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Pruebas pretransfusionales

= Objetivo: seleccionar para cada receptor los
componentes sanguineos adecuados de forma que una
vez transfundidos no produzcan una destruccion
clinicamente significativa de las células del receptor y
tengan una supervivencia optima.

= La parte mas importante del proceso es la correcta
iIdentificacion del paciente, tanto al extraer la muestra
como al administrar el componente sanguineo.

= Ademas, se requiere la correcta realizacion de las
pruebas de compatibilidad.



;Qué pruebas podemos hacer?

1. Estudio de grupos sanguineos: antigenos (AG)
y anticuerpos (AC)
2. Escrutinio de anticuerpos irregulares (EAI)

3. Pruebas cruzadas (PPCC)



EEEEEEEEEE————
ESTUDIO DE LOS GRUPOS SANGUINEOS

- ANTIGENOS: sustancias capaces de producir una
respuesta inmune especifica, formacion de un
anticuerpo

Antibody 1

Antibody 4

Antibody 3



= Composicion de los antigenos:

Un solo tipo de Moléculas

moléculas compuestas

Proteinas (Rh) Glucolipidos (P1)
Glucidos (ABO) Glicoproteinas (K)
Acidos nucleicos Lipoproteinas

Lipidos Otros



= ANTICUERPOS: proteinas plasmaticas
formadas como respuesta a la entrada de
un antigeno.
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Regulares/Naturales Anti-A'y anti-B, definen
el grupo sérico.

Origen IgM o IgM + IgG.

Irregulares Aparecen tras el contacto
con hematies portadores
del antigeno  extrano
(transfusiones, embarazo).

Habitualmente, IgG.

Aglutinantes o Casi siempre IgM
Accion completos

No aglutinantes o Requieren otras técnicas

: para poder observar la
incompletos aglutinacion, 1gG



Reaccion in vitro AG-AC:

Reaccion reversible

1° sensibilizacidn de los hematies: el AC se fija a

los antigenos de la membrana del hematies

2° aglutinacion



1° Factores que afectan a la fase de sensibilizacidon

pH Se requiere pH 6,9-7,2 para la fase de
sensibilizacion

Tiempo 15 a 60 minutos, segin el AC (sin potenciadores)

Proporcion
entre AG y
AC antigénicos de los hematies

Relacion entre n° moléculas del AC y lugares

Grado térmico optimo para cada anticuerpo
ACs frios: M, N, P
ACs calientes: Rh, Jk, K

Ta



Constante
A mayor afinidad, mas rapida es la velocidad de
de

afinidad asociacion y mas lenta la de disociacion

Tipoy Aglutinante/completo: IgM, solucion salina
naturaleza
del AC No aglutinante/incompleto: 1gG, necesitan

potenciadores macromoléculas, enzimas, AGH

AG AC  No aglutinacién AGH Aglutinacion



2° Factores que afectan a la fase de aglutinacion

= Intensidad i6nica del medio (potencial Z)

s Diferencia de potencial entre el hematie con carga
negativa y rodeado de una nube de carga positiva y
el medio.

Potencial Zeta = —0L
B Vit



. Responsable de la fuerza de repulsion de
Potencial P P

los hematies

La distancia entre M siempre pueden

, producir aglutinacion
los hematies es

proporcional al IgG en funcion de la

potencial Z localizacion el epitopo
del antigeno



;Como modificamos la reaccion AG-AC?

Medios de
suspension Utilizacion de

. Albimina Enzimas
e LISS




= Albtimina:
= Disminuye el potencial Z.

= Permite que AC IgG unan hematies adyacentes

= LISS (soluciéon de baja fuerza idnica):
= Disminuye la nube i6nica alrededor del hematie
= Acorta tiempo de sensibilizacion
= Se puede usar como liquido de suspension de los

hematies



= Enzimas:

= Los mas utilizados: ficina, bromelina, papaina,

tripsina, neuraminidasa

O

Eliminan cargas negativas disminuyendo el

potencial Z

a

Algunas eliminan ciertos antigenos (ayuda en

identificacion de ACs)

a

Detectan anticuerpos no deseados

O

Requieren una manipulacion cuidadosa



Bromelina:
Potencia ACs Rh
Debilita o anula ACs anti- Fy?, Fy®?, M, N, S

Ficina y papaina:
mas utilizados en la identificacion de AAII



METODOS PARA OBSERVAR LA
AGLUTINACION

] Técnicas en tubo
 Aglutinacion en columna

 Técnicas en microplacas



Técnicas en tubo

1. Hematies + suero/plasma

7. Incubacion

3. Centrifugacion

Rh

. . #

4. Lectura e interpretacion del resultado



Es la técnica standard

VENTAJAS DESVENTAJAS

Se pueden afadir aditivos| La aglutinacion es inestable
para potenciar la reaccion:

LISS, enzimas, AGH

Permite la manipulacion Requiere manipulacion vy

lectura cuidadosa

Es visible la hemolisis Utiliza una cantidad

Importante de hematies y

suero




Aglutinacion en columna

= La aglutinacion se produce en gel

= Las columnas se presentan en tarjetas de 6 - 8

determinaciones

= Existen gran variedad de tarjetas en el mercados
para realizar la mayor parte de las pruebas
Inmunohematologicas
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= Equipos automaticos o semi-automaticos

Lectura
e
interpre-
tacion

Dispensacion

de muestras y Incubacion Centrifugacion
reactivos

= Incubacion hematies + AC en la superficie del
gel. Las células aglutinadas no pueden pasar a
traves del gel tras la centrifugacion.



VENTAJAS

DESVENTAJAS

Utilizan aditivos (LISS,
EDTA) para aumentar la
sensibilizacion,
disminuyendo el tiempo de
Incubacion

Precio del equipamiento
(equipos automaticos o
semiautomaticos)

La reaccion es
semipermanente y necesita
pequefas cantidades de
reactivo

Son muy sensibles y pueden
detectar anticuerpos que no
son clinicamente
significativos

Permite automatizacion




Otra técnica en columna

Test de afinidad en columna

*Hematies sensibilizados se unen a una matriz
Inmunologicamente activa: Proteina G 0 A
(Staphyloccocus aureus), antilgM y antiC3d.

=[ncubacion (AG-AC)

=Centrifugacion en 3 fases

1°hematies atraviesa el medio de alta densidad
gue los separa del gel

2° y 3° hematies sensibilizados se unen a la matriz
de alta afinidad y quedan en la parte alta del gel



Icroplacas

Permite automatizacion y se usan para grandes
series de muestras

12 3 45 6 7 8 9 101112




= La aglutinacion se produce en los pocillos

= Los reactivos estan unidos a la superficie de los

pocillos




CON CENTRIFUGACION
*Tipaje ABO-Rh:

*Ensayos de adherencia en fase solida:
determinacion de AGs o de ACs
Si hay AG:
Proteina React;hio + Ilrlcuba:'r AGH Centrifuga ICs AG +
A hematies y lavar cion

reactivo + AGH
+ proteina A




SIN CENTRIFUGACION

=Uso de hematies magnetizados

Utilizacion de ACs Mo -

particulas de Fe que AG Microplaca en

contacto con placa

eabsoenalamb ) grracs I magnéti




R,
;Qué tecnica es la mejor?

= Multiples estudios comparando las tres técnicas

= Mayor sensibilidad en columna y microplaca
(EAI)

= Aumenta n° de falsos positivos

= No implica mayor seguridad en la transfusion, no esta
claro si ACs detectados con algunas técnicas van a

tener trascendencia in vivo

= Aumenta trabajo en el laboratorio y retrasa la

transfusion PERO PERMITEN AUTOMATIZACION



Automatizacion de las pruebas basicas

Permiten analizar mayor niumero de muestras
Reducen trabajo manual

Mejoran la precision

Utilizan métodos estandarizados

Eliminan subjetividad en interpretacion de

resultados
Minima manipulacion de las muestras

Trazabilidad



PRUEBAS SEROLOGICAS

J DETERMINACION DE GRUPO ABO y Rh
O ESCRUTINIO DE ANTICUERPOS IRREGULARES

d PRUEBAS CRUZADAS



- Determinacién del grupo ABO

= Grupo directo/hematico: presencia de antigenos
del grupo ABO

= Grupo INnverso/sérico: presencia en el suero o
plasma de ACs frente a AGs del grupo ABO

Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display.

ABO Blood Types
Antigen A Antigen B Antigens A and B Neither antigen
A nor B
Erythrocytes
Anti-B antibodies Anti-A antibodies MNeither anti-A nor Both anti-A and
anti-B antibodies anti-B antibodies
‘--,\\ » [ " 9 ( f ™ |
Plasma / A < /~ K( /
Type A Type B Type AB Type O
Erythrocytes with Erythrocytes with Erythrocytes with Erythrocytes with
type A surface type B surface both type A and neither type A nor
Blood type antigens and plasma | antigens and plasma |type B surface type B surface
with anti-B antibodies | with anti-A antibodies | antigens, and plasma | antigens, but plasma
with neither anti-A with both anti-A and
nor anti-B antibodies | anti-B antibodies

(a)



] Escrutinio de anticuerpos irregulares (EAI)
- Detectar la presencia en el suero de

aloanticuerpos Inesperados dirigidos contra

antigenos que no sean del grupo ABO.

= Transfusiones previas, embarazo.

= Se utilizan muestras de sangre con una composicion
antigénica conocida: paneles de células distintas con

combinaciones de AGS.



= Composicion antigénica del panel: D, C, c, E, e, Kell, Kk,

Le?, Leb, Jka, JkP, Fya, Fy°?, P1, M, N, Sys.

= Efecto dosis: un AG que se presenta de forma
heterozigota, al poseer la mitad de “dosis” puede dar
negativo en el panel (E, Jka) === deben incluir al menos

una homozigota para Fy2, Fy°, Jk&, Jk°, D, c, Sy s.
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] Prueba cruzada

= Objetivo: Demostrar In vitro que una sangre no va
a ser perjudicial in vivo para el paciente
= Se realizaban en diferentes fases (salino, Coombs).

* Estudios no han demostrado reacciones relevantes en caso de

transfusion con EAI (-) y PPCC (+) a posteriori

Recomendaciones de la AABB

1. EAI positivo: PPCC con AGH

2. EAIl negativo: Salino rapido o PC electronica




Prueba cruzada electronica

.
e Se considera un metodo valido siempre que se disponga de un
sistema informatico correctamente validado y controlado

J

N
e La compatibilidad ABO-Rh se basa en los datos registrados en
el sistema informatico

J

e« Los datos se obtienen mediante pruebas serologicas
realizadas al donante y al receptor

_/

. . r . - « F \
 El sistema informatico interpreta los resultados en funcion de
unas normas predeterminadas

J

e Si no se cumplen, emite un sistema de alerta e impide la
liberacion del hemocomponente no compatible



] Requisitos para PC electronica:

= Pacientes que poseen dos determinaciones de grupo
ABO-Rh y en los que se ha demostrado la ausencia de

AAll en el suero

= No pueden ser incluidos cuando:
- Muestra extraida antes de las 72 h previas
- No existen dos determinaciones del grupo ABO y Rh
- Se demuestra la presencia o historia anterior de AAll en
el suero

- Pacientes sometidos a trasplante de médula 6sea y cuyo

grupo ha cambiado
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