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INTRODUCCION.



La transfusidn sangufnea es una terapéutica que_
consiste en la substitucidén de sangre total, o de sus -
productos, y gue se efectla cuando debido a un padeci——
miento hay deficiencia o disminucidn de ellos.

i se tiere en cuenta que existen reglas de segu
ridad en la transfusién sanguinea, y gue dichas reglas_
son de naturaleza inmurmoldégica, resulta obvio que al -
prescribir un producto sanguineo debe seguirse mihucio-
samente tales normas, ya que de ellos depende la efi- -
cacia de la seguridad transfusional, con objeto de evi-
tar las consecuencias fisiopatoldgicas o compliceciones
debidas a reacciones transfusionales, como son: hemolf-
tica, febril, alérgica, que agraven la enfermedad.

Dicho en otras palabras, se hace imprescindible_
efectuar una seleccidn immunolégica donador-receptor —
lo més completa que sea posible; esto implica el conoci-
miento de los antfgenos de grupo sanguineo presentes en
la superficie de la membrana del eritrocito, mismos que
son adquiridos en forma heredltarla, con carécter mende
liano y definen seroldgicamente al donador.

Las caracteristicas particulares de dichos anti-
geros: su composicién biogquimica, la’ ublcaClﬁn espacial
y potencia antigénica, constituyen la capa01dad de pro-
vocar la formacién de anticuerpos —generalmente de tipo
irnmune~ en el receptor. De aqui la ihportancia del estu
dio de los aloanticuerpos. ] '

El disefio de unas pruebas de compatibilidad debe
contemplar las variadas manlfesta01ones de la reaCﬁlén
antigeno-anticuerpo, pero ademés debe terer la ventaga
de ser sencillo y f&cil de reprodu01r. cualguier cir- -
cunstancia para un procedimiento adicional que tienda a
complicarlo se traduce en desventaja paré cualquier ob-



jetivo serialado.

El empleo del método convencional, tanto para el
estudio de los anticuerpos como para las pruebas de com
patibilidad, han dado ahora muy bueros resultados. Sin_
embargo esto no impide que deban buscarse nuevos méto—
dos gue permitan, por un lado, incrementar la sensibili
dad de las reacciones antigeno—anticuerpo y por otro,-—
disminuir el costo de los anélisis y el tiempo requeri-
do por el personal especializado.

Frecuentemente los pacientes requieren sangre an
tes de que se complete el procedimiento; en estos ca— =
sos, la decisién médica de la urgencia se hace en base_
a valorar el riesgo de un efecto indeseable contra un -
problema clinico severo de choque. El abreviar las prue
bas cruzadas puede someter a riesgos al paciente; sin —
embargo, el utilizar en estos casos, como en otros, una
prueba r&pida que relina los requisitos de ser: sencillo,
de acortar el tiempo de incubacién, de aumentar la afi-
nidad de ciertos anticuerpos, abate en forma importante
la problemética de estos casos. Por esto se decidid eva
luar la metodologfa LISS (Low Ionic Strength Solution, -
solucién de baja fuerza iénica) a fin de establecer su_
uso en forma "rutinaria" en las pruebas de compatibili-
dad a glébulos rojos en los programas de plaguetas en ~
pacientes del servicio de Hematologia del Hospital Gene
ral y en el estudio de aloanticuerpos en donadores que_
asisten al Banco Central de Sangre del Centro Médico -~
"La Raza".



GENERALIDADESGS.



IMPORTANCIA DEL ESTUDIO DE ALOANTICUERPOS.

Inmunohematologfa de los eritrocitos(l). Los an—
tigermos de los eritrocitos son estructuras guimicas que
proporcionan propiedades especificas a su superficie Y_
gue hasta ahora s6lo pueden detectarse por la reactivi-
dad de los eritrocitos con anticuerpos que corresponden
a estos antigeros, esto es, anticuerpos homélogos. La -
mayoria de estas reacciones antigeno anticuerpo impli—
can la aglutinacién de los eritrocitos; ésta es la ra—
z6n de que a los anticuerpos se les suela denominar he—
moaglutininas y a los antigenos, hemoaglutindgenos.

Son isoaglutindgenos e isoaglutininas, respecti-
vamente, los antigenos y anticuerpos gue diferencian los
eritrocitos de unos individuos de aguellos de otros de -
la misma especie. Las heteroaglutininas son anticuerpos
gue reaccionan con antigenos de gldébulos rojos de una —
especia distinta.

Los anticuerpos suelen diferenciarse segln su -
carécter natural o immune (2). Los primeros se refieren
a las aglutininas que se presentan sin causa conocida, -
las isoaglutininas inmunes resultan de una inmunizacidn
deliberada o no, tal como puede producirse por la inyec
cién o transfusidn de sangre o bien por multiparidad. —
Ademés de aglutinar a los eritrocitos, algunos hemoanti
cuerpos pueden hemolizarlos; tal es el caso de los anti
cuerpos hemolfticos anti A y anti B. Generalmente éstos
son el resultado de una immunizacién natural irregular.
La actividaed hemolitica se demuestra sélo en presencia_
del complemento, es decir, del componente termol&bil -
del suero.
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Habitualmente los anticuerpos de carécter regu-—
lar natural son mé&s aglutinantes que hemolizantes; por_
el contrario, los anticuerpos immunes en los cuales no_
se visualiza fécilmente la aglutinecién por su naturale
za incompleta requieren del empleo de técrnicas artifi-
ciales que facilitan y favorecen su deteccidén e identi-
ficecién, tales como: enzimas, medios macromoleculares,
suero de antiglobulina y medios de baja fuerza iénica.

Un anticuerpo se define por su especificidad y se
caracteriza por su tftulo y avidez. Los térmiros de afi
nidad en porcentaje de aglutinecidén son un poder de com
binacién en la reaccién antfgeno—anticuerpo.

La fijacién de dicho anticuerpo hacia su antige—
no correspondiente presenta varias caracteristicas. En_
primer lugar, es especiflca, en segundo, irreversible, -
ya gue se considera una reacclén de equ111br10 gue re—
guiere de ciertas condiciones favorables (pH, fuerza -
idnica, temperatura, tiempo de incubacién y centrifuga—
cidn). ‘

El sprovechamiento de estas caracteristicas en —
el laboratorio presenta, en forma simple, un modo de -
visualizar la reaccién antigeno-anticuerpo, lo que per-
mite una deteccién & identificacién adecuada de los am—
ticuerpos antieritrocitos valiéndose de medios rigurosa
mente controlados.

Una de las técnicas que cumple con los principa—
les objetivos de la terspia transfusional, es el estu—
dio de anticuerpos antieritrocitos empleando un patrén_
eritrocitario reactivo gue consiste en glébulos rojos -
representativos fenotfpicamente de los antigenos més -
frecuentes (cuadro 1) segln la naturaleza del grupo &t-
nico que represente. ‘ B
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CUADRO 1. ANTIGENOS ERITROCITARIOS CONOCIDOS A LA FE

CHA.

Race, R.R., 1968. Todd-Sanford, 1974.

