APRUEBA “RECOMENDACIONES PARA LA
DETECCION E IDENTIFICACION DE ANTICUERPOS
IRREGULARES ERITROCITARIOS”, ELABORADAS
POR EL DEPARTAMENTO LABORATORIO
BIOMEDICO NACIONAL Y DE REFERENCIA DEL
INSTITUTO DE SALUD PUBLICA DE CHILE Y DEJA

GAE[NH’E DIRECTOR

A §E§o AJURImCA ‘E SIN EFECTO LA RESOLUCION EXENTA N° 3270 DE
35910 %\;‘;mm NAC. Y DE REFERENCIA 18 DE DICIEMBRE DE 2014
JEsv )

RESOLUCION EXENTAN® U403 20.02.2p23

SANTIAGO,

‘ VISTOS estos antecedentes; la Providencia Interna

N° 324, de fecha 14 de febrero de 2023, de la Jefa (S} de Asesoria Juridica; la Providencia N° 1779,

_ de fecha 20 de diciembre de 2022, del Director (S) del Instituto; et Memorandum N° 469, de fecha

16 de diciembre de 2022, de la Jefa del Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de
Referencia, y

CONSIDERANDO

PRIMERO: Que, el inciso final del articulo 57 del
D.F.L. N° 1, de 2005, del Ministerio de Salud, dispone que el Instituto de Salud Publica “servird de
laboratorio nacional y de referencia en los compos de la microbiologia, inmun'ologr'a, bromatologia,
farmacologio, imoagenologla, radioterapia, bancos de sangre, laboratorio clinico, contaminacion
ambiental y safud ocupacional y desempefiard las demds funciones que le asigna fa presente ley”.

SEGUNDO: Que, mediante Resolucidn Exenta N°
3270 de 18 de diciembre de 2014, fueron aprobadas las “Recomendaciones para la deteccién e
identificacién de anticuerpos irregulares eritrocitarios”, documento gue recogid las opiniones y
sugerencias de los participantes del X Taller Nacional para Ceniros de Sangre y Unidades de
Medicina Transfusional realizado en mayo de 2013, y que fue consensuado con el Comité de
Expertos del Programa de Evaluacién Externa de la Calidad (PEEC) del édrea de Ia
inmunchematologia de este Instituto.

TERCERO: Que, se ha estimado necesario por parte
del Departamento Laboratorio Biomédico y de Referencia de este Instituto, actualizar las
mencionadas recomendaciones, de tal forma que éstas permitan continuar contribuyendo a fa
obtencién de resultados confiables, reproducibles y trazables.

TENIENDO PRESENTE lo dispuesto en la Ley N°
18.575; lo prescrito en la Ley N° 19.880; lo sefialado en los articulos 59 letra b}, 60 y 61 del D.F.L.
N° 1, de 2005, del Ministerio de Salud; fo prescrito en los articulos 8 y 10 letra &) del Decreto
Supremo N° 1222, de 1996, del Ministerio de Salud, que aprueba el Reglamento del Instituto de
Salud Piblica de Chile; en el Decreto Supremo 825, de 1998, del Ministerio de Salud; en los
articulos 111 y siguientes el Codigo Sanitario; lo previsto en la Resolucion Exenta N° 7, de 2019, de
la Contraloria General de la Rep‘ablica; y las facultades que me confiere el Decreto Supremo N° 3,
de 2023, det Ministerio de Salud, dicto la siguiente:
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RESOLUCION

1.- APRUEBASE las “Recomendaciones para Ia
deteccién e identificacion de anticuerpos irregulares eritrocitarios”, cuyo texto. integro es el
siguienie;

“RECOMENDACIONES PARA LA DETECCION E IDENTIFICACION DE ANTICUERPOS IRREGULARES
ERITROCITARIOS

AUTOR _
TM. Andrés Aburto Almonacid. Seccién Hematologia e Inmunohematologia. Departamento
Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia. Instituto de Salud Pablica de Chile.

REVISORES INSTITUTO DE SALUD PUBLICA DE CHILE

Dra. Veronica Ramirez Mufioz. Subdepartamento Coordinacion Externa. Departamento
Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.

BQ. Hugo Moscoso Espinoza. Subdepartamento Enfermedades No Transmisibles. Departamento
Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.

TM. Eduardo Retamales Castelletto. Seccién Hematologia e Inmunchematologia. Departamenio
Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.

TM. Diego Zapata Tapia. Seccién Hematologia e Inmunohematologia. Departamento Laboratorio
Biomédico Nacional y de Referencia.

REVISORES EXTERNOS

Comité de Expertos PEEC Inmunohematologia

TM. Guillermo Herrera Calderdn. Red Salud UC Christus.

Dra. Maria Cristina Martinez Valenzuela. Centro de Sangre Concepcién.
Dra. Maria Antonieta Ndfiez Ahumada. Clinica Santa Marfa.

TM. Raman Schifferli Salazar. Centro de Sangre y Tejidos de Vailparaiso.
TM. Carolina Villalobos Urbina. Complejo Asistencial Barros Luco Trudeau.

