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1.- OBIETIVOS

Procedimiento orientado a pesquisar anticuerpos irregulares, gue pueden ser tanto aloanticuerpos, de tipo g
coma g, presentes en el suers o plasma de un paciente, utilizando para su deteccidn un set de dos o tres
gldbulos rojos {GR) grupo O de antigenicidad conocida, de manera que en conjunto posean los antigenos de
importancia clinica, idealmente en estado doble dosis. Comprende al menos la fase antiglobulina humana
(AGH).

2.- ALCAMNCE

Este procedimiento comprende desde el momento en gue se recibe fa orden de examen junto con la muestra
del paciente, hasta que se ingresa el resultado de este estudio al libro de transfusiones y sistema Informatico
del laboratorio clinico del Hospital Santa Cruz, emitiéndose finalmente el informe correspondiente. Cabe
mencionar que se realiza este procedimiento a todas las embarazadas v a aguellos pacientes que van a ser
transfundidos o posterior a este proceso.

3.- DEFINICIONES

* Anticuerpos |rregulares: Son aquellos anticuerpos presentes en suero o plasma de un paciente o receptar,
los cuales estan dirigidos contra antigenos eritrocitarios de otros sistemas sanguineos, distinto de los
anticuerpos naturales del sisterma ABO: anti A v anti B. estos anticuerpos pueden ser, segun su tipo tanto
lghd como lgG, v de acuerdo a su clasificacion pueden ser alocanticuerpas o autoanticuerpos.

* Aloanticuerpos: Son todos aguellos anticuerpos que estan dirigidos contra antigenos eritrocitarios y que
son diferentes de los naturales antl A v antl B. La Inmunizacién a estos antigenos eritrocitaros con la
consecuente aparicidn de estos aloanticuerpos, puede estar desencadenada por embarazo, transfuslan
previa, o por imyveccién deliberada de material Inmunogénico (vacunas), e incluso en algunos casos el
causante es desconocido.

» Autoanticuerpos: Son todos aquellos anticuerpos cuya especificidad son antigenos eritrocitarios
intrinsecos, es decir, que se encuentran presentes en sus propios globulos rojos, provocando una
hemalisis autoinmune,

* Anticuerpo tipo IgM: Inmunoglobulina pentamérica, cuyo peso molecular es de $00.000 D, su didmetro de
300 A®, posee capacidad aglutinante, capaz de activar complemento de forma total, puede actuar desde
4°C a 37°C, llamadas también anticuerpos frios por asta razdn. Representa el 4% de las Inmunoglobulinas
totales.

+ Anticuerpo tipo IgG: Inmunogiobuling monamérica, cueyo peso maolecular es de 150.000 D, su didmetro de
120 A%, no posee capacidad aglutinante, capaz de activar complemento de forma parcial, actuan a 37°C,
llamadas también anticuerpos callentes por esta razién. Representa el B0% de las Inmunoglobulinas
totales.

—_—_—m—e————
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* Complemento: dentro de la respuesta inmune inespecifica de tipo humoral se encuentra el sistema del
complemento, el gue estd constituido por moléculas termalabiles presentes en el individuo, implicadas en
la defensa frente a infecciones y células tumorales, potenciando |a inflamacion y la fagocitosis; actia
produciendo |a lisis de células y microarganismos.

# Poliaglutinacién: Fendmeno atipico en el cual los GR son aglutinados por sueros humanos de adultos ABD
compatibles, pero no por sueros de recién nacidos. En algunas instancias los GR son aplutinados por suero
autdlogo, pero esto no es camiin,

s Panaglutinacién: Fendmeno que se produce por la presencla de gelatina de Wharton o de un anticuerpo
producide por bacterias, que causa aglutinacidn con todas las células a las gque se enfrenta incluyendo las
propias del individuo, por lo tanto son también autoagiutininas; las panaglutininas no tienen especifidad y
ademads no producen hemaolisis,

» Roleaux: Aglomeracion de los globulos en forma de “pilas de monedas”, debida a infusion de dextran,
fibrindgeno, o a las concentraciones de proteinas plasmaticas especialmente del tipo alfa-globulinas
presentes en el plasma del paciente.

=  SAGH: Suero antiglobulina humana [reactival.

=  PBS: Buffer fosfato salino.

