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PRESENTACION

En el dltimo decenio, se constata que e} pais ha sabido z2aitennar con
éxito el desafio impuesto por la politica de apertura en ios mercados
internacionales,, afcanzando wun crecimiento y  desarrollo  econdmico
sustentable, con un sector empresarial dindmico. innovador v capaz de
adaptarse rapidamente a las senales del mercado.

~ Sin embargo, nuestra estrategia de desarrollo, fundada en el mayor
esfuerzo exportador y en un esquema que principalmenie hace uso de las
ventajas comparativas que dan los recursos naturales y la abundancia relatuiva
de la mano de obra, tendera a agotarse riapidamente como consecuencia del
propio progreso nacional. Por consiguiente, resulta determinante afrontar una
segunda fase exportadora que debe estar caracterizada por la incorporacién de
un mayor valor agregado de inteligencia, conocimientos y tecnologias a
nuestros productos, a fin de hacerlos mds competitivos.

Para abordar el proceso de modernizacidon y reconversion de la
estructura productiva del pais, reviste vital importancia el papel que cumplen
las innovaciones tecnolégicas, toda vez que ellas confieren sustentacién real a
la competitividad de nuestra oferta exportable. Para ello. el Gobiermo ofrece
instrumentos financieros que promueven e incentivan la innovacién y el
desarrollo tecnoldgico de las empresas productoras de bienes y servicios.

El Fondo Nacional de Desarrollo Tecnolégico y Productivo FONTEC,
organismo creado por CORFO, cuenta con los recursos necesarios para
financiar Proyectos de Innovacién Tecnoldgica, forrnulados por las empresas

“del sector privado nacional para la introduccién o adaptacion y desarrollo de

productos, procesos o de equipos.

Las Lineas de financiamiento de este Fondo incluyen, ademads, el apoyo
a la ejecucién de proyectos de Inversion en Infraestructura Tecnolégica y de
Centros de Transferencia Tecnolégica a objeto que las empresas dispongan de
sus propias instalaciones de control de calidad y de investigacion y desarrollo
de nuevos productos 0 procesocs.

_De este modo se tiende a la incorporacién del concepto "Empresa -
Pais", en la comunidad nacional, donde no es sélo una empresa aislada la que
compite con productos de calidad, sino que es la "Marca - Pais™ la que se hace
presente en los mercados internacionales. '

El Proyecto que se presenta, constiuye un valioso aporte al
cumplimiento de los objetivos y metas anteriormente comentados.

FONTEC - CORFO
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ABREVIACIONES

Principal sistema de antigenos de grupo sanguineo humano, que se
encuentran localizados en la superficie de los glébulos rojos y permiten
clasificar a los individuos en los grupos A, B, AB y O.

Anticuerpo monoclonal

Proteina secretada por los linfocitos B al suero, que se sintetiza en respuesta
a un antigeno y que interactiia especificamente con este.

Anticuerpo dirigido contra la regién constante de la cadena pesada de una
inmunoglobulina

Cualquier sustancia que es capaz de provocar una respuesta de tipo
inmunolédgico en los vertebrados.

Albimina de suero de bovino

Complemento. conjunto de proteinas del suero que participan en la
respuesta inmune frente a patogenos

Fragmento d del tercer componente del complemento

Densidad optica

Ensayo inmunoenzimatico en fase solida

Sitio del antigene al cual se une un anticuerpo

Glabulo rojo

Inmunoglobulina de la clase G

Inmunoglobulina de la clase M

Sulfato de Amonio

Amortiguador fosfato salino

Grado de acidez de una solucién

Sistema de antigenos de grupo sanguineo humane, que permite clasificar a
los individuos en Rh™ {cuando el antigeno D ¢ Rh estd presente) y en Rh’

(cuando el antigeno esta ausente).



1. RESUMEN EJECUTIVO

El objetivo general de este proyecto, fue desarrollar y producir en Chile un nuevo
sistema de tipificacion de grupos sanguineos humanos, alternativo al método tradicional
consistente en reacciones de aglutinacion en lamina o tubo, basada en el uso de soportes
solidos, bafiados por anticuerpos policlonales y/o monoclonales dirigidos contra los
principales antigenos de los grupos sanguineos humanos de mayor importancia clinica

que se expresan en los globulos rojos: ABO y Rh.

1.1 Grupos Sanguineos Humanos

La clasificacion de los grupos sanguineos humanos establecida por los trabajos
pioneros del inmundlogo Karl Landsteiner (Paul, 1999) a principios de este siglo,
permitieron desarrollar técnicas de transfusién sanguinea, que han disminuido el riesgo
de reacciones adversas provenientes del rechazo, por parte del sistema inmune del
receptor, de la sangre incompatible transfundida. Actualmente se sabe que los

principales sistemas de compatibilidad sanguinea son los grupos sanguineos ABOQ vy el
Rh.

El Sistema ABO comprende el grupo de antigenos mas importante de antigenos
(A. B, AB y 0) que se expresan sobre la membrana de los globulos rojos. Su
especificidad antigénica reside en estructuras de tipo oligosacéaridas (azlicares), producto
de la accion de varias enzimas (glucosiltransferasas) que actian en secuencia sobre un
sustrato oligosacarido de base (un tetrasacarido unido a una proteina integral de la
membrana plasmatica de los eritrocitos). Este sistema permite clasificar a los sujetos
como A, B, AB y 0. En Chile los fenotipos de este sistema presentan la siguiente

frecuencia: 0 (59,2%), A (29,5%), B (9,3%) y AB (1,99%) (Palomo y Pereira, 1995).
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El Sistema Rh es uno de los sistemas de antigenos de grupo sanguineo mds
polimorficos (compuesto por muchos genes que son alelos entre si) puesto que se han
descrito mas de cuarenta antigenos diferentes, siendo comunes sélo cinco de ellos,
denominados D, C, ¢, E y e. Sin embargo el mas importante es el antigeno D), mas

conocido como Rh, su presencia determina que los individuos sean clasificados como

Rh positivo (Rh") y su ausencia como Rh negativo (Rh"). En Chile los fenotipos de este

sistema presentan la siguiente frecuencia Rh' 94,7% y Rh™ 5.3% (Palomo y Pereira,

1995).

1.2 Los Anticuerpos c¢omo Herramientas para la Tipificacion de Grupos

Sanguineos

Los anticuerpos son proteinas producidas por los vertebrados en respuesta
especifica contra un antigeno. Por esta propiedad, han sido una herramienta
fundamental en el desarrollo de ensayos de diagndstico para numerosas patologias y
sustancias en humanos, como es el caso de hormonas, receptores, toxinas, farmacos,
antigenos tumorales y antigenos de grupos sanguineos. Basicamente, cuando se
dispone de un anticuerpo contra un antigeno, se tiene una sonda especifica para
buscar ese antigeno en diferentes matrices que pueden ser, orina, sangre, muestras de

tejido, muestras de alimentos, etc.