ANTIGENOS. SISTEMAS
AL A, Ay ABH ABH
o k
MnSsUM M. T M Hu
1l m
He Mi® U (6r) Mur Hil MNSs
k
P P Luke P

u_w w w _t
DCcEeD D C E E Rh

b
Lua Lu Lutheran
b b
Kk Kpo Kp~ Js- Js Kell
a b :
Le Le Lewis
b
Fya Fy Duffy

ANO

1500

1527

1927

1837

1946

1946

1946

1950

AUTORES.

Landstei—-
ner.

Landstei-
ner y Le—
vi ne.

Landstei-
ner y Le-=
vire.

Landstei—
ner y Le—
vine.

Callender
y Race.

Coombs, =
Mourant y
Race.

Mourant.
Cutbush, -

Mollisoq_
y Parker.
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ANTIGENOS SISTEMAS ANOS. AUTORES
a_ b .
Jk Jk Kidd 1951 Allen, =
Diamond y
Niedziela.
.a _.b ” .
Di Di Diego 1954 Levine, -
Koch, Mc=-
Gee e — —
Hill.
a b :
Yt Yt Yt 1956 Eaton y -
colabs.
Ii I 1956 Wiener.
a
Xg Xg Mann y co
labs.
a
Do Dombrook.
a_a . a
Vel Ge Lau Co Cy At Antfgenos frecuentes.

Levoy Wra Bea By Swa Good

Bi Tro Wb Bpa Rd Ls Antigenos raros.



Este grupo de hematies gue favorece la identifi-
caeién de los anticuerpos en un receptor potencial, ayu
da en forma extraordinaria en la terspia transfusional,
lo mismo si el estudio resulta positivo o regativo. De_
aqui que todo barco de sangre moderno deba contemplar -
tal actividad dentro de sus funciores.

Evidentemente, la presercia de anticuerpos se re
fleja desde:

1.- La tipificacién del grupo sanguinec en donde
no se gprecia correlecién entre la prueba directa y la_
inversa.

2.— Una prueba cruzada incompatible.

3.- In vivq! la aparicién de un efecto indesea—
ble, transfusional, de tipo inmediato.

4.~ La presencia de ictericia neonatal.
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IMPORTANCIA DE LAS PRUEBAS DE COMPATIBILIDAD,

Pruebas de compatibilidad (4). El descubrimiento
gue Landsteiner hizo en 1900 de los grupos sanguineos -
ABH permitid realizar una serie de estudios gue han he-
cho de la transfusién sanguinea un procedimiento menos_
peligroso. Asimismo, en 1945 el uso de las técnicas de_
Coombs en las pruebas de compatibilidad redujo aln més_
la posible incompatibilided en la transfusidn sangui- -
nea.

El propésito de las pruebas de compatibilidad es
el de asegurar gue el paciente se beneficie con la - =
transfusidn de sangre total o de sus productos y evitar
efectos indeseables, tanto immediatos como tardios, de_
fndole imunoldgica. Lo anterior hace de estas pruebas_
el procedimiento m&s importante de cuantos deben practi
carse en un banco de sangre.

Las pruebas de compatibilidad se definen como la
accién in vitro de lo que va a suceder in vivo, tomando_
en cuenta el factor dilucién. Por ende, universalmente_
se sabe que las pruebas de compatibilidad estén consti-
tuidas por lo que se conoce como: a) prueba mayor y b)_
prueba menor. La primera es la més importante y decisi-
va para la seguridad del receptor, debe efectuarse de -
tal manera que se descubran tanto los anticuerpos com—
pletos como los incompletos. Las multiparas, particular
mente las madres de nifios con enfermedad hemolitica y —
los pacientes con antecedentes de transfusiones, tienen
més probabilidades de poseer anticuerpos irregulares o_
atfpicos, por lo que se les debe prestar mayor atencidn.

La prueba menor detecta los anticuerpos circulan
tes en el donador que pueden, en un momento dado, dafiar
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los eritrocitos del receptor.

Recientemente se ha incrementado el interés por_
la investigacidn rutinaria de las sangres del donador y
del receptor antes de efectuar las pruebas propiamente_
dichas. Kuhns y colaboradores (11) opinan que el estu——
dio rutinario de los donadores es por lo menos tan sa—
tisfactorio como la prueba menor; Allen y colaboradores
(12) opinan que si bien la investigacién rutinaria de —
la sangre del donador y de la del receptor es un adelan
to indudable en la técnica de la transfusién, no debe -
reemplazar a la prueba menor, ya que esta Ultima eviden
cia principalmente los errores de la tipificacidn ABH.

El criterio bésico para la seleccién del donador
es gue sea compatible, tedricamente, desde los sistemas
ABH y Rh, cuya ratificacién es siempre obligada antes —
de llevar a cabo el procédimiento; lo mismo debe confir
marse en el receptor.

Esto significa que el procedimiento a seguir im=—
plica los mismos pasos técnicos que se utilizan para el
estudio de anticuerpos y que tiene las mismas limitacio
nes, puesto gue en determinadas circunstancias es difi-
cil evidenciar el anticuerpo a identificar porque éste_
se encuentra a bajo tftulo. Asimismo, es conveniente -
subrayar que dificilmente las pruebas de compatibilidad
evitan los errores que conlleva todo el procedimiento —
en general, tales como el manejo administrativo del pro
ducto mismo, previo a la transfusién y a las técricas -
gplicadas.
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ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS DEL METODO LISS.

L&w y Messeter (5) describieron una modificacién
de la prueba de antiglobulina para uso rutinario, que -
- consiste en la substitucién de la solucidn salina como_
medio de suspensién de glébulos rojos, por una solucidén
de sales de baja fuerza iénica. Esto permite una consi-
derable dismiruicién en el tiempo de incubacién que es_
de importancia préctica en el trabajo clfnico. La sensi
bilidad de la reaccién no parece d15m1nu1r por este pro
cedimiento, y aun en algunos casos ‘se puede observar un
aumento en la fuerza de la reaccidn.

Varios factores influyen en la reaccién antfgero
anticuerpo, por ejemplo: el pH, la temperatura y la = =
fuerza idnica del medio de suspensién de los glébulos -
rojos. Atchley (1964), Elliot (1964), y Hughes han estu
diado estos factores y subrayado particularmente el = —
fuerte efecto de una fuerza iénica reducida. E1 resulta
do es la pronunciada disminuicién en el tiempo de reac—
cién; su principal aplicacidn es para anticuerpos IgG -~
en la fase de incubacidén para la reaccién de antiglobu—
1ina.

Hay sin embargo una tendencia a reacciones posi-—
tivas no especificas que ocurren con medios de baja — -
fuerza iérica, para lo cual L&w y Messeter prepararon -
varias soluciones salinas de diferente fuerza iénica, y
ercontraron gque cuando los glébulos rojos se suspenden
en solucién de glicinato de sodib que bontéhga cloruro_
de sodio 0.03 M amortiguado con fosfatos a pH'8. 7 las
reacciones inespecificas son 1n51gn1Flcantes. ’ ‘

La preparacidn de la solucién de baja fuerza i6-—
mica (LISS) se describiré en el cepftulo correspondien—
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te a la parte experimental.

