the Dr. Juan Tanca Marengo National
Oncological Institute, Solca-Guayaquil during the study period January 2017 to March 2017. Titration
techniques were performed from peripheral blood samples with anti-alloantibodies-erythrocytes of
unique specificity that had been detected during the pre-transfusion tests. The samples were
processed with the known technology using the Agglutination Technique in Columns, columns with
gel. After carrying out the pretransfusion tests in cases that presented a positive antibody test or
indirect Coombs test, the antibody was immediately identified using the same technique.
Simultaneously, the same tests were performed using the same sample with the other crystallized
microsphere technology. The agglutination reactions were classified as strongly positive (4+ and 3+),
moderately positive (2+ and 1+) and weak positive (w +). The statistical analysis was used
Spearman'’s correlation.

Results: In the study period, detection and identification were made in 9 samples. Six samples showed
identical titers, for both technologies, 2 samples showed higher titers with gel technology, and in 1
sample higher titers were observed with the technology in crystal micro spheres. The association by
Rho of Spearman between the two tests was R =0.84; r2 = 0.72, P = 0.005.

Conclusion: There is a good association between gel techniques and crystal microspheres for the
identification of antierithrocytic antibodies.
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Introduccion

La presencia de anticuerpos anti eritrocitarios disminuyen la sobrevida de los eritrocitos
mediante la presencia de enfermedad hemolitica post transfusional en los pacientes
oncolégicos y también se presenta en la enfermedad hemolitica del feto y del recién nacido
[1-3]. La seleccion de la tecnologia mas conveniente para la determinacion de los
anticuerpos antieritrocitarios esta directamente relacionada con la prevencion de las
reacciones transfusionales hemoliticas que son las responsables de la morbilidad y
mortalidad relacionadas con la transfusion [4-5] y los anticuerpos no-ABO estan
frecuentemente implicados en reacciones hemoliticas transfusionales segun informes de
la FDA [6]. La titulacion es un método semicuantitivo para estimar la fuerza y la
concentracion de los anticuerpos presentes en una muestra. Sus aplicaciones incluyen la
determinacion de la reactividad de los aloanticuerpos en el suero de pacientes poli
transfundidos y obstétricas con historia de aloinmunizacién a antigenos eritrocitarios.

Los titulos consistentes y precisos son importantes debido a que el resultado puede inducir
a larealizacion de la evaluacion de la anemia en estos pacientes por métodos no invasivos
como es el frotis de sangre periférico, la bioquimica sanguinea y recuento de reticulocitos.
Recientemente las técnicas de aglutinacién en columna en gel han dado lugar a la aparicion
de publicaciones en las que muestran datos y resultados confiables [7-12]. El alcance de
este estudio es determinar hasta donde es comparable la tecnologia en gel con los
resultados de la tecnologia en micro-esferas de cristal en la titulacion e identificacion de
aloanticuerpos pertenecientes a los diferentes sistemas que forman los multiples grupos
sanguineos, que no sean del ABO y RhD analizados y estudiados siempre.

El método usado en la Sociedad de Lucha Contra el Cancer (SOLCA) — Guayaquil para la
identificacion de anticuerpos anti- eritrocitarios también llamado anticuerpos irregulares
es la Técnica de Aglutinacion en Columna (TAC) manual, en gel. A propdsito de este estudio
se evaluaron otra tecnologia con la misma técnica TAC con micro-esferas de cristal que
prometen ser sensible, especifico, ahorro de tiempo del operario y sobre todo de menor
costo.

El objeto de este estudio es comparar y evaluar ambas tecnologias y asi saber si la nueva
tecnologia es igual de sensible y especifica que la ya conocida por la institucién durante 10
anos en la investigacion de anticuerpos irregulares para las pruebas pre transfusionales.