Antes del advenimiento de la metodologia de hibridomas para producir
anticuerpos monoclonales en cantidades ilimitadas ir vitro (K8hler y Milstain, 1975;
Becker y De loannes, 2002), la principal fuente de anticuerpos para determinar el
grupo sanguineo de dadores y receptores de sangre, eran los anticuerpos provenientes
de seres humanos inmunizados en forma experimental con sangre incompatible.
Estos reactivos a pesar de ser especificos eran de dificil estandarizacion y por su
origen humano, podian ser causa de la transmision de enfermedades como el SIDA,

Hepatitis y Enfermedad de Chagas, a los productores y operadores.



La produccién de anticuerpos monoclonales de ratén mediante técnicas de fusién
somatica, permiti¢ en la década de los 80, la produccién de anticuerpos especificos de
los grupos A y B con alta especificidad y avidez para la tipificaciéon sanguinea en el
ambito de Bancos de Sangre (Becker, et al., 1994). Estos anticuerpos por sus
caracteristicas de homogeneidad y estabilidad en el tiempo, permitieron por una parte
bajar los costos de las determinaciones de grupos sanguineos significativamente y por
otra, simplificaron los procedimientos, puesto que por su alta calidad y potencia han

disminuido la frecuencia de resultados falsos negativos en los Bancos de Sangre.

A pesar de los avances alcanzados por la introduccion de los anticuerpos
monoclonales, la tipificacion de sangre humana mediante técnicas clasicas de
aglutinacion directa o mediante la reaccién de anti-globulina humana o prueba de
Coombs, para visualizar reacciones de aglutinacion débiles, aun requiere de personal
altamente calificado para que los resultados sean confiables. Por ejemplo, la reaccion de
Coombs, que permite aumentar la sensibilidad de las reacciones de aglutinacién
mediante la incorporacién de un suero polyclonal de conejo o cabra anti-
inmunoglobulina G (IgG) humana, para detectar grupos sanguineos débiles, consume
mucho tiempo y trabajo que requiere esta técnica, debido a la necesidad de repetidos

lavados de las muestra.

1.3 Métodos de Tipificacién Sanguinea

El método tradicional de tipificacion de los grupos sanguineos humanos de
importancia clinica, es la aglutinacion de eritrocitos in vitro, esto es sobre una lamina de
vidrio 6 en un tubo de fondo curvo. En ella, los eritrocitos que presentan determinados
antigenos en su superficie, son colocados en presencia de un antisuero de un dador o, de
un reactivo tipificador formulado sobre la base de anticuerpos monoclonales de ratén, de
esta forma, el eritrocito une estos anticuerpos 6, se sensibiliza y posteriormente, esta

union se estabiliza. Con este proposito, los medios en que se realiza esta reaccion tienen



caracteristicas particulares que estabilizan la reaccion de aglutinacién, tales como un pH,

fuerza iénica y temperatura adecuadas.

Se han desarrollado procedimientos alternativos a la técnica clasica de
aglutinacién en lamina o en tubo, como es el método de microplacas. En este caso,
placas de poliestireno de multipozos, son recubiertas con anticuerpos especificos de
antigenos de gldbulos rojos. Esta técnica tiene la ventaja de disminuir el uso de los
reactivos especificos, acortar el tiempo de los lavados, pero la lectura de los resultados
requiere de personal especializado y microscopio para obtener lecturas confiables. Sin

embargo, no posee caracteristicas tecnologicas superiores a la técnica clasica.

Alternativamente a la metodologia de microplaca, se han comenzado a usar
soportes solidos que incorporan anticuerpos, fundamentalmente por su mayor
sensibilidad, facilidad en la lectura y porque es posible manejar un gran numero de
muestras con un personal menos entrenado. Justamente en este tltimo punto, radica la
ventaja fundamental de esta metodologia por parte del Banco de Sangre por sobre la
técnica clasica de aglutinacidn y de las microplacas. Ademids queda un registro que

puede ser fotocopiado o registrado electronicamente.

En forma resumida, esta técnica utiliza pequefias esferas hechas de un material
inerte poroso que no dejan pasar los glébulos rojos a su interior. Mediante el uso de
reactivos quimicos especificos, las esferas se activan de manera que pueden reaccionar

con los globulos rojos, atrapando los complejos inmunes.

Estas esferas se dejan decantar espontdneamente en un pequefio tubo de
centrifuga formando un sedimento, que resiste la fuerza de una centrifuga de laboratorio
sin deformarse y manteniendo sus propiedades de flujo entre las esferas. Una vez que el
gel ha sedimentado, permanece estable por mucho tiempo y no requiere de refrigeracién

para ser almacenado, previo a su uso en el Banco de Sangre.



El principio en que se basa la utilizacién de soportes solidos para el Banco de
Sangre es simple y se muestra en la Figura 1. Si se deposita una capa de glébulos rojos
sobre la superficie del gel que no reaccionan con el anticuerpo unido al soporte solido y
este se somete posteriormente a un campo gravitacional moderado que no dafie los
globulos rojos, los eritrocitos escurriran por entre las esferas del gel hasta legar al fondo
del micro-tubo, donde quedaran como un punto rojo (resultado negativo). Por el
contrario, si las células que se colocan sobre el soporte, reaccionan con el anticuerpo, su
migracion hacia el fondo del tubo se impedird o se retardaré significativamente, de tal

manera que las células no llegaran al fondo del tubo (resultado positivo).

Como se observa en la Figura 1, los soportes sintéticos, por sus caracteristicas
de transparencia contrastan muy bien el color rojizo de los globulos rojos, facilitando
enormemente su visualizacion en la columna, por lo tanto la evaluacién de la reaccién es
mucho menos subjetiva que por medio de la reaccién de aglutinacién y requiere menos

instrumentacion que la técnica de microplacas cubiertas con anticuerpos.

En este proyecto planteamos desarrollar esta metodologia para producir dos
soportes o tarjetas: uno para tipificar ABO y Rh, y otro para la reaccién de Coombs, que
es la tipificacion que consume mas tiempo al ser desarrollada por la metodologia
tradicional. La reaccién de Coombs, descrita a mediados del siglo pasado, permite
determinar los llamados antigenos ocultos, que por su reaccién de aglutinacion muy
débil pueden pasar inadvertidos y de esta forma ser clasificados como negativos, como
es el caso de ciertos antigenos del grupo Rh. También la Prueba de Coombs se usa

rutinariamente para determinar compatibilidad entre un dador y un receptor potencial.



Figura 1

Sistema de Tipificacion Sanguinea en Soporte Sélido
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Las ventajas de los sistemas de soporte sélido frente al método tradicional, esto
es aglutinacion directa de los eritrocitos por el reactivo tipificador sobre una ldmina de
vidrio 0 en un tubo de fondo redondo, son su mayor sensibilidad para pesquisar
antigenos que se expresan débilmente, la facilidad y confianza en la lectura por parte del
personal de los Bancos de Sangre y el ahorro de tiempo al permitir el manejo de un gran
numero de muestras en paralelo. Debido a estas ventajas, los sistemas de soporte sélido
han sido introducidos exitosamente en los Bancos de Sangre de los paises desarrollados

¥y en nuestro pais, por su alto costo, sélo son utilizados por clinicas privadas.