L&w y Messeter emplearon una suspensién de glébu
los rojos al 5% lavados previamente, una vez con solu—
cidn salina isoténica y suspendidos en LISS..Probaron -
varios sueros con anticuerpos conocidos:

a) En pruebas de aglutinacién: anti A, B, P., H,
M, N, Le&.

l’

b) En pruebas indirectas de antiglobulina, usan~
do varios sueros de amplio espectro y sueros puros anti
IgG; anti D, E, C, CY, c, Kell, Fy3, LeP, s, Uk&.

La prueba indirecta de antiglobulina se realizé de
la siguiente marera:

En un tubo se colocaron 2 gotas de suerc més 2 -
gotas de glébulos rojos suspendidos al 5% en LISS se =
incubaron a 37°C durante 5 min, se lavaron cuatro veces
con solucién salina, se agregd una gota de suero anti—
globulina humana, se mezclé y se centrifugd por 10 seg;
se observé la aglutinacidn.

Este método lo compararon con el convencional de
antiglobulina, con dos excepciones; los glébulos rojos_
fueron suspendidos en solucién salina e incubados duran
te una hora.

Para la identificacidén de anticuerpos se compara
ron también con métodos enziméticos y automatizados.

Los resultados obtenidos por estos investigado—
res fueron los siguientes: en 14 diferentes sueros con_
anti D el titulo fue similar por ambos métodos y en — —
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ocasiones el tftulo fue superior por el método de LISS.
En el estudio de otros anticuerpos irregulares se obser
vé en su totalidad un tftulo mayor en las cé€lulas sus—
pendidas en LISS gue en las suspendidas en salina, ex—
cepcidn hecha de un anti Le® que dio una dilucidén por =
abajo del titulo obtenido mediante el método salino. De
igual forma, aumentd el ndmero de anticuerpos identifi-
cados, debido probablemente a que el incremento en la -
sensibilidad de la reaccidén hizo més definidas las reac
ciones débilmente positivas o dudosas.

L6w y Messeter reportaron que se cruzaron - -
100,000 uridades de sangre por el método de LISS, sin -
gue se presentara reaccién transfusional originada por_
anticuerpos de grupo sanguineo.

Los citados estudios dieron como conclusidn que_
ademés de ser un método en el gue se reduce el tiempo -
de incubacidn, el de LISS es tan realizable como el con
vencional de la prueba de antiglobylina'én salina.

Moore y Mollison (6) usaron el medio-de baja — =
fuerza idénica, descrito por Ldw y Messeter, en pruebas_
manuales para la deteccién de anticuerpos.

Sus observaciones confirman la importancia de -
suspender los glébulos rojos en un medio de baja fuerza
iénica, durante la primera etgpa de la prueba indirecta
de antiglobulina, esto es, en el perfodo de ircubacidn_
con el suero gue contiene el o los anticuerpos.

Estos autores emplearon una suspensidn al % en_
lugaer del 5% recomendado por L&w y Messeter, el procedi
miento del método fue el mismo descrito por estos auto—

res.
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Moore y Mollison compararon el empleo de alblmi-—
na y en todos los casos el grado de aumento en la reac—
cién resultd més grande en las células suspendidas en —
LISS gque en las cé€lulas suspendidas en solucidn salina_
y adicionadas con albdmina.

De esta serie de estudios dedujeron que el empleo
de esta solucién de baja fuerza iénica permite reducir_
el tiempo de imcubacién en la prueba de antiglobulina,-—
asl como irmcrementar la afinidad de ciertos anticuer— —
poS.

Enfatizaron puntos précticos en el manejo de es—
ta prueba, es importante colocar voldmenes iguales de — '
células suspendidas en LISS con suero, ya gue un exceso
considerable de LISS puede producir reacciones falsas —
positivas debido al bajo contenido iénico en el medio;—
la adicién de un exceso de suero aumenta la fuerza iéné
ca y puede reducir la sensibilidad. Recomiendan guardar
la solucidn de LISS a 4°C y en alfcuotas para el uso -
diario.

Wicker y Walles (7) hicieron un estudio compara
tivo entre el método convercional reforzado con albimi-—
na y el método de LISS. Ambas pruebas fueron realizadas
a temperatura ambiente y a 37°C. La solucién de LISS es
la misma descrita por L8w y Messeter. '

Estudiaron entre otros, 50 anticuerpos anti sis-
tema Rh, mismos que fueron detectados después de 15 min,
de incubacién,por el método de LISS. Al emplear el méto
do corvencional de rutina para la deteccién de dichos —
anticuerpos, el tiempo se duplicé y hasta cuadruplicé.

Varios anticuerpos fueron detectados empleando —
el medio de LISS después de 15 min, de incubacidn, en -
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tanto gue por el método convencional después de 60 min
de incubacidn algunos pasaron inadvertidos o no mostra=
ron patrén especifico.

La forma de actuar de este medio de LISS es au—
mentando la actividad de la reaccién antigeno—anticuer-
po, merced a una reduccién de la barrera electrostética
oue rodea al glébulo rojo; el resultado es una disminu-—
cién en el perfodo de imcubacién, asf como un aumento =
en el tftulo del anticuerpo gue facilita su deteccidn.

Rock, Baxter y colaboradores (8) hicieron estu——
dios para pruebas cruzadas empleando el medio de LISS,-
Los datos presentados por ellos coinciden con los repor
tes de autores anteriores: Low y Messeter, Moore y Mo—
1llison, Wicker y Wallas, e indican que la técnica de =
LISS antiglobulina es sensible y répida para cruzar san
gre. Frecuentemente el método de LISS,"a pesar de su -~
corto tiempo de inoubacién, es més sensible gue el méto
do convencional antiglobulina. E1 fracaso para detectar
un anticuerpo dentro del sistema Rh (anti E) ro puede -
invalidar el uso del LISS, ya gue este anticuerpo sélo_
lo detectaron por el método de LISS automatizado; este_
sistema es reconocido como superior a la técrica manual
para la deteccién de anticuerpos en el sistema Rh.

Tanto el trabajo que se viene resefiando como el_
de Wicker y Wallas indicaron que la incubacién Sptima —
es de 15 min; sin embargo, en casos de urgerncia puede =
justificarse su reduccién a sélo 5 min.

Rock, Baxter y colaboradores reportaron una esta
bilidad de los glSbulos rojos suspendldos en LISS que -
hace posible su utilizacién durante un lepso de hasta -
48 hrs, lo que permite que la sangre ‘a utilizar pueda -
ser cruzada varias veces sin consumir el piloto inte- -
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gral de la bolsa, evitando de esta manera la marmipula—
cién de la unidad de sangre.

Como informacién adicional sefialaré que el em— -
pleo del medio de LISS ha provocado gran interés entre_
varios autores gque han realizado estudios més elabora——
dos agregando al sistema de LISS otros componentes para
detectar e identificar anticuerpos. Tal es el caso de —
los trabajos realizados por Rosenfiel, Garraty, Rafleigh
y colaboradores. (3 IST ANNUAL MEETING ABSTRACTS, - -
1978). (9).
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MATERIAL Y METODOS.

El estudio que nos ocupa tiene como objetivo fun
damental comparar el método de LISS contra el convencio
nal.