RESUMEN

Este documento presenta una actualizacién de la primera versidn de recomendaciones para &f
procedimiento de deteccion e identificacidn de anticuerpos irregulares del afio 2014, y esta
dirigido a los Centros de Sangre, Unidades de Medicina Transfusional, Bancos de Sangre y
Laboratorios Clinicos. Para su elaboracién se reunieron las opiniones y sugerencias de los
participantes del X Taller Nacianal para Centros de Sangre y Unidades de Medicina Transfusional, y
ha sido consensuado con el Comité de Expertos PEEC del drea de Inmunohematologia del Instituto
de Salud Pablica de Chile. |

Este documenic entrega las directrices para la realizacién' de una correcta deteccion e
identificacion de anticuerpos irregulares, a fin de contribuir a asegurar la calidad de estos estudios
inmunohematoldgicos en los servicios de sangre de cada institucion.

OBIETIVO .

El objetivo de estas recomendaciones es disponer de metodologias para la deteccion e
identificacion de anticuerpos irregulares contra antigenos eritrocitarios que contribuya a la
obtencidn de resultados confiables, reproducibles y trazables.
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ALCANCE

Estas recomendaciones aplican a los Centros de Sangre, Unidades de Medicina Transfusional,
Bancos de Sangre y Laboratorios Clinicos que realizan deteccién con o sin identificacién de
anticuerpos irregulares eritrocitarios en la sangre de donantes, pacientes y embarazadas.

INTRODUCCION

Los anticuerpos irregulares corresponden a aquellos anticuerpos producto de una respuesta
inmune, distintos a los anticuerpos naturales de} sistema ABQO, que pueden aparecer en respuesta
a la exposicidn a un antigeno eritrocitario extrafio (transfusion o ftrasplante), o por
incompatibilidad materno-fetal {embarazc). En nuestro pais, los anticuerpos irregulares mas
frecuentemente encontrados en donantes de sangre son: anti-Le?, anti-E y anti-D, mientras que en
pacientes son: anti-D, anti-E y anti-K. Todos éstos anticuerpos son capaces de provocar hemaolisis
in vivo'y acortamiento en la sobrevida normal de ios globulos rojos {Anexo 1).

ta heterogeneidad de los anticuerpos, en cuanto a su clase, temperatura de reaccidn, tipo de
hemélisis asociada, su capacidad de activar complemento entre otras caracteristicas, hacen que la
pesquisa e identificacion de ellos, deba hacerse de una manera estandarizada y controlada.

La deteccién e identificacién de anticuerpos irregulares habitualmente se realiza mediante
técnicas de aglutinacién en tubo, en columna o en microplaca {fase sdlida); con etapas a
temperatura ambiente, 37°C y en presencia de antiglobulina humana. En algunas ocasiones y de
acuerdo a condiciones observadas en cada laboratorio, se puede realizar analisis a 4°C frente a la
sospecha de cricaglutininas.

Segtin los datos obtenidos del subprograma PEEC de Deteccidn e identificacion de anticuerpos
irregulares e! afio 2021, de 146 laboratorios participantes en la deteccién, se utilizaron los
siguientes métodos: aglutinacion en columna (84,2%), PAI LISS (9,6%), Capture (fase sdlida) (3,4%),
PAl Salino {2,7%]); mientras que, los 55 laboratorios participantes en la identificacion utilizaron
aglutinacidn en columna {89,1%), Capture (fase sélida) (7,3%), PAI LISS (3,6%).

Como establecen las normativas nacionales, entre ellas la Gufa Técnica: Orientaciones sobre las
Unidades de Medicina Transfusional del afio 2013, los aloanticuerpos detectados deben ser
identificados para determinar su especificidad, lo que permitird deducir su significado clinico que
asegure la preparacion de componentes sanguineos. compatibles, empleando un enfoque
sisternatico descrito en el algoritmo {(Anexo 2).

DEFINICIONES Y ABREVIACIONES

a) Abreviaciones:
ACD: Acido citrico, citrato, dextrosa.
CE: Comunidad Europea
Cl: Centrifugacion Inmediata
EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético.
FDA: Food and Drug Administration
GR: Gidbulos Rojos
LiSS: Solucion de Baja Fuerza ldnica
NISS: Solucién Salina de fuerza ionica normal
PA: Prueba Autdloga
PAD: Prueba Antiglobulina Directa
PBS: buffer fosfato salinopH 6.9a 7.2
SAGH: Suero Antiglobulina Humana

b) Definicion de conceptos

- Aloanticuerpo: anticuerpo producido en un individuo que estd dirigido contra antigenos
eritrocitarios que él carece, presentes en otro individuo de su misma especie.

Pégina 3de 16



- Autoanticuerpo: anticuerpo producide en un individuo que esta dirigido contra antigenos que
expresan sus propios eritrocitos. '

" - Identificacion bdasica de anticuerpos irregulares: procedimiento del laboratorio de
inmunohematologia que permite identificar la especificidad {mayor probabilidad) de la mayoria de
los anticuerpos eritrocitarios de importancia clinica. Involucra el uso de células panel de
identificacion bdsico y técnicas con potenciadores de reaccién (suerc antiglobulina humana
poliespecifico y solucién LISS), que permiten determinar la especificidad de anticuerpos tGnicos