1.4  El Mercado de Tipificaciones Sanguineas

El mercado de tipificaciones sanguineas, mueve una cantidad importante de
recursos en el sector estatal y privado de salud. Debido a que no existe capacidad de
produccion nacional de los productos de ultima generacién que proponemos, se ha
demorado la implementacion de la tecnologia de soportes en Chile, por el alto costo que
esto representa para el sector de salud porque se ha constituido un monopolio por parte
de una empresa espafiola. La innovacion que nuestra empresa piensa introducir en el
mercado Chileno y luego en el Latinoamericano, tiene costos significativamente
menores y con calidad técnica equivalente o superior. La introduccién masiva de esta
tecnologia en Chile, significara ahorros en mano de obra al requerir personal con menor
experiencia para realizar esta actividad. La mayor simplicidad de este ensayo por otra

parte, disminuira los errores que se producen por las técnicas tradicionales.

El mercado latinoamericano para estos sistemas de tipificacién es basto, si tan
solo se considera que en Chile se realizan 1.000.000 de tipificaciones de grupo ABO y
300.000 reacciones de compatibilidad Rh, constituyéndose en la actividad mas
importante que se realiza en los Bancos de Sangre, ya que es el paso previo y
fundamental que asegura la viabilidad de las transfusiones sanguineas y por esta via, la

vida del paciente.
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Creemos que el desarrollo de este proyecto permitird producir los sistemas de
soporte a un costo razonable para los Bancos de Sangre de los hospitales y clinicas del
pais, lo cual tendra beneficios econdmicos y sociales para la poblacién, al permitir que
un diagnéstico tan vital y bdsico como es el grupo sanguineo de un individuo, se realice

con un sistema de tipificacion de mayor seguridad, mejor tecnologia y menor costo.

1.5 Principales Resultados del Proyecto

Desde el punto de vista tecnoldgico, entre los principales resultados del proyecto

se destacan los siguientes:

1. Se establecié una red de proveedores de suministros de materias primas que
incluye: proveedores de soportes, reactivos monoclonales anti-ABO, anti-
Rh y sueros de congjo anti-IgG humana y anti-complemento (C3d)

humano.

2.  Se selecciond un soporte sélido que cumple con los requisitos fisico-
quimicos en cuanto a tamafio de la particula, entrecruzamiento y limite de

exclusion, para desarrollar el ensayo de tipificacion.

3. Se establecié una formulacién de los soportes para los grupos sanguineos
clasicos, ABO y Rh; también se logré la formulacién para la prueba de
Coombs. La evaluacion de estas preparaciones con glébulos rojos
estandares demostrd6 que ellas cumplen con los requisitos de

inmunopotencia y especificidad exigidos por lo Bancos de Sangre.



4.  Los soportes desarrollados muestran estabilidad en el tiempo, tanto desde el
punto de vista del estado de suspension de las particulas como de sus

propiedades especificas como reactivo tipificador.

Desde el unto de vista comercial, entre los principales resultados del proyecto se

destacan los siguientes:

1. Se iniciaron las gestiones frente al Instituto de salud Publica de Chile, con el

proposito de obtener un certificado de libre venta en nuestro pais.

2. Para avanzar en la comercializacion de los kits de tipificacién en el mercado
Latinoamericano, en colaboracién con un proyecto de Integral Chile, se esta
desarrollando una estrategia de comercializacion de este tipo de ensayos para

penetrar en ¢l mercado Mexicano.
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2. EXPOSICION DEL PROBLEMA

Biosonda S.A implement6 a nivel laboratorio, un procedimiento que permite
obtener soportes sélidos, para la determinacién de antigenos de gldbulos rojos en Bancos
de Sangre. Este método presenta ventajas sobre los métodos tradicionalmente usados en
tipificacion sanguinea, como son la aglutinacién directa, aglutinacién indirecta y sistema
de placas. El propdsito de este proyecto, fue llevar este desarrollo tecnolégico a nivel
piloto, para comenzar su produccion masiva, introducirlo en el Ambito nacional e iniciar

su exportacion a paises de la regién.

La comercializacion de estos kits estara a cargo de la empresa Comercial A&B,
una empresa Chilena dedicada a la distribucién y manufactura de reactivos y productos
para uso en Hospitales, Clinicas y Laboratorios Clinicos. Esta empresa hoy dia lidera el
mercado de Banco de Sangre, representando en Chile a las empresas del Reino Unido,
Lorne Laboratories Ltda y Serologicals Ltd., ambas proveedoras de sueros y
reactivos para uso en Bancos de Sangre y Laboratorios Clinicos. Ademads sustenta la
representacion de otras empresas relacionadas a la fabricacion y distribucién de material

de precision para laboratorio, John Poulten Ltd.

Serologicals UK es en la actualidad uno de los principales proveedores en el
ambito mundial, de anticuerpos monoclonales (tecnologia basada en la aplicacién de
ingenieria genética para la manufactura de biolégicos) relacionados a la clasificacién de
grupos sanguineos y otros grupos afines para tipificacion en Bancos de Sangre.

Comercial A&B importa los concentrados, fraccionando, envasando y formulando el

- producto final en sus propios laboratorios e instalaciones.

12
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Productos similares a los que proponemos en este proyecto, estan siendo
comercializados por la empresa Espaiiola Grifolds, pero su elevado costo ha hecho que

la mayoria de los Bancos de Sangre sigan usando las tecnologias tradicionales.

De acuerdo al estudio de costos que hemos realizado para este proyecto, en
colaboraciéon con Comercial A&B S.A., indican que la produccion de estos soportes,
utilizando la tecnologia desarrollada por Biosonda, tiene costos muy competitivos para
la introduccién masiva de esta tecnologia de punta en Chile. El beneficio mas
importante para los Bancos de Sangre es que esta nueva metodologia, permitira bajar los

costos de los analisis, puesto que es mas rapida e involucra menos mano de obra para su

aplicacion.

2.1 Fundamentacion Tedrica
2.1.1 Grupos sanguineos humanos

La clasificacion de los grupos sanguineos humanos establecida a principios de
siglo por el inmunélogo Karl Landsteiner (Paul, 1999) se basa en la presencia de ciertas
moléculas -glicoproteinas- sobre la membrana de los glébulos rojos, las cuales por su
capacidad de provocar una respuesta inmunolégica en un sujeto que no los posee, se

denominan antigenos (Becker y De loannes, 1998; 2002).

La disciplina que se dedica al estudio de la respuesta inmunolédgica de los
individuos frente a los antigenos presentes en eritrocitos se denomina
Inmunohematologia. Esta rama de la medicina, cuyo sostén es la actividad de
tipificacion de grupos sanguineos que se realiza en los Bancos de Sangre, participa del
diagnostico y tratamiento de todas las patologias hemoliticas adquiridas o de naturaleza

autoinmune (Palomo y Pereira, 1995).