El material biolSgico utilizado estuvo constitui
do por:

a) 1480 muestras de sangre obtenidas por puncién
venosa de donadores en estado basal, de sexo masculino_
y femenino, cuyas edades oscilaron entre 18 y 50 afios,—
con un minimo de 50 Kgs. de peso y 44% de hematocrito,-—
en buen estado de salud previo examen médico.

b) 3031 fracciones de concentrados de plaguetas_
cruzados para pacientes de sexo femenino y masculino de
edades entre 4 y 75 afios, en la mayoria de los casos -
los pacientes eran politransfundidos o multiparas y po—
1itransfundidas.

En los dos grupos el estudio se realizd simulté—
neamente tanto por el método convencional como el de -
LISS.

En el grupo "A" se realizd el estudio de aloanti
Cuerpos.

En el grupo "B" el estudio de pruebas de compati
bilidad.

Las muestras de los pacientes que presentaban -
reacciones incompatibles eran sometidas a estudios de —
aloanticuerpos para la identificacién de los mismos.
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Las muestras de sangre de los donadores y de los
receptores fueron recolectadas en tubos de 13 x 100 mm,
sin anticoagulante, después de retraerse el coédgulo, se
centrifugaron a 3,000 r.p.m. durante 5 min, con el obje
to de obtener suero y paguete globular.

Inmediatamente después de montar las pruebas de_
compatibilidad o de aloanticuerpos, los sueros deben -
guardarse en el congelador y los glébulos rojos en el -
refrigerador para estudios posteriores, si son requeri-
dos.
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ESTUDIO DE ALOANTICUERPOS EN EL GRUPO "A" -
POR EL METODO CONVENCIONAL (SALINO, ENZIMATL
CO Y PROTEICO).

Fundamento:

El estudio de aloanticuerpos se basa en la reac-—
cién de aglutinacién antigeno—anticuerpo.

El o los anticuerpos se van a detectar en el sue
ro problema, colocéndolo frente a los diferentes antige
nos presentes en los glébulos rojos conocidos (patrén —
eritrocitario reactivo).

Dependiendo de la naturaleza del anticuerpo, se_
detectarén a través de una serie de variables: tempera—
tura, medios salino, proteico y enzimético, tiempo de -
incubecién;para detectar e identificar los anticuerpos_
incompletos, se recurre al uso de suero antiglobulina *—
humana (prueba de Coombs).

Esguema de la reaccién de antiglobulina (Todd —
Sanford 1974).



Suero problema Glébuleos rojos
(con anticuerpo). + (antfgermo). -
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Material bioldgico:

1.— Suero fresco del donador.

2.— BGlébulos rojos del donador suspendidos al
5% en su propio suero.

3.— Patrdn eritrocitario reactivo suspendido al
S en solucidn salina isotdnica.

Reactivos:

4.~ Ficina.

5.- Alblmina bovina al 30%.

6.~ Suero antiglobulina humana de amplio espec-—
tro.

7.— Solucidén salina isotdnica.

Equipo:

1.— Tubos de ensayo: para la toma del producto -
(13 x 100 mm.) y para las pruebas de hemo— —
aglutinacién (12 x 75 mm. ).

2.— Pipetas seroldgicas de 1 y 0.1 ml.

3.— Pipetas Pasteur, bulbos, aplicadores.

4.~ Gradillas.

5.~ Centrifuga.

6.~ Microscopio, portaobjetos.

Valoracidén de las pruebas:

1.— Manejar antecedentes clinicos mediante el co

nocimiento de la historia transfusional u obstétrica -
del donador en potencia.

grupo,

2.- Identificar el grupo sanguineo ABH y el sub-
asi como el factor Rh.
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3.— Valorar el comportamiento seroldgico del an-—
ticuerpo mediante el siguiente procedimiento.

Procedimientos:

l.- Rotular una serie de tubos de 12 x 75 mm, se
gin el ndmeroc de células del patrén eritrocitario reac—
tivo, con la sigla S (que corresponde al medic saliro).

2.— Otra serie de tubos con la sigla F (ficina -
medio enzimético).

3.- Otra serie con la sigla A (albdimina medio -
proteico).

4.- Tres tubos extra para los tres medios corres
pondientes al autocontrol.

5.— Proceder conforme a los siguientes pasos.
MEDIO SALINO-ANTIGLOBULINA.

1.~ Colocar en un tubo de 12 x 75 mm, 2 gotas de
suero problema mé&s 1 gota de células rojas suspendidas_
al 5% en solucidn salina, del correspondiente patrén -
eritrocitario.

2.- Mezclar bien y centrifugar durante 30 seg, -
a 3,400 r.p.m.

3.~ Leer la aglutinacién.

4.- Incubar a 22°C durante 1 hora.

5.= Centrifugar por 30 seg.
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.— Leer la aglutinacidén.

6
7.— Incubar a 37°C durante 1 hora.
8.~ Centrifugar por 30 seg.

9.- Leer la aglutinacidn.

10.- Lavar 3 veces con solucidén salina isténica.

11.- Agregar 2 gotas de suero antiglobulina huma—
na.

12.~ Centrifugar por 30 seg.

13.- Leer la aglutinacidén.
MEDIO ENZIMATICO,

1.~ Colocar, en un tubo de 12 x 75 mms, 2 gotas_
de suero problema més 1 gota de células rojas del pa— -
trén eritrocitario reactivo suspendido al 5% en solu- -
cién salina més 2 gotas de ficina.

2.— Mezclar bien e incubar a 22°C durante 15 min.

3.~ Centrifugar por 30 seg.

4,- Leer la aglutinacién.

5.— Incubar a 37°C durante 15 min.

6.~ Centrifugar por 30 seg.

7.— Leer la aglutinacién o la hemélisis.

MEDIO PROTEICO-ANTIGLOBULINA.

1.~ Colocar, en un tubo de 12 x 75 mms, 2 gotas_
de suero problema més 1 gota de ‘glébulos rojos del pa—
trén eritrocitario, més 2 gotas de albdmina bovina al -
30%. &
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2.~ Mezclar bien y centrifugar durante 90 seg.
3.- Leer la aglutinacién.

4,- Incubar a 37°C durante 1 hora.

5.~ Centrifugar por 90 seg.

6.~ Leer la aglutinacidn.

7.— Lavar 4 veces con solucién salina isoténica.

8.~ Agregar 2 gotas de suero antiglobulina huma—
na.

9.~ Centrifugar por 30 seg.
10.- Leer la aglutinacidn.

AUTOCONTROL.

Los tubos etiquetados como autocontroles contie—
nen 2 gotas de suero problema mé&s 1 gota de los propios
eritrocitos suspendidos al 5% en su propio suero.

Se trabajan en los tres medios antes mencionados
siguiendo el mismo protocolo.

INTERPRETACION. .

Se gradda la lectura de la reaccién por cruces.-
Es conveniente valorar la intensidad de la reaccién de_
aglutinacién y su comportamiento térmico; ya que las va
riaciones pueden indicar la presencia de miltiples anti
cuerpos o de anticuerpo dmnico que reacciona intensamen—
te, bien sea con cé&lulas homocigotas o con heterocigo—
tas. Si existe hemflisis, esto debe consignarse.