Materiales y Métodos

El estudio fue realizado en el laboratorio Clinico del Instituto Oncoldgico Nacional Dr. Juan
Tanca Marengo, Solca-Guayaquil el periodo de estudio enero 2017 a marzo del 2017. Se
realizaron técnicas de titulacion a partir de muestras de sangre periférica con
aloanticuerpos anti-eritrocitarios de especificidad Unica que habian sido detectados
durante la realizacion de las pruebas pre-transfusionales. Las muestras proceden de los
pacientes oncoldgicos que se encuentran recibiendo tratamiento quimioterapia vy
hemoterapia en SOLCA Guayaquil. Estas muestras fueron tomadas en la sala de toma de
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muestras en el Banco de Sangre del Hospital. Luego de la centrifugacion, las muestras
fueron procesadas con la tecnologia conocida usando la Técnica de Aglutinacién en
Columnas, columnas con gel. Posterior a realizar las pruebas pretransfusionales en los
casos que presentaran positiva la prueba de escrutinio de anticuerpos o test de Coombs
indirecto, inmediatamente después se llevaba a cabo la identificacion del anticuerpo
usando la misma técnica. Simultdneamente se realizaba las mismas pruebas usando la
misma muestra con la otra tecnologia y de esa manera se comparaba los resultados [10,
11]. La tecnologia conocida de Bio-Rad (TAC con gel) recomienda para la identificacion de
anticuerpos irregulares se desarrolle utilizando las tarjetas (Coombs-IgG + complemento
C3) frente a un panel de células comerciales ID- DiaPanel (11 viales) en una concentracién
de 0.8 % segun las recomendaciones del fabricante. Las tarjetas fueron centrifugadas a
1030 rpm durante 10 minutos previo a la realizacion de la prueba, posterior se identifica la
tarjeta con los datos del paciente y con la nomenclatura que le corresponde a cada pocillo,
se procede a quitar el sello de seguridad de las tarjetas y se empieza a colocar las células
conocidas de los viales antes mencionados (11 viales) en los pocillos correspondientes.
Posterior se coloca el plasma del paciente luego se realiza la incubacién de 15 minutos a
37°C y se empieza a colocar en la ID-Centrifugue 12SlI para ser centrifugadas a 1030 rpm
durante 10 minutos.

Las reacciones de aglutinaciéon se clasificaron como fuertemente positivas (4+ y 3+),
moderadamente positivas (2+ y 1+) y positivo débil (w+).13 Las células utilizadas fueron
ID- DiaCell I, I, lll para deteccidn de aloanticuerpos y las células ID- DiaPanel (11 viales)
para identificacion de los anticuerpos.

La tecnologia nueva de Ortho clinical diagnostig (TAC con micro-esferas de cristal)
recomienda para la deteccion e identificacion de anticuerpos irregulares se desarrolle
utilizando cassettes (Coombs-IgG + complemento C3) frente a un panel de células
comerciales Selectogen (3 viales) en una concentracion de 0,8% segun las
recomendaciones del fabricante y usamos ID- DiaPanel (11 viales) de la casa comercial
BioRad. Los cassettes se identificaron con los datos del paciente y con la nomenclatura
que le corresponde a cada pocillo, se procede a quitar el sello de seguridad de los cassettes
y se empieza a colocar las células conocidas de los viales antes mencionados, en el pocillo
correspondiente. Posterior se coloca el plasma del paciente luego se realiza la incubacién
por 10 minutos a 37°C y se empieza a colocar en la centrifuga durante 5 min. Se utiliza la
asociacion estadistica con el coeficiente de Ro de Spearman, la asociacion significativa se
determina con un valor P menor a 0.05. El paquete estadistico utilizado fue SPSS 22.0 para
PC.

Resultados

En el periodo de estudio se efectuaron deteccidn e identificacién en 9 muestras con las dos
técnicas gel y Micro esferas de cristal (Tabla 1). Seis muestras mostraron titulos idénticos,
para ambas tecnologias, en 2 muestras se mostré titulos mas altos con la tecnologia en
gel, y en 1 muestra se observé titulos mas altos con la tecnologia en micro esferas de
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cristal. Los resultados de la identificacion fueron idénticos (Tabla 2). La asociacion
Mediante Rho de Spearman entre las dos pruebas fue de R=0.84; r?=0.72, P=0.005 (Tabla 3
y Figura 1).

Tabla 1. Especificidad de anticuerpos anti-eritrocitario.

Mavor en Mayor en
e s N° de Muestra |ldéntica y micro-esferas
Especificidad gel .
n=9 n=6 de cristal
n=2
n=1

Anti-C 3 - 1
Anti-K 3 1 -
Anti-KpP 1 - 1 -
Anti-LuP 2 2 - -

Tabla 2. Resultados de hemdlisis comparativa entre las dos pruebas

Gel Micro esferas de
cristas
Muestra 1 3,00 3,00
Muestra 2 4,00 4,00
Muestra 3 1,00 1,00
Muestra 4 2,00 2,00
Muestra 5 4,00 4,00
Muestra 6 4,00 4,00
Muestra 7 4,00 3,00
Muestra 8 3,00 2,00
Muestra 9 2,00 3,00

Tabla 3. Asociacién entre los resultados de hemdlisis entre las técnicas en Gel y Microesferas

de cristal.
Micro esferas
de cristal
|IRho de Spearman  Gel Coeficiente de correlacion 0.840*
Sig. (bilateral) 0.005
N 9
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Figura 1. Dispersograma entre las dos pruebas para la identificacion de hemdlisis.
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La aloinmunizacion tiene un impacto negativo y significativo en los recursos del laboratorio
de inmunohematologia e institucional asociado con la necesidad de incrementar las
pruebas para la identificacion de unidades compatibles para transfusién y en el manejo
obstétrico, con la evaluacion y manejos de las reacciones transfusionales. Esta clara la
importancia de este tipo de estudios en la poblacion a transfundir y se pone en evidencia
la gran utilidad de definir la mejor bateria de técnicas segun las posibilidades del centro
[11, 12]. A pesar de que mas de 50 especificidades diferentes han sido implicadas en la
patogénesis de la enfermedad hemolitica del feto y el recién nacido, aquellos dirigidos
contra antigenos de los Sistemas Rh y Kell son los mas cominmente asociados con una
mayor probabilidad de anemia fetal severa, aunque en el presente estudio no se ha
evaluado estos casos clinicos. En todos estos casos es notable la importancia de realizar
estudios de titulacion para estimar su fuerza y concentracién [7, 10]. Aunque el titulo no
parece ser suficiente para predecir la severidad de la hemdlisis en los pacientes
oncoldgicos o neonatos, es conveniente conocer el llamado "titulo critico” comunmente
solicitado para tomar la decisién de monitorear por métodos no séricos. Por otro lado, se
han informado reacciones hemoliticas postransfusionales tardias causadas por
aloanticuerpos anti-D, -c, -K, -Jka y -E en combinacion con —Fya asi como de anti-K y anti-
Dia [11-14].
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La técnica recomendada por la AABB para este propdsito es el método convencional de
titulacién en tubo a pesar de los problemas para estandarizar esta técnica que incluye las
diferentes condiciones interlaboratoriales de equipo, preparacion de las muestras,
antisueros y dependencia del operador [15].

Actualmente se ha determinado en varios estudios que las diferencias entre los resultados
de ambas tecnologias en microcolumna es menor de lo que se esperaria. Esta diferencia
no es considerada como significativa [16, 17] y la variacién entre las dos tecnologias no
excede lo que es considerado como aceptable. Las muestras utilizadas en este estudio
provienen de pacientes aloinmunizados y no hay diferencia en la dilucion de los glébulos
rojos utilizados para ambas técnicas, las lecturas fueron realizadas por la misma persona.
Sin embargo, se puede aportar que la técnica de aglutinacién en microcolumnas con micro-
esferas de cristal puede ser evaluada como una opcién para la titulaciéon de anticuerpos.

Conclusiones

Existe una buena asociacion entre las técnicas de gel y microesferas de cristal para la
identificacion de anticuerpos antieritrocitarios.
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