Los antigenos de glébulos rojos capaces de provocar una respuesta inmunolégica
en pacientes, requieren de un anélisis individval y aunque se han identificado 19
sistemas de grupos sanguineos, que suman alrededor de 200 antigenos, los de mayor
capacidad inmunogénica, significancia clinica y frecuencia poblacional son el Sistema
ABO y el Sistema Rhesus mas conocido como Rh. Otros Sistemas de relevancia son el
Sistema Kell, el Sistema Duffy, el Sistema Lewis, el Sistema Kidd, el Sistema MNSc

y ¢l Sistema Lutheran, entre los principales (Mollison, 1987).

El Sistema ABO: es el grupo de antigenos mds importante de antigenos que se
expresan abundantemente sobre la membrana de los glébulos rojos. Su especificidad
antigeénica reside en estructuras de tipo oligosacaridas, producto de la acciéon de varias
glucosiltransferasas que actian secuencialmente sobre un sustrato base (un tetrasacarido
untdo a una proteina integral de la membrana plasmatica de los eritrocitos). Este sistema
permite clasificar a los sujetos como A, B, AB y 0. En Chile los fenotipos de este
sistema presentan la siguiente frecuencia: 0 (59,2%), A (29,5%), B (9,3%) vy AB (1,99%)
(Palomo y Pereira, 1995).

En la Tabla 1 a continuacién, se muestran los principales grupos de sistema
ABO que determinan el fenotipo del individuo y su correspondiente genotipo, y en la
Figura 2, sc muestra los azucares que definen el epitopo que da la especificidad a cada

grupo y las relaciones de compatibilidad sanguinea cuando se realizan transfusiones.

Tabla 1

Fenotipo y genotipo del sistema ABO (no se incluyen los subgrupos)

lFenotipos”genotiposl
|_AB | 4B |
| A |44 0r40)]
[ B “BBorBO]
o | oo |
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Figura 2

Estructura de los epitopos del sistema ABO y compatibilidad sanguinea

A Trisacdrido terminal Grupo
Fuc=Gal=GlcNAC O
Fuc
Gal—=GlcNAc A, AB
GalNAC A
Fuc\
Gal—GlcNAc B, AB
Gal 7
B 0

En el esquema A, se muestran la cadena de aziicares que s expresa sobre la membrana de los
eritrocitos y que detemmina que un sujeto sea del grupo sanguineo o, A, B, 6 AB.

En el esquema B, se presenta un cuadro que resume el tipo de transfusiones de acuerdo a la

compatibilidad del sistema ABO. Las transfusiones compatibles se indican con Si y las
incompatibles con No. Dentro de cada tipo de sangre las transfusiones son compatibles.

15



El Sistema Rh: es uno de los sistemas de antigenos de grupo sanguineo mas
polimorficos, puesto que se han descrito mas de cuarenta antigenos diferentes, siendo
comunes s6lo cinco de ellos, denominados D, C, ¢, E y €. Sin embargo el mas

importante es el antigeno D, mas conocido como Rh, su presencia determina que los
pacientes sean clasificados como Rh positivo (Rh+) y su ausencia como Rh negativo
(Rh’). En Chile los fenotipos de este sistema presentan la siguiente frecuencia Rh™

94.7% y Rh™ 5,3% (Palomo y Pereira, 1995).

Los anticuerpos dirigidos contra el sistema Rh, generaimente son detectados en

las pruebas pre-transfusionales y en los controles de embarazadas Rh negativas.
2.1.2 Tipificacién de grupos sanguineos humanos mediante aglutinacién

El método tradicional de tipificacion de los grupos sanguineos humanos de
importancia clinica, es la aglutinacién de eritrocitos in vitro. En ella, los eritrocitos que
presentan determinados antigenos en su superficie, son colocados en presencia de un
antisuero de un dador o, de un reactivo tipificador formulado sobre la base de
anticuerpos monoclonales (Becker y De loannes, 1998), de esta forma, el eritrocito une

estos anticuerpos 0, se sensibiliza y posteriormente, esta unién se estabiliza.

Con este proposito, los medios en que se realiza esta reaccién tienen
caracteristicas particulares que estabilizan la reaccion de aglutinacion, tales como un pH,
fuerza ibnica y temperatura adecuadas. El método clasico de tipificacion de grupos
sanguineos consiste en depositar la muestra de sangre sobre una lamina de vidrio o en un
tubo de vidrio de fondo curvo, se agrega el reactivo tipificador y se observa la reaccién

de aglutinacién, como se muestra en la Figura 3.
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2.1.2.1 El Test de Coombs

Uno de las pruebas bésicas que se realiza en Bancos de Sangre, es la prueba
de Coombs, también conocida como prueba de la anti-Inmunoglobulina humana, cuyo
reactivo basico consiste en un suero de conejo o de cabra anti-Inmunoglobulina de la
clase G humana -IgG- (Coombs, et al., 1945). Actualmente, este tipo de reactivo
también puede ser de naturaleza monoclonal (Becker y De loannes, 1998). Este ensayo
permite determinar la presencia en el suero de un paciente, de anticuerpos que se han
producido debido a algun trastorno de tipo hemolitico o debido a la transfusion de
sangre no necesariamente compatible, los cuales se encuentran libres en el plasma o

adheridos a la superficie de los globulos rojos.

La prueba de Coombs permite detectar estos anticuerpos preformados, tanto
para ¢l diagnéstico como para la prevencion de trastornos hemoliticos provocados por
incompatibilidad de grupos sanguineos. Entre estos trastornos patoldgicos se destacan:
la enfermedad hemolitica del recién nacido, provocada por una incompatibilidad
sanguinea entre el feto y su madre; la reaccion hemolitica transfusional y anemias

hemoliticas autoinmunes inducidas por farmacos.

La prueba de Coombs se puede realizar de dos maneras: directa ¢ indirecta,
como se esquematiza en la Figura 4. La prueba de Coombs directa, consiste en la
deteccion de inmunoglobulina adheridas in vivo a la superficie de los eritrocitos. La
prueba de Coombs indirecta, consiste en la deteccion de inmunoglobulina adheridas in
vifro a la superficie de los eritrocitos. En ambos tipos de ensayos, al adicionar el
reactivo de Coombs, se produce una reaccién de aglutinaciéon de los eritrocitos
distinguible visualmente por un observador con experiencia . El reactivo de Coombs
tradicionalmente utilizado en Bancos de Sangre, se compone de una mezcla de
anticuerpos de conejo o de cabra anti-IgG humana y anti-C3d, tercer componente del
complemento humano, para aumentar su sensibilidad (Barker, 1982; Chaplin y Monroe,

1986; Holtz, et al., 1986).
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2.1.3 Uso de soportes solidos para tipificacién en Bancos de Sangre

Los geles son matrices de diferente origen, naturales o sintéticas, a las cuales
se les pueden pegar proteinas o grupos cargados mediante reacciones quimicas
especificas. En el caso especifico de este proyecto, se trata de matrices a las cuales se
les pueden absorber anticuerpos. El sistema utilizado para colocar estos geles se muestra
en la Figura 5, esta compuesto por una tarjeta plastica que contiene columnas en que se
distinguen 3 partes: la cdmara de reaccion, donde se produce el encuentro entre los
globulos rojos que en su superficie tienen los antigenos de grupos sanguineos y los
anticuerpos especificos para tipificar dichos antigenos; la camara de aire y la columna
que contiene el gel en donde quedarad fijada la reaccién entre los antigenos y los

anticuerpos.