El siguiente esguema de aglutinacidén es recomen—
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dable para interpretar la lectura (Dunsford y Bowley, -

1967).

( 4+ ) ++++ Una masa completa de aglutinacién, fé&cil-

(3+) ++
(2+ ) ++
(1+) +

(+)

NEGATIVO.

mente visible.

Masa de aglutinacién separadas, fé&cilmen—
te visibles mécroscépicamente; muy pocas_
células suspendidas.

Pequefias masas aglutinadas; existen célu-—
las sin aglutinacién.

Peguefias masas aglutinadas, con un 60% de
células sin aglutinacién. Microscépicamen
te se observan grandes grumos de 20 célu-~
las.

Peguefios grumos de rno més de 20 células,-
visibles s6lo microscépicamente.‘

-
v

Peguefios grupos de 4 a 6 células, visi— —
bles s§lo microscépicamente, distribuidos
uniformemente. k-

Todas las células estén libres y distri--
buidas uniformemente. &

Es conveniente, como una medida cuantitativa, ex
presar la intensidad de la reaccién con un ndmero. Esto
favorece su titulacién y da justamente, el probable pun
to final de la reaccidn; la manera més conveniente es —
la que se expresa a continuacidn.



12 puntos equivale a ++++

10 puntos
8 puntos
5 puntos
3 puntos
1 punto
0 punto

"

a +++

a 1+

a +

a (+)
ag
NEGATIVO.

28
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ESTUDIO DE ALOANTICUERPOS EN EL GRUPO "A" —
POR EL METODO LISS (LOW Y MESSETER),

Fundamento:

El estudio de aloanticuerpos se basa en la reac—
cién de aglutinacidén antfgeno—anticuerpo.

En este método se substituye la solucidén salina_
como medio de suspensién de los glébulos rojos por una_
solucién de baja fuerza i6nica que va a permitir que la
reaccién antigeno—anticuerpo se lleve a cabo en un tiem
po més reducido, en virtud de que su forma de accién -
consiste en reducir la barrera electrostética que rodea
al glébulo rojo, permitiendo el acercamiento de los gld
bulos y favoreciendola aglutinacién.

Material bioldgico:
l.— Suero fresco del donador.

2.= Gl8bulos rojos del donador lavados una vez —
con solucién salina y suspendidos al 5% en LISS.

3.— Patrén reactivo eritrocitario suspendido al_
5% en LISS.

Reactivos:
1l.- Solucién de LISS,

2.~ Suero de antiglobulina de amplio espectro.
3.~ Solucidn salina isoténica. e I
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Equipo.

Se emplea el mismo material sefialado para las -
pruebas en el método convencional.

Preparecién de la solucién de LISS (L&w y Messe-
ter, 1974).

Reactivos:

1.- Solucién salina 0.17 M: pesar 0.943 g de clo
ruro de sodio y disolverlos en 100 ml. de agua destila—
da.

2.— Solucién de NaHoPO4 0.15 M: pesar 13.5 g, ~
de la sal diécida y disolverla en un litro de agua des—
tilada.

3.~ Solucién de NepoHPO4q 0.15 M: pesar 5.25 g, de
la sal disddica y disolverla en un litro de agua desti-
lada.

4.~ Solucién de NaOH 1.0 M: pesar 40 g, de hidrd
xido de sodio y disolverlo en un litro de agua destila—
da.

5.~ Blicina comercial.
Equipo:

l.- Matraz aforado de 250 ml, vasos de precipita
do de 250 ml, probeta graduada de 250 ml, agitador de —
vidrio, pipetas serolégicas.

2.— Potencidmetro, conductimetro y balanza anall
tica.
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Solucidén de LISS:

Solucidn salina 0.17 m. 45 ml.
Amortiguador de fosfatos 0.15
M. 5 ml.

Glicinato de sodio 0.30 M. 200 ml.

Preparacidn:

l.- Disolver 4.5 g, de glicina en 200 ml, de agua
destilada.

2.~ Agregar gota a gota, agitando, NaOH 1.0 M. —
hasta pH 6.7

3.— Agregar 5 ml, de solucién amortiguadora de ~
fosfatos 0.15 M (10 ml, de NaH2P04 y 20 ml, de NaZHP04),

4.— Agregar 45 ml, de NaCl 0.17 M.

5.= E1 pH final debe ser de 6.7 y una conductivi
dad de 3.5 mmho/cm a 22°C (Moore y Mollison 1976) y — -
fuerza iénica/l de 1.05

6.~ Guardar a 4°C.

7.— Vigencia de 8 dias aproximadamente.

Procedimiento:

1l.- Rotular una serie de tubos de 12 x 75 mms, —
segin el nimero de células que contenga el patrén eri—
trocitario reactivo. R ‘

2.— Rotular un tubo para el autocontrol.
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3.— Lavar previamente ~tres veces— con solucidn_
salina isoténica los glébulos rojos del patrdn eritroci
tario y suspenderlo al 5% en LISS.

4.- Lavar previamente —una vez— con solucidn sa-—
lina los gldébulos rojos del donador y suspenderlos al -
5% en LISS.

MEDIO LISS/ANTIGLOBULINA.

l.- Colocar en un tubo de 12 x 75 mms, 2 gotas —
de suero problema més 2 gotas de glébulos rojos del co-
rrespondiente patrdén eritrocitario suspendido al 5% en_
LISS.

2.— Colocar en el tubo para autocontrol 2 gotas_
de suero problema mé&s 2 gotas de sus propios eritroci——
tos suspendidos al 5% en LISS.

3.~ Mezclar perfectamente todos los tubos e incu
bar a 37°C durante 5 a 8 min.

4.- Lavar 4 veces con solucidén salina isotdnica.

5.— Agregar 1 gota de suero antiglobulina huma—-—
na.

6.-- Centrifugar durante 10 seg.

7.~ Leer la aglutinacidn.

Con el propdsito de evitar reacciones falsas po-
sitivas debidas a la molaridad de la solucién de LISS -
(meror de 0.03 M) se manejé un control de calidad posi-
tivo y uno negativo. Para ello se utilizd una muestra -
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de suero conocido con anticuerpo de especificidad demos
trada y uno sin anticuerpos, en forma rutinaria en el -
estudio de aloanticuerpos. Los mismos controles de cali
dad de la solucién se usaron para las pruebas de compa-—
tibilidad.

Interpretacidn.

La lectura de la reaccidn de aglutinacién tam— -
bién se hace por cruces.



34

ESTUDIO DE LAS PRUEBAS DE COMPATIBILIDAD EN
EL GRUPO "B" POR EL METODO CONVENCIONAL (SA
LINO, PROTEICO Y ENZIMATICO).

Fundamento:

El estudio de pruebas de compatibilidad también_
esté& basado en la reaccién de aglutinacién antfgeno—an-
ticuerpo.

El o los anticuerpos se van a detectar en el sue
ro del receptor al reaccionar frente a los antfgenos -
presentes en los glébulos rojos del donador.

El objetivo de las pruebas de compatibilidad es_
evitar la introduccién de un antfgemo que reaccione con
un anticuerpo ya existente en el receptor, asf como de

un antigeno que lo sensibilice. Con ello se persigue -
eliminar, hasta donde sea posible, una reaccidén postrans
fusional.

Material bioldgico:

1l.- Suero fresco del donador y del receptor.
2.~ Glébulos rojos del donador y del receptor, -
ambos suspendidos al % en solucién salina isoténica.

Reactivos:

3.~ Alblmina bovina al 30%.

4.~ Suero antiglobulina humana de amplio espec——
tro.

5.= Solucién salina isotdnica.

6.~ Ficina.
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Equipo:

Se emplea el mismo material sefialado en las prug
bas para el estudio de aloanticuerpos.

Valoracidn de las pruebas:
1.+ Manejar antecedentes clinicos mediante el —
conocimiento de la historia clinica u obstétrica del -

receptor en potencia, su diagnéstico y tratamiento.

2,— Identificar el grupo sanguingo ABH y el sub-—
grupo. asi como el factor Rh.

3.- Valorar el comportamiento serologico de las_
pruebas de compabitilidad mediante el siguiente procedi
miento.

Procedimiento:

1.~ Rotular, para la prueba mayor, 3 tubos con -
las siglas D salino y D albumina, D ficina.

2.— Rotular, para la prueba menor, 3 tubos con -
las siglas R salino y R albGmina, R ficina.

3.— Rotular, para el autocontrol, 3 tubos con =
las siglas C salimo, C albdmina y C ficina.

MEDIO SALINO/ANTIGLOBULINA.,

Prueba mayor D:

Colocar en un tubo de 12 x 75 mm, 2 gotas de -~
suero del receptor més 1 gota de glébulos rojos del do-
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nador lavados una vez con solucidn salina isoténica y —
suspendidos al 5% en solucidén salina.

Prueba menor R:

Colocar 2 gotas de suero del donador més 1 gota_
de glébulos rojos del receptor, lavados una vez con so-
lucidn salina y suspendidos al 5% en solucién salina.

Autocontrol C:

Colocar 2 gotas de suero del receptor més 1 gota
de glébulos rojos del receptor, lavados una vez con so—
lucién salina y suspendidos al 5% en solucién salina.

Procesar los 3 tubos de acuerdo con los siguien—
tes pasos.

l. - Mezclar bien y centrifugar durante 30 seg, -
a 3,400 r.p.m.

2.— Leer la aglutinacidén.

3.— Incubar a 37°C durante 60 min.

4.~ Centrifugar por 30 seg.

5.- Leer la aglutinacion.

6.— Lavar 3 veces con solucién salina isotdnica.

7.~ Agregar 2 gotas de suero antiglobulina huma—
na.

8.— Centrifugar por 30 seg.

9.— Leer la aglutinacidn.



37
MEDIO PROTEICO/ANTIGLOBULINA,
Prueba mayor D:

Colocar 2 gotas de suero del receptor més 1 gota
de glébulos rojos del donador, lavados una vez con solu
cibén salina isotdnica, més 2 gotas de albdmina bovina —
al 30%.

Prueba menor R:

Colocar 2 gotas de suero del donador més 1 gota_
de glébulos rojos del receptor, lavados una vez con so -
lucién salina isoténica, méas 2 gotas de albdmina bovina
al 30%.

Autocontrol C:

Colocar 2 gotas de suero del recepto més 1 gota_
de glébulos rojos del mismo receptor, lavados una vez y
suspendidos al 5% en solucidn salina, mé&s 2 gotas de al
bdmina bovira al 30%.

Procesar los 3 tubos de acuerdo con los siguien -
tes pasos:

l.- Mezclar bien y centrifugar durante 90 seg, a
3,400 r.p.m. : -
2. Leer la aglutinacidn.

3.— Incubar a 37°C durante 60 min.

=
t

Centrifugar por 90 seg.
5.~ Leer la aglutinacidn,

7.~ Lavar 4 veces con solucidén salina isotdénica.
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7.~ Agregar 2 gotas de suero antiglobulina huma—
na.

8.~ Centrifugar por 30 seg.

9.~ Leer la aglutinacidn.
MEDIO ENZIMATICO.
Prueba Mayor D:

Colocar 2 gotas de suero del receptor més una -
gota de globulos rojos del donador, lavados una vez con
solucién salina, més 2 gotas de ficina.

Prueba menor R:

Colocar 2 gotas de suero del donador més 1 gota_
de glébulos rojos del receptor, lavados una vez con so-
lucién salina, més 2 gotas de ficina.

Autocontrol C:

Colocar 2 gotas de suero del receptor mas 1 gota
de glébulos rojos del mismo receptor, lavados una vez —
con solucion salina, més 2 gotas de ficina.

Procesar los 3 tubos de acuerdo a los siguientes
pasos. '

1l.- Mezclar bien e incubar a 22°C durante 15 mi-
nutos.

?.- Centrifugar por 30 seg.

3.~ Leer la aglutinacidn o hemdlisis.
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4.- Incubar a 37°C durante 15 min.
5.- Centrifugar por 30 seg.

6.- Leer la aglutinacién.
Interpretacidn:

Se gradda la lectura de la reaccién por cruces.-—
Es converiente valorar la intensidad de la reaceidén de_
aglutinacidn y su comportamiento térmico. Si existe -—
hemélisis debe consignarse. ’

La presencia de aglutinacién o hemélisis estaré
indicando que la prueba es incompatible.
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ESTUDIO DE LAS PRUEBAS DE COMPATIBILIDAD -
EN EL GRUPO "B" POR EL METODO LISS.

Fundamento:

Es el mismo que para el estudio de aloanticuer——
pos por el método LISS.

Se hicieron 2 modificaciones al método original
de L6w y Messeter, que consistieron en hacer una lectu-—
ra répida y otra a 37°C.

Material bioldgico:

1l.— Suero fresco del receptor.

2.~ Glébulos rojos del receptor y del donador am

bos lavados con solucién salina y suspendidos al 5% en_
LISS.

Reactivos:

3.— Solucidén de LISS.

4,— Solucién salina isotdnica.
5.— Suero antiglobulina humana de amplio espectro.

Equipo:

Se emplea el mismo sefialado en las pruebas ante-
riores.

Procedimiento:

l.- Rotular, para la prueba mayor, 1 tubo con la
sigla D LISS.

2.~ Rotular, para el autocontrol, un tubo con la
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sigla C LISS.

3.~ La suspensidén se hace colocando en un tubo -
de 12 x 75 mms, 0.95 ml, de LISS més 0.05 ml, de pague-
te globular previamente lavado.

MEDIO LISS/ANTIGLOBULINA,
Prueba mayor D:

Colocar en un tubo de 12 x 75 mms, 2 gotas de =
suero del receptor més 2 gotas de glébulos rOJos del do
nador suspendidos al 5% en LISS.

Autocontroi (B

Colocar 2 gotas de suero del receptor més 2 go—
tas de glébulos rojos del mismo receptor al 5% en LISS.

Procesar los 2 tubos de acuerdo con los siguien
tes pasos:

1l.- Mezclar bien y centrifugar durante 30 seg, a
3,400 . r.p.m.

2.— Leer la aglutinacidn.

3.— Incubar a 37°C durante 5 a 8 min.