4.- RESPONSABLES

* Técnico paramédico (TP): Estan encargados de la recepcion de la solicitud de transfusidn u orden de
examen junto con la muestra, preparacion de la hoja de protocolo de trabajo y la centrifugacian de la
muestra.

* Tecndlopo medico [TM): Es el encargado de la ejecucion de la técnica, interpretacidn de resultados,
reglstros e ingreso de resultados al programa informatico del laboratorio con su respectiva validacion,
El TM encargado de transfusiones o el TM de hematologia es el responsable de supervisar el
cumplimiento de cada una de las etapas antes mencionadas garantizando el cumplimiento de los
estdndares de calidad definidos por el MINSAL

. —
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5.- DESARROLLO

Al realizar esta técnica, es posible detectar anticuerpos irregulares (aloanticuerpos), ¥y en forma paralela,
autoanticuerpos.

Dado gue los anticuerpos tienen distintas caracteristicas, se hace necesarla la utilizacion de diferentes
temperaturas y medios de reaccidn.

El tipo de muestra requerida para este procedimiento es sangre total con o sin anticoagulante (EDTA).

Es posible desarroliar esta técnica en diferentes soportes (tubo y gel).

5.1 Deteccion de aloanticuerpos

Es |a técnica que pesquisa aloanticuerpos presentes en el suero o plasma del paciente, para lo cual se utilizan
GR Ol y Oll comerciales, puesto que estos GR paseen en conjunto, de manera conocida y controlada, todos los
antigenos de importancia clinica, hacia los cuales estan dirigidos los anticuerpos gue eventualmente podria
presentar el paciente en su plasma.

5.1.1 Técnica en gel manual:

a) Centrifugar la muestra de sangre total para utilizar plasma o suero.

b} La suspensidn de GRO| y GROI| estd al 0.8% y son comerciales listo para su uso,

c} Rotular dos columnas de un gel de Coombs con las siglas Ol y OIl v el numero correlativo de la muestra
{ultimos ndmeros del codigo del sistema informatico de [aboratorio)

d} Agregar 50 ul de la suspension preparada de GROI y GROII en las columnas correspondientes,

e) Depositar 25 ul del suera o plasma del paciente en estudio en cada uno de las columnas mencionadas
anteriormente.

fl  Incubar el gel a 37 °C por 15 minutos, centrifugarios v leer los resultados

gl En el caso que de positivo una deteccidn de anticuerpos irregulares se puede solicitar deteccidn de
autoanticuerpos o estudio de amplitud térmica.

5.1.2 Técnica en gel automatizada:

a) Se debe utilizar el equipo Swing que es el pipeteador de muestras.

b} En el computador al lado del equipo se debe abrir el icono gue dice USUARID.

g] 5e abrird el programa y en la parte inferior se debe presionar COVER o F11, para abrir la tapa del
egulpo swing.

d] Se deben cargar las muestras, las células Ol y Oll y las tarjetas liss coombs con los cddigos de barra
visibles (todo sin tapa v con los geles descubiertos de la [amina), luego cerrar la tapa.

2] Luego se debe presionar START o F2, para que comience.

fl El equipo va a leer los codigos de barra de las muestras y se e debe asignar la prueba test de Coombs
Indirecto, luego presicnar Validate o F2, posterior a eso te pregunta si estd asignado de forma correcta
v se debe presionar YES.

e ]
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gl Se debe identificar el tipo de muestra que utilizaras, luego presionar Valldate o F2
= Muestra centrifugada
*  Muestra con sangre total
* Solo plasma

h) Luego te presenta los reactivos, que necesita para realizar esa prueba. 5i estdn ingresados todos se
debe apretar CONTINUE o F2,

i} Finalmente el equipo leerd los codigos de barras de los reactives es decir Tarjetas y células Ol y Oll y
comenzara a trabajar,

jl Unawvez que el pipeteador termina arrojard una alarma sonora v es en ese momento se debe presionar
COVER para abrir la tapa y retirar las tarjetas.

k) Se deben llevar las tarjetas a incubar 15 minutos a 37°C.

I) Posteriora la incubacién se debe utilizar el equipo Saxo que centrifugard y leerd las tarjetas.

m} Para la utilizacién del equipe saxo se debe utilizar el lcono MAESTRO, ahi solicitara usuario y clave para
acceder,

n] Después del ingresa, se debe selecclonar el icono saxo {segundo icona).

o) Se abrird una pestafia con 4 opclones, en este caso se selecciona la opcion LECTURA AUTOMATICA.

pl Sedeben ingresar las tarjetas al equipo mestrando el cddigo de barra al lector (ubicacidn parte superior
derecha) v cerrar la tapa

q) Presionar la opcidn leer v consultara si quleres centrifugar las tarjetas o solo leer, en este caso se debe
presionar 5l

r}  Posterior a 10 minutos el equipo arrojara las fotografias donde se podran interpretar los resultados,

Interpretacion de la técnica en gel:

» Se considera positivo una deteccion de aloanticuerpos sk se observa en el cuerpo de algunas de las
columnas aglutinacion de GR fuera del precipitado en su base. Para saber si la naturaleza del
aloanticuerpos es IgM se debe hacer una prueba de centrifugacidn inmediata en tubo.

* La ausencia de aglutinacidn se considera como ausencia de aloanticuerpos, teniendo presente que
podria existir alguno, cuyo antigeno al cual esta dirigido no estuviese presente en los GR O y GROI,
utilizadas como células testipo o reactivo,

= las muestras que correspondan a transfusiones en las gue se detecten aloanticuerpos, deben enviarse
al Centro de Sangre de Valparafso para su identificacion.

5.2 Control de calidad de la técnica
El control de calidad para esta técnica se debe realizar semanalmente, se debe utilizar un contrel de calidad

comercial gue tiene anticuerpos irregulares.

-—_— e _ . e
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B.- REVISION ¥ CONTROL DE CAMBIOS

Deben guedar los registros de los camblos realizados al documento con fecha, el tipo de cambio (ejemple
flujpgrama) y su aprobacién

Revisién | Fecha Cambios
Versidn 01 Diclembre 2015 Anexo 2 v Anexo 3

Version 02 Marzo 2018 Actualizacidn de contenido
Version 03 Abril 2021 | Actualizacion de contenido

7.- REFERENCIAS

Manual de procedimientos operacionales estandarizados POE —BS H5Fdo
Orientaciones para centros de sangre v UMT = MINSAL, 2006
Estandares en inmunchematologia, documentos de trabajo de la Comisidn Nacional de Sangre vy
Tejidos = 2009,

* Manual de Inmunchematologia y banco de sangre - Escuela Tecnologia Médica Universidad de Talea -
2010

*  Manual Técnico AABB — 2005

* Glosario de términos MINSAL, 2009

&.- DISTRIBUCION

* Unidad de Medicina Transfusional
» Dpto. de Calidad y Seguridad del Paciente.
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9.- ANEXDS
Anexo N1
INSTRUCTIVO MAMNEID DE CENTRIFUGAS
Técnica en tubo

La centrifuga ALC 42 CM para la centrifugacion de las muestras, posee dos velocidades fijas (SPEED); high y low,
en este caso se debe utllizar la high v el tiempo para ambas puede variar de minuto a minuto, (TIMER), para
centrifugar las muestras se deben fijar 4 minutos,

Técnica en gel.

En la técnica de geles solo se utiliza la centrifugacion para lectura (esta técnica suprime los lavados). La
centrifugacion de peles se efectia en la centrifuga para geles, a los tiempas y velocidades estandarizados por el
proveedor (BIO-RAD), gue esta grabado en el programa de la centrifuga (10 minutos 2 1200 rpm).

Para esto se disponen los geles siguiendo el principio basico de contrapesar las cargas en forma opuesta, y
apretando el botdn START para echar a andar la centrifugacian.

Una vez que la centrifuga se ha detenido, se abre directamente presionanda antes el boton STOP/OPEN,

—_——_____  ——————————————
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Anexo N2
INSTRUCTIVO
LECTURA E INTERPRETACION DE
REACCIONES DE AGLUTINACION

La fuerza de la reaccién de aglutinacion se debe informar en cruces sigulende un patrén estdndar,
acore es |a suma de un valor numeérico que se le asigna al grado de fuerza o potencia de la reaccidn de
aglutinacion.

# Es muy importante para todos los métodos en tubao la téenica de lectura de "agitar v girar”. 5 no hace
esta puede significar gue se pierdan los subgrupos déblles y las reacciones de campo mixto. En cambio
la técnica en gel la lectura es mds sencilla y simple.

* [Es recomendable y puede ayudar en los laboratorios de poca luz gue se utilice una fuente de luz para
ambas lecturas.

* Es importante reconocer y no pasar por alto e informar la presencia de un campo mixto o de hemolisis
por su relevancia clinkca.

Técnica en gel

1) 4+ GR aglutinados en la parte alta de gel

2) 3+ B0% de los GR en el terclo superior de la columna

3) 2+ B0% de los GR en los dos tercios superiores de la columna
4} 1+ B0% de GR en los dos tercios inferiores de |a columna

5) Megativo (-} 100% de los GR en el fondo

6] CM, campo mixtao

e
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Anexo N*3

INSTRUCTIVO
REGISTRO DE RESULTADOS

Los resultados deben ser registrados en la PLANILLA GRUPOS SANGUINEDS - TCD - TCI — PA o leldos en el
equipo saxo, donde gueda el respaldo fotografico.

FLAMALS GRUPCS SAHGUMEDS - TCO - TCHI - P& |

Ruisuirails

e

.. |
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Anexo N°4
INSTRUCTIVO
DETECCION DE AUTOANTICUERPOS
(PRUEBA AUTOLOGA)

Deteccidon de Autoanticuerpos (Prueba Autdloga):

5i los resultados de la deteccion de aloanticuerpos resulta positiva, se debe descartar el hecho de que se trate
de un auteanticuerpo realizando una prueba autdloga (PA). Esta técnica detecta autoanticuerpos presentes en
el suero o plasma del paciente, que aglutinan contra sus proplas células y en general, por estar dirigido
frecuentemente contra antigenos comunes, ante cualguier célula que se le enfrente. Por tanto, para su
deteccion se utilizan los GR de la muestra y el suero o plasma de la misma.

Técnica en gel:

a] Centrifugar la muestra de sangre total 3 estudiar

b} Preparar una suspensidn de los GR de |a muestra en estudios al 1% en LISS

¢} Rotular 1 columna de un gel de Coombs con la sigla PA v adicionar 50 ul de GR de la muestra en estudio
al 1% en LI5S

d] Adicionar 25 ul del suero o plasma en del paciente en estudio

2] Incubar a 37°C durante 15 minutos, luego centrifugar sepin lo estandarizado, leer los resultados,
interpretar v leer en lector de tarjetas.

f) Siel resultado es positivo se debe realizar estudios de amplitud térmica

Interpretacidn de la técnica:
» Resultados negativos indican ausencia de autcanticuerpos
* Resultados positivos en:
En tubo
o Fase salina (Cl): Roleaux, aglutininas frias o autoanticuerpos tipo IgM, problemas de
Poliaglutinacien [asociado a los GR) y problemas de Panaglutinacion (asociados al suero o
plasma)
o Fase 37°C: autoanticuerpos [gM de amplitud térmica.
o Fase SAGH: presencia de autoanticuerpos IgG y/o fracciones del complemento adheridas al
glabulo rajo.

e —
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Anexa NS
INSTRUCTIVO
ESTUDIOS DE AMPLITUD TERMICA

Técnica que es (til en la deteccion e identificacidn de anticuerpos que se unen a antigenos solo a 37°C, que es
la temperatura de importancia clinica, Por tanto, la técnica consiste en realizar las técnicas antes vistas,
estrictamente a 37°C,

Muestra:
Suero o plasma del paciente en estudio, mantenido a 37°C en Incubador.

Reactivos:

Técnica en gel

Gel de Coombs

LI55

GR Ol y Ol comerciales,

Técnica.

En gel:

@) Incubar a 37°C por 5 a 10 minutos, tubos con una peguefia porcidn de suero o plasma en estudio, otro
con GR Oy Ol al 1% en LI5S v un gel de Coombs

b] Agregar 50 ul de los GR Of y Oll al 0.8% en LIS5 a cada columna del gel de Coombs identificada y luego
25 ul del suero o plasma en estudio sin sacar del Incubador.

c) Incubara 37"C por 15 minutos

d] Leerrapidamente bajo las condiciones establecidas

e e, e
FProtocolo Deteccidn de Anticuerpos Irregulores Pégina 11