Figura §

Sistema de soporte solido para tipificacién de grupos sanguineos

Cdmara de reaccion, con muestra de sangre

Columna
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El principio en que se basa la utilizacion de geles para el Banco de Sangre es
simple. Si se deposita una capa de globulos rojos sobre la superficie del gel que no
reaccionan con el anticuerpo unido al soporte s6lido y éste se somete posteriormente a
un campo gravitacional moderado, que no dafie los glébulos rojos, los eritrocitos
escurriran por entre las esferas del gel hasta llegar al fondo del microtubo, donde
quedaran como un punto rojo. Por el contrario, si las células que se colocan sobre el
soporte, reaccionan con el anticuerpo absorbido a las esferas del soporte, su migracién
hacia el fondo del tubo se impedira o se retardara significativamente, de tal manera que

las c€lulas no llegaran al fondo del tubo (véase Figura 1).

Justamente en este Gltimo punto, radica la ventaja fundamental de esta
metodologia por parte del Banco de Sangre por sobre la técnica clasica de aglutinacién y
de las microplacas. Ademas queda un registro que puede ser fotocopiado o registrado

electronicamente.

Los geles, por sus caracteristicas de transparencia contrastan muy bien el
color rojizo de los globulos rojos, facilitando enormemente su visualizacion en la
columna, por lo tanto la evaluacién de la reaccion es mucho menos subjetiva que por
medio de la reaccidn de aglutinacién y requiere menos instrumentacion que la técnica de

microplacas cubiertas con anticuerpos.

Una reaccién positiva se visualiza porque los glébulos rojos avanzan
solamente un par de milimetros desde la superficie hacia el fondo del tubo, si la reaccion
es mas debil, los globulos pueden migrar mas o menos hacia el fondo del tubo
dependiendo de 1a afinidad que los anticuerpos tengan por ellos, de tal manera que es
muy facil asignar la nomenclatura que se usa en el Banco de Sangre para reacciones
fuertes, en base de cuatro cruces para las reacciones intensas a +/- para las mas débiles,
requiriendo personal menos especializado y menos equipamiento para la lectura de los

resultados.
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En este proyecto se planted utilizar en primera instancia esta metodologia
para la Reaccion de Coombs, por ser ésta la que consume mas tiempo al ser desarrollada

por la metodologia tradicional.

Como se menciond anteriormente, la reaccién de Coombs, descrita a
mediados del siglo pasado, permite determinar los llamados antigenos ocultos, que por
su reaccion débil pueden pasar inadvertidos por las reacciones de aglutinacién, como es

el caso de ciertos antigenos del grupo Rh.

También se usa rutinariamente para determinar compatibilidad entre un dador
¥ un receptor potencial. En este caso se busca la presencia de anticuerpos en un receptor
de una transfusion, que reaccionan con los globulos rojos del dador. Si esto ocurre,
significa que el dador de los glébulos rojos posee antigenos que no se encuentran en el
receptor, esta situacién es potencialmente peligrosa puesto que al transfundir los
globulos rojos incompatibles al receptor, se desarrollara una respuesta inmune que puede

poner en peligro la vida del receptor.

Estas reacciones en muchos casos, son muy débiles para ser visualizadas por
una aglutinacion directa y requieren ser intensificadas por medio de una anti-
inmunoglobulina humana producida en conejos o cabras; de tal manera que los
anticuerpos que se han unido a la membrana de los glébulos rojos del dador después de
ser incubados con ¢l suero del receptor reaccionan con la anti-inmunoglobulina y ahora

se podria observar una reaccion de aglutinacion.

Este procedimiento parece en teoria facil de realizar, pero requiere de bastante
experiencia y tiene el inconveniente de requerir un paso de lavado que consume tiempo
y encarece ¢l examen, ademds la visualizacion de los resultados requiere de una persona
con mucha experiencia la cual se obtiene después de un entrenamiento prolongado. Las
microplacas se pueden usar para este propOsito pero requieren del uso de un

microscopio.
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Ademids de la facilidad para visualizar la reaccién inmunolodgica, el uso de
soportes solidos evita el paso de lavado ya que después de incubar los glébulos rojos del
dador de la sangre con el suero del receptor, se requiere simplemente colocar la mezcla
de reaccion sobre la columna. Al centrifugar la mezcla de anticuerpos con globulos
rojos, los anticuerpos que no han reaccionado quedan sobre la superficie del gel
permitiendo a los eritrocitos cubiertos por los anticuerpos especificos avanzar por el gel

y ser capturados por la anti-Inmunoglobulina presente en el gel (Figura 6).

Una reaccion negativa se visualiza porque los globulos rojos del dador avanzan
hasta el fondo del tubo, como se muestra en la Figura 6. En una reaccién fuertemente
positiva, se observa que los globulos rojos penetran pocos milimetros en el gel y

migraciones intermedias indican reacciones con menor intensidad.

Una vez establecidas las condiciones para producir soportes sélidos de calidad
uniforme, activados con anti-inmunoglobulina humana y anti-complemento para
desarrollar la reaccion de Coombs, extenderemos su uso para la determinacién de grupos

sanguineos ABO y Rh.



Figura 6

Sistema de Tipificacién sanguinea en soporte sélido

Reaccién Reaccion
positiva negativa

La fotografia muesira un sistecma de tipificacién en geles preactivados con
anticuerpos anti-grupos sanguinec humano del sistema ABO. En la reaccion
positiva, se observa que los glébulos rojos penetran pocos milimetros en el
gel, migraciones intermedias indican reacciones con menor intensidad. En
la reaccion negativa, se observa que los gldbulos rojos avanzan hasta ¢l
fondo del tubo.
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3. OBJETIVOS TECNICOS

3.1.  Establecer una red confiable y eficiente de proveedores de suministros de

materias primas

3.2 Preparacion de los anticuerpos y vehiculos del soporte sélido

iii)

Estudio sistematico de diferentes soportes y proveedores para elegir el mas
adecuado para el propdsito de este desarrollo tecnoldgico.

Seleccion del proveedor de suero de conejo hiper-inmune anti IgG humana y
anti complemento anti-C3d humano. Para los grupos sanguineos ABO y Rh
se seleccionaran proveedores confiables y con calidad compatible para este
producto

Seleccion de los reactivos para la produccion del soporte sélido, tamafio de

particula entrecruzamiento y limite de exclusion

33 Purificacion de los anticuerpos

i)

Determinacién de las condiciones de formulacién de los anticuerpos

3.4 Formulaciones de los soportes

i)

i1)

iii)

Establecimiento de la formulacion principal para la prucba de Coombs y de
grupos sanguineos clasicos: ABO y Rh.

Determinacion de la especificidad de cada soporte

Determinacién de la inmunopotencia de los concentrados por medio de

aglutinacion de eritrocitos estandares,
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3.5

3.6

3.7

iv) Determinacion de las condiciones optimas de activaciéon e.g. pH,
temperatura, tiempo y concentracidn de proteinas, para alcanzar la
sensibilidad requerida en el ensayo.

v) Con el propésito de disminuir los costos de los antisueros, se estudiaran las
condiciones para utilizar mas de una vez las soluciones de anticuerpos.

vi) Disefio de microtubos para la sedimentacion del gel y condiciones de

llenado.

Evaluacion del prototipo en el Ambito de laboratorio

El prototipo se evaluara en nuestro laboratorio, contra un panel de glébulos rojos
estandares proveidos por Comercial A&B S.A., Se evaluard su sensibilidad y

especificidad.

Evaluacién del prototipo en el ambito de Bancos de Sangre

Una vez completada la evaluacién en nuestro laboratorio, se realizaran
evaluaciones en paralelo con los ensayos corrientemente usados en el Banco de
Sangre. Con este propdsito se cuenta con la colaboracién varios Bancos de

Sangre de la Regién Metropolitana.

Estudios de estabilidad

I Materia prima y concentrados para eliminar la contaminacion bacteriana y
pérdida de actividad debido al almacenamiento.

Ii) Productos elaborado, se estudiard el efecto de la temperatura y diferentes

tiempos en la estabilidad del producto.
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4.1

4.2

4.3

4. METODOLOGIA GENERAL

Eleccion de un soporte sélido adecuado.

Diferentes soportes solidos de origen comercial, fueron evaluados desde un punto
de vista fisico-quimico en cuanto a tamafio del gel hidratado, porosidad,
compactabilidad, solubihdad en tampones de uso habitual para ensayos de
tipificaciéon de grupos sanguineos, condiciones de visibilidad y transparencia

versus opacidad. También se evalud la capacidad de retencion de eritrocitos
Purificacion de los anticuerpos

Se utilizd el procedimiento general descrito por Harlow y Lane, (1988).
Basicamente, se determino las condiciones éptimas de clarificacién de los anti-
sueros, compatibles con la formulacién del gel. En el caso de los anticuerpos
monoclonales se formularon a partir de las soluciones madres con los colorantes
aceptados como norma internacionalmente para la tipificacion: anti-A, azul; anti-
B, amarillo y AB, con el color natural del gel. En el caso del reactivo de Coombs

se utilizé verde.
Formulaciones de los soportes

Se establecieron las condiciones para la formulacion de los reactivos de
tipificacion ABO, Rh y Prueba de Coombs, tales como amortiguador de la
reaccion, estabilizantes, preservantes, pH, temperatura y tiempos de activacion de

los geles y concentracidn de proteinas.

También se determind la actividad de los sueros anti-IgG humana, con relacion a

la concentracién de proteinas y pureza. Su potencia se evalud mediante
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reacciones de aglutinacién con muestras de sangre estandares que expresaban

débilmente el antigeno Rh.

La inmunopotencia de los concentrados se¢ determindé mediante reacciones de
aglutinacién con paneles de eritrocitos estandares, que expresen los diferentes
antigenos Rh, atendiendo a la presencia de grupos con antigenos que se expresan

débilmente.
4.4 Pruebas de estabilidad de los soportes
Una vez obtemidas las formulaciones para cada uno de los soportes tipificadores,

se dejaron muestras de ellos a 4° C para evaluar periédicamente su sensibilidad y

especificidad en el tiempo.
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5.1

5.2

5.2.1

5. RESULTADOS

Establecer una Red Confiable y Eficiente de Proveedores de Suministros de

Materias Primas

Se realizaron busquedas en sitios web en Internet, encontrandose diversas
empresas que comercializan reactivos para tipificacion sanguineas A, B, O, Rh y

sueros anti-IgG y anti C3d, de tipo monoclonal y/o policlonal.

Se solicitaron muestras de las distintas preparaciones de los productos
destinados a la tipificacién ABO, Rh y para la Prueba de Coombs, en diferentes
formulaciones y se evalué sus caracteristicas intrinsecas como reactivo
tipificador (potencia y sensibilidad) y también, su costo relativo. Se selecciond
dos proveedores para reactivos ABO y Rh, y también uno para los reactivos de

la prueba de Coombs, con los cuales se desarrollé los prototipos.

Preparacién de los Anticuerpos v Vehiculos del Soporte Sélido

Reactives ABO v Rh

Los vehiculos ensayados para los diferentes anticuerpos fueron tampén
fosfato salino (PBS), solucién de baja fuerza iénica (LIS), solucién diluyente
ABO, y Diluyente Rh. Dependiendo del tipo de reaccién, mezclas de PBS con
soluciones comerciales diluyentes dieron los mejores resultados de visualizacion
de las reacciones de aglutinacion de los eritrocitos en el gel. Las diluciones de
cada reactivo se ajustaron en base a la sensibilidad de acuerdo a glébulos rojos
que expresan débilmente los antigenos de interés, especialmente para evaluar el

sistema Rh.
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5.2.2

Para determinar la sensibilidad y especificidad de cada reactivo, se
realizd un estudio con un nimero en torno 2 100 muestras de globulos r0jOos,
lograndose 6ptimos resultados. Este estudio se realizé simult4neamente con la
eleccion de los soportes, mediante una matriz con las diferentes combinaciones.
Los resultados en comparacién con los sistemas convencionales y con los geles

comerciales fueron muy satisfactorios.

Prueba de Coombs

Esta reaccion permite detectar reacciones débiles y determinar
incompatibilidades que no corresponden a grupos clésicos ABO y grupos raros
Rh. Por lo tanto, para potenciar la reaccién de aglutinacién, se deben agregar
proteinas y/o polimeros para disminuir la repulsién natural de los glébulos rojos.
Al mismo tiempo, se debe determinar la concentracién éptima del suero anti-
inmunoglobulina de conejo (reactivo de Coombs propiamente tal) y del
monoclonal anti complemento (anti-C3d) que permite aumentar la sensibilidad

del reactivo, cuidando de no producir reacciones falso-positivas.

Con este propésito, se analizaron cada una de las tres variables en forma
independiente (proteinas, suero anti-IgG humana y monolonal anti-C3D) y una
vez alcanzado el 6ptimo con una variable, se incorpord la otra hasta alcanzar el

maximo de sensibilidad, considerando el costo final de los kits.

La formulacién final que incluye los potenciadores, colorantes y solucién
ionica Optima, se ensayo contra un panel de glébulos rojos y anticuerpos débiles
con muy buena sensibilidad. Los resultados de las pruebas de campo informadas
verbalmente por el Banco de Sangre de la Pontificia Universidad Catdlica de

Chile, fueron satisfactorias.
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5.3.1

5.3.2

5.3.3

Formulaciones de los soportes

Prototipo de soporte para antigenos ABO

Se evaluaron las propiedades de los geles mediante microscopia de luz
equipada con contraste de fase, para determinar el tamafio, forma y transparencia
de geles de distinta naturaleza y procedencia. Finalmente se opto por geles
mixtos de acrilamida-agarosa, tanto por sus propiedades mecanicas como por su
transparencia, que permite una Optima visualizacion de las reacciones de

aglutinacion de eritrocitos.

Prototipo de soporte para antigenos Rh

Debido a las altas concentraciones de proteinas que incluye este reactivo,
se analizaron diferentes soportes, optandose por los geles mixtos de agarosa-
poliacrilamida, ya que a pesar que tenian algunos problemas de viscosidad, el
resultado de otros geles no era lo suficientemente mejor para justificar incluir un

gel diferente en el kit.

Prototipo de soporte para test de Coombs

Esta prueba es la mds compleja del panel, ya que requiere de altas
concentraciones de potenciadores y proteinas para alcanzar la sensibilidad
requerida para detectar anticuerpos débiles y la presencia de antigenos raros. En
este caso, se controld la composicion del medio para que el gel cumpliera con la
funcién de atrapar los glébulos rojos agregados por la anti-inmunoglobulina Y,

dejara escurrir hacia el fondo de la columna los casos de muestras negativas ..
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5.3.4 Prototipo de soporte para prueba inversa

Este mismo criterio se aplicd en el desarrollo de la reaccion inversa. Los

geles usados fueron los mismos que en la prucba ABO.
5.3.4.1 ABO Rh, prueba inversa

De acuerdo a la opinion de diferentes usuarios de los Bancos de Sangre,
el mejor arreglo seria el logrado por una tarjeta plastica de seis pocillos con sello
de plastico aluminio. Con la siguiente configuracién: A, B, Rh IgM, Rh
1gM/IgG, y dos capilares para las pruebas inversas de control de aglutininas en el
dador, la primera con glébulos rojos Al y la segunda con glébulos rojos B. Cada

pocillo se llené con 50 microlitros de una suspension de gel.

3.3.4.2 Tarjeta tipificacion recién nacidos

Debido a que los recién nacidos no tienen anticuerpos propios contra cl
sistema AB(Q, no se requiere la prueba inversa, pero si se debe incluir una capilar
con reaccién de Coombs y una columna con el gel control sin anticuerpos para
pesquisar aglutinaciones inespecificas que se presentan en sangre de cordén

umbilical.

El capilar con reactivo de Coombs es para determinar la presencia de
anticuerpos anti Rh que atacan los glébulos rojos Rh positivos del hijo por la
madre (incompatibilidad Rh). La configuracién optima es A, B, AB, Rh,
Coombs, Control Coombs. La optimizacién de esta tarjeta en base a la ausencia
de falsos positivos en Coombs y la reaccién AB se resolvid satisfactoriamente,
colocando los diluyentes apropiados para eliminar la reaccion positiva falsa sin

perder sensibilidad.
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3.3.4.3 Tarjeta Coombs

5.4

También posee 6 capilares con un volumen de gel de 50 pnL, se ha
logrado oOptima sensibilidad incluyendo un colorante verde al gel que permite

distinguir el gel de los otros y contrastar el color de los gldbulos rojos.

Estabilidad de }as Tarjetas v los Reactivos

Para lograr una buena estabilidad de las tarjetas, se logré sellar
térmicamente lﬁ parte superior de las tarjetas con un film de aluminio, de otra
manera ¢l gel se deshidrataria arruinando la tarjeta. Se ha logrado un sistema de
sellado con una alta eficiencia. Otro tema importante fue el rotulado de las
tarjetas, para lo cual se disefiaron ctiquetas autoadhesivas para ABO, Rh v

Coombs, las cuales funcionan perfectamente.
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6. CONCLUSIONES

Durante el desarrollo del proyecto, se alcanzaron todos los objetivos planteados

en el plan original, lo que.permite concluir lo siguiente:

[

Se establecio una red conflable y eficiente de proveedores de suministros de
materias primas que incluye: proveedores de soportes, reactivos monoclonales

anti-ABO, anti-Rh y sueros de conejo anti-IgG humana y anti-complemento
(C3d) humano.

Se seleccioné mediante diversos andlisis fisicoquimicos y microscépicos, un
soporte s6lido (gel) que cumple con los requisitos requeridos en cuanto al
tamafio y homogeneidad de las particulas, entrecruzamiento y limite de

exclusion, para desarrollar el ensayo de tipificacion.

Se establecié una formulacion optima en cuanto a sensibilidad y especificidad de

los soportes para los grupos sanguineos clasicos, ABO y Rh; también se logro la

formulacion para la prueba de Coombs.

La evaluacién de los soportes prototipo con preparaciones de giébulos rojos
estandares, habituales y también con muestras que expresan débilmente algunos
antigenos de interés clinico, demostré que ellos cumplen con los requisitos de

inmunopotencia y especificidad exigidos por lo Bancos de Sangre.

Los geles desarrollados muestran estabilidad en el tiempo, tanto desde el punto

de vista del estado de suspension de las particulas como de sus propiedades

especificas como reactivo tipificador.
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7. TMPLEMENTACION DE LOS RESULTADOS

Como se explicé ampliamente en el proyecto original, para llevar adelante este
proyecto, dado que es un nuevo mercado para ella, nos hemos asociado con Comercial
A&B. La incursion de Biosonda como productor de reactivos de tipificacion sanguinea
abre amplias posibilidades de aumentar nuestra actividades y diversificar campos de

actividad por la via de nuevos productos para el mercado nacional.

Los clientes de nuestro producto, son los Bancos de Sangre Chilenos que
realizan mas de un fnill()n de tipificaciones al afio, y alrededor de un millon de
reacciones de Coombs en ese mismo periodo. Comercial A&B posee cobertura nacional
y atiende un segmento importante del mercado nacional (aprox 30%). La asociacion con
Biosonda, permitird aumentar su cobertura nacional y ampliar el mercado a paises

latinpamericanos.

El producto que hemos desarrollado, técnicamente tiene una geometria
adecuada a los usuarios Chilenos lo cual facilita su uso, su precio deberia es muy
competitivo, debido a lo innovativo del material que se ha usado y ha cumplido
satisfactoriamente todas las pruebas de inmunopotencia y especificidad exigidas por los
Bancos de Sangre. Actualmente, se estan realizando las gestiones frente al Instituto de
salud Publica de Chile, con el proposito de obtener un certificado de libre venta en

nuestro pais, como consta en un documento adjunto en el ANEXO 1, de este informe.

Evidentemente la implementacion de procesos inovativos conlleva inversiones,
estas seran cubiertas en parte por Comercial A&B a nivel nacional y en lo que respecta a
capacidad productiva por Biosonda, nuestra empresa ha realizado cuantiosas inversiones
a nivel de capacidad de I&D y productivas por medio de un proyecto de Infrestructura
Linea 2 FONTEC-CORFO, que ha permitido aumentar significativamente el

equipamiento y las condiciones de trabajo.
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Para la fase exportadora, estamos trabajando con grupos exportadores en
proyectos PROFOS de CEPRI, que nos dardn la asesoria para penetrar mercados
latinoamericanos, estas actividades incluyen la participacion como proyectos asociativos
en ProChile para acciones especificas a nivel internacional. Biosonda asumira el
liderazgo en la fase exportadora con el apoyo fundamental de Comercial A&B.
También, para avanzar en la comercializacion de los kits de tipificacion en el mercado
Latinoamericano, en colaboracion con un proyecto de Integral Chile, se esta
desarrollando una estrategia de comercializacion de este tipo de ensayos para penetrar en

el mercado Mexicano.
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ANEXO 1

Solicitud de Comercializacion de los
Soportes de Tipificacion Presentada al

Instituto de Salud Publica de Chile
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CERTIFICADO

Alfredo E De loannes 1l RUT 4.852.557-1, Gerente General de Biosonda S.A,
RUT 98.632.300-0 certifica que el producto Type Para detemminacién del grupo
ABO / Rh de Recién Nacidos. Bio Type A-B-AB-DIgM/igG- Controi- Coombs.
mediante la tecnologla de geles, ha sido desarrollado por la Empresa Biosonda
S.A. y es producido en las instalaciones de la empresa ubicadas en Eduardo
Castillo Velasco 2802. La-empresa-Comercial-A&B-S.A. es- el distribuidor-
exclusivo de estos productos.

Se extiende el presente certificado a peticion de la Empresa A&B con el propésito
de obtener certificado de libre venta por parte del Instituto de Salud Publica de
Chile. '

Santiago 07 de noviembre de 2002

Autorizo 1a firma de don Alfredo Emilio De Ioannes I14 CI 4.852.557-1
quien declara que Se encuentra actualmente facultado para representar a
BIOSONDA S;A; Santiago, 28 de Noviembre del 2002.- CJ
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Bio-Type

Para determinacién del grupo ABO / Rh de Recién Nacidos.

A-B-AB-DigMgG- Control- Coombs.

ERINCIPIO

E1 fenotipo ABO de un individuo es determinado por ia
agiutinacidn de sus gidbulos rojos en Ia presencia de
suero Anti-A, Anti-B y Anti-AB, (Prucba directs), Ea
adultos, la confirmacitn ded grupo ABO pueds levarse
a cabo por 1a reaccién del suero de este individuc con
una suspensidn de glébulos rojos A, y B, { Prueba
Inversa). .

Debido a que Ia presencia de estos anticuerpos no
ocurre antes de los 4-6 mescs de vida, ls prucba inversa
no puede llevarse a cabo en recién nacidos.

Los antigenos A y B no se encuentran totaimente
desarrollados en los recién nacidos, motive por ¢l cual
sus reacciones de aglutinacidn pueden ser mas débiles
v subgrupos no pusden ser identificados.

La tarjeta Bio-Type Reckn Nacido le permite al
usuario cfoctuar la prueba directa, determinacién del
grupo Rh y |a prucba de Coombs directo.

Los pacientes que presenten un grupo D (-) pueden ser
llevados a D* de acuerdo a |as normas de cada
institucién.

REACTIVO

La tarjcta Bio-Type Reclén Nacido contiene
anticuerpos Manoclonaies Anti-A (Linea celular
BIRMA-1), Anti-B (Linca ctlular KLB-2), Anti-AB
(Linea celular BIRMA-1, ES-4, ES-15), Anti-D
IgMr1gG (Anti-D IgM linca celuiar TH-28 y Anti-D
IgG derivado de la linea celular MS-26),

El pecitlo 5, AHG contiene suero de Coombs
Poliespecifico con fraccion anti-IgG obtenida de
cenejos inmunizados con [gG humana purificada, y
anticuerpos Monoclonales Murinos Anti-C,d, (BRIC B).
Glébulos rojos sensibilizados con fraccion de
complemento C4d no reaccionan con ¢ste reactivo.
Este pocillo ha sido disefiado para detoecién de
muestras con Coombs Directo Posftivo (+).

PRECAUCIONES

Eate reactivo conticoe 0.1% p/v Azida de Sodio.
Puede ser toxico al ser ingerido y reacciona con las
tuberias de plomo y cobre.

ALMACENAGE -

Almecenar entre 18-257C, ]

E! reactivo se mantendré estable por todo ¢l petiodo
indicado,

TOMA DE LA MUESTRA

Sengre de corddn o puncitn de talén puede ser
utilizads. Generalments no es necesario lavar le sangre
previo a su clasificacitn. Cuando se utilice sangre de
cordén debe ovitarse la contaminacidn con gelatina de
Wharton,

La muestrs de sangre debe ser extraida en forma
aséptica y preferentemente en Citrato, EDTA, Heparina
@ CPD-A. Para obtener resultados confiables se
recomienda ¢l uso de sangre fresca,

Preparar una suspensidn de Glébulos Rojos al 1% en la
solucién I de 1a siguiente forma:

En un tubo de ensayo limpio, colocar 1 mi de
“Solucibn [™ y 10 u! de sedimento de glébulos rojos.

EROCED[MIENTO,

No utilizar tarjetas que presenten deshidmtacion o
variacidn en su presentacidn al examen ocular.

No utilizar muestras hemolizadas o contaminadas.

1.- Identificar cads tarjeta con ef nombre del paciente.
Retirar ¢l scllo que recubre la tarjeta.

2.- Afiadir 50 ul de glébulas rojos suspendidos al 1% en
solucion [ a los pocillos 1 al 6.

3-Centrifugar por 10 minutos a la velocidad indicada.
#- Lecr y anotar Ios resultndos.

Las muestray positivag se presentan como una linea roja
en la superficic del reactivo, (4+) o dispersades a través
del pocillo (13 +).

Las muestras negativas forman un botén compacto en of
fondo del pocillo.

La reaccién en el tubo control debe ser megativa.

En ¢} caso que diera positiva, la reaccion en el tubo
D{Rh) s invalida y debe ser repetida de la siguienic
forma:

Lavar los glébulos rojos en solucién salina tibia o
solucién 1. Luego proceder a preparar nucvamente |a
solucién de trebajo al 1%.

Una reaccién positiva en el mibo Coombs, indica que los
gldbulos rojos de ta mycstra se gucuentran
sensibilizados.
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