4.— Centrifugar por 30 seg. |

5.=~ Leer la aglutinacién.

6.~ Lavar 4 veces con solucién sallna isotdnica.

7.~ Agregar 1 gota de suero antlglobullna huma——

Nas



8.— Centrifugar por 10 seg.

9.— Leer la aglutinacién.
Interpretacidn:

La lectura se hace por cruces como se ha venido
realizando en las pruebas anteriores.



RESUL T ADBOS .
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CUADRD 2. NUMERO DE MUESTRAS ESTUDIADAS Y % DE POSITI-
VIDAD EN EL ESTUDIO DE ALOANTICUERPOS.

LISS CONVENCIONAL % TOTAL
Ndmero total de
determinaciones. 1480 1480

Ndmero total de aloantdi

cuerpos positivos. 10 10 0.6 10
0 3 0.2 3
1 0 0.06 1

Ndmero de autoanticuer-—
pos positivos. 0 0 0

TOTAL 1a

Durante un perfodo de 7 meses se determinaron -
1480 estudios de aloanticuerpos en donadores, por ambos
métodos, encontrando 14 casos de aloanticuerpos positi-
vos, 10 de los cuales se demostraron por ambos métodos,
3 sSlo por el método convencionaly uno por el método de_
LISS exclusivamente. Ver cuadro 2.
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CUADRO 3. NUMERO DE MUESTRAS ESTUDIADAS Y % DE POSITI
VIDAD EN EL ESTUDIO DE PRUEBAS DE COMPATIBI
LIDAD.

LISS. CONVENCIONAL %

Ndmero total de deter-—
minaciones. 3031 3031

Ndmero total de aloan—~
ticuerpos positivos. 1 1 0.03

Ndmero de autdanticuer
pos positivos. 24 24 0.7

Durante el mismo periodo se transfundieron 3031_
concentrados de plaguetas cru%ados tanto por LISS como_
por el método convencional, ercontrando sdlo en 24 ca——
sos incompatibilided por ambos métodos. Vale la pena se
flalar gue en estos casos el autoanticuerpo fue positivo
y el estudio de aloanticuerpos. con &l patrdn eritroci-—
tario reactivo no demostrd especificided. Un caso de in
compatibilidad por ambos métodos con autoanticuerpo nega
tivo, y el estudio de aloantlcuerpos demostré una espe—
cificidad de anti E. Ver cuadro 3. o L

De los 3031 corcentrados transfundidos sélo en =
15 casos se reportaron efectos indeseables en el recep-
tor, Earacterizados por rash y prurito debido a feaccig
mes a proteinas y leucocitos.



CUADRO 4.

ANTICUERPO

Anti D
Anti D
Anti E
Anti E
Anti C
Anti e
Anti Le®
Anti Le®
Anti Le
Anti P

Anti P

LISS

1512
1:512
1:64
12
1:4
1:1024
1:256
1:256
aLgaL

82

i’
1:1

TITULO DE ALOANTICUERPOS.

CONVENCIONAL

1:2048
1:512
1:512
1:1
1=
12028
116
1:64
1kl
it

TOTAL

HFHHRFPHFEFERFEMHRBRF -

El cuadro 4 muestra el titulo de algunos de
los anticuerpos identificados por ambos métodos.

Debemos sefialar gue la titulacién de los an
ticuerpos del sistema Rh en el método convencional
fue realizado en medio proteico.

Ademés, como puede cbservarse en la mayoria
de los casos, el titulo del anticuerpo fue mayor -
por el método de LISS que por el convencional; con
excepcidén de un anti D y un anti E en los cuales —
el titulo fue mayor por el método convencional.



CUADROD 5.

ESTUDIO INICIAL,

CONVENCIONAL
anti P positivo
anti P positivo
anti P positivo
ESTUDIO POSTERIOR
LISS/r LISS/37°C
anti P positivo negativo
anti P positivo negativo
anti P positivo negativo

a7

ESTUDIO DE ALOANTICUERPOS ANTI P.

LISS/c

negativo
negativo
negativo

LISS/c
negativo
negativo
negativo

En el estudio de aloanticuerpos realizado por -
ambos mé8todos, la mayoria de los anticuerpos reacciona—
ron en forma similar, excepto en 3 casos de anti P, los
cuales en nuestras manos no se detectaron por el mé&todo_
de LISS coombs, en éstos manejamos lecturas de LISS répi

da, LISS 37°C y LISS coombs. Ver cuadro 5.
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CUADRO 6. COMPARACION DEL TIEMPO REQUERIDO PARA PRUE-
BAS DE COMPATIBILIDAD POR EL METODO CONVEN—
CIONAL Y POR LISS.

TIEMPO TECNICAS OBSERVACIONES
90 min, a Salina/r alblmina/r Método convencional,
120 min. salina/37 albémina — no propio para urgen

37°C antiglobulina.Tiemcias.
po deincubacidn:60 min.

60 min a Igual que la anterior En general, para ruti
90 min. tiempo de inmcubacidn: na y urgencias. Para
30 minutos. compatibilidad de -

glébulos rojos en -
concentrados de pla—

gquetas.
15 a 30 = salina/r alblimina/r Detecta incompatibi-
min. lided ABH y anticuer

pos a alto titulo! —
Se escapan anticuer—
pos a bajo titulo -

(incompletos).
15 min. LISS/r LISS/37°C - — Procedimiento de ur-—
LISS/c. gencia general con -
alto grado de sensi-
bilidad.

Evidentemente, la fase de antiglobulina en el mé
todo convencional presupone un consumo de tiempo que -
prolonga el procedimiento técnico general. Si bien esto
proporciona mayor seguiidad en las pruebas de compatibi
lidad y por ende la eficacia de la transfusién, también
constituye un impedimento para proporcionar sangre to——
tal o sus productos en forma urgente cuando esto es re—
guerido. En el cuadro 6 podemos spreciar las ventajas -

de la utilizacidn del LISS.
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7. PACIENTES SOMETIDOS A CIRUGIA ELECTIVA.

No transfundido.
Aloanticuerpos negativos por LISS.
Realizar pruebas de compatibilidad por LISS.

Politransfundido.
Aloanticuerpos negativos por LISS.
Realizar pruebas de compatibilidad por LISS.

Politransfundido.

Aloanticuerpos positivos por LISS.

Realizar patrdén eritrocitario reactivo des—
plegado.

(Método convercional).

Realizar pruebas de compatibilidad previo Te
notipo.

(Método Liss).

Gesta 0O Para 0. No transfundida.
Procede igual que 1.

Multipara.
Procede igual 2.

Multipara.

Procede igual 3 ademés:

Aloanticuerpos antileucocitos y antiplague—
tas.

Linfocitotoxicidad.

El cuadro 7 muestra el tipo de protocolo que se_
sigue en el Banco Central de Sangre del Centro Médico —
"I a Raza" para cualguier programa de transfusidn san——

guinea.
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CUADRO 8. SENSIBILIDAD DE LOS GLOBULOS ROJOS SUS—

TIEMPO.

0 horas

24

a8 m

'72 "

PENDIDOS EN LISS.

AGLUTINACION,

HEMOLISIS.
Sin hemélisis.
Sin hHemdlisis.
Sin hemdlisis.

Hemélisis par—
cial.

Con el objeto de comprobar gue la sensibilidad -
de los glébulos rojos suspendidos en LISS por 48 hrs. *—
no es afectada, se trabajd un suero con anticuerpo de —
especificidad demostrada frente a una suspensidn de glé
bulos rojos en LISS que se guard6 a 4°C durante 24, 48_
y 72 hrs. Durante las primeras 48 hrs. el suero probado
frente a dichos glébulos rojos dio una aglutinecidn de_
3+ sin presentar hemélisis; fue a las 72 hrs. gue la -
aglutinacién disminuyd, presentando una hemélisis par—
cial de los glébulos rojos. Ver cuadro 8.
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La técnica de LISS ros permite asegurar amplia——
mente los resultados, no sélo a nivel de pruebas de com
patibilidad, sino también para la deteccidn de aloanti-
cuerpos; en eserncia, no s6lo reduce el tiempo de incuba
cifén sino gue no afecta la sensibilidad de la reaccidén,
ya gue su forma de accién es reducir la barrera elec— -
trostética que rodea al gldbulo rojo y abate el poten——
cial Zeta permitiendo el acercamiento de los mismos y_
acelerando la aglutinacidén en la reaccidn antigeno anti
CUErpo.

Por otra parte la estabilided de las células sus
pendidas en LISS durante un periodo de 48 horas ro se_
ve afectada, lo que permite que la sangre cruzada y no_
utilizada, pueda ser cruzada varias veces sin consumir
el piloto integral de la bolsa, evitando la marmipula— —
cibn excesiva de la uridad de sangre, que aunado al = —
tiempo breve de incubacidn, la hace en general bastante
valiosa para los servicios de transfusidn.

La utilizacidn de esta técnica no implica gue -
para la identificacién de los aloanticuerpos que se cep
ten en forma rutinaria en las pruebas de compatibilidad
y estudio de aloanticuerpos, no se recurra al método -
convencional, en donde las variables temperatura, me— -
dio, centrifugacidn, son vitales para la definicién de_
la especificidad. Dichos estudios deben llevarse a cabo
en los centros de referencia correspondientes.

La instalacién en bancos de sangre de programas_
de transfunsidn de plaguetas en donde la carga de traba
jo suele ser excesiva y de acuerdo a la metodologfa de_
compatibilidad especiffica que se lleva a cabo, exige -
una prueba répida y sencilla para compatibilidad de'gld
bulos ro jos gue sea trabajada en formaparalela a la anterior,
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siendo el método LISS el que redne las caracteristicas
gue a juicio nuestro son las més completas.

Queda &ln por evaluar la splicacidn y efectivi—
dad del LISS en los estudios de anemias hemoliticas au—
toinmmunes sobre todo en aquellas que cursan con antiglo
bulina negativa por baja concentracidn de anticuerpos —
adheridos al glébulo rojo.
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La transfusidn sanguinea ha evolucionado en for
ma considerable ya que gracias al descubrimiento de los
antigenos de grupo sanguineo se ha logradoc conocer la —
antigericidad de la sangre, y esto ha sido de gran im——
portancia en la transfusidn como medio tergpedtico.

Asimismo, el estudio de los aloanticuerpos irre-
gulares, tanto en el donador como en el receptor, ha ve
nido a contribuir para que la transfusién sanguinea sea
lo més benéfica posible para el receptor, evitando, has
ta donde se puede, las reacciones postransfusionales.

Del conocimiento de los antigenos de grupo san—
gufneo se ha derivado toda una metodologfa para el estu
dio de la deteccién e identificacién de los anticuerpos
y de sus respectivos antfgenos. Esta metodologlia llama—
da convencional, permite a través de una serie de varia
bles evidenciar los anticuerpos. Estas variables necesil
tan de un tiempo adecuado para su realizscidn, lo gue =
se traduce en una desventaja para proporcionar sangre -
en casos de urgencia.

La preocupacién por solucionar estos casos, la -
inguietud nacida de éllo, nos condujo a buscar una Tor—
ma répida y segura gque nos permitiera proporciocnar san—
gre sin porer en peligro la vida del paciente, puesto -
gue en la mayorfa de los casos en gue los requerimien—-—
tos son realmente urgentes, s6lo se realizaban las prue
bas répidas, y aun cuando el estudio se contiruara, la_
sangre ya estaba siendo transfundida, con el riesgo de_
una reaccidn indeseable en el receptor. Los anteceden——
tes bibliogréaficos reportados por Low y Messeter en -
1974, pusieron frente a nosotros una metodologia que -
ofrecfa varias ventajas y decidimos ponerla en préctica
en el Barco Central de Sangre del Centro Médico "La Ra—
za".
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La principal ventaja que encontramos en este mé-
todo es la reduccién en el tiempo de incubacién en la -
fase de la prueba de antiglobulina, prueba que coadyuva
en la deteccidén e identificacién de los anticuerpos de_
tipo immune o incompletos, que en Gltima instancia son_
los que més nos interesan.

Mientras que el método convencional requiere de_
una hora de incubacién, con el método de LISS bastan -
s6lo 5 min. La proporcién de 12 a 1 expresa en cifras,-
de manera fria, lo que en la préctica médica se traduce
en una atencién més eficiente y rgpida de los pacien— -
tes.

Otra ventaja es gue incrementa la afinided de al
guros anticuerpos, sobre todo del sistema Rh, dque segin
se sabe son de poca afiridad en medio salimo, y requie-—
ren de mediocs macromoleculares para su mejor deteccidn.
Una ventaja més es que se trata de un método sencillo y
fécil de reproducir: la preparacién de la solucidn de -
LISS es tan simple como,la de cualguier solu016n amortl
guadora y su costo es minimo.

La (nica desventaja que ha sido reportada en la_
bibliografia es que los medios de baja fuerza idnica -
dan reacciones falsas positivas, probablemente por la —
agregecién de IgG inespecifica presente eh el suero asi
como por las fracciones de complemehto“‘qué se adhieren_
a los eritrocitos; sin embargo, esto se logrd evitar a_
partir de las investigaciones de Ldw y Messeter, quie—~
nes concluyeron que la molaridad del NeCl en la solu— -
cién no debfa ser inferior a 0.03 M.

Durante los meses en que se hicieron estudios -
comparativos con el método de LISS y el convencional, -
en las pruebas de compatibilidad m ‘s reportaron =R
reacciones postransfusionales s:.gnlf‘lcatlvas. '
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Una vez comprobada la eficacia del método de — -
LISS se le ha seguido utilizando en la realizacién de -
las pruebas de compatibilidad aplicadas a glébulos ro——
jos en el programa de plaquetas. De igual forma, se ha_
venido recurriendo a €l para la deteccién de los aloan-
ticuerpos irregulares en los donadores que asisten al —
Barco Central de Sangre.

Entre los objetivos que més recientemente se ha_
fijado el organismo en el que labora guien esto escri-—
be, se encuentra el de gplicar el multicitado método en
los estudios de anemias hemoliticas autoinmunes.



ESQUEMA DE LOS PROCEDIMIENTOS TECNICOS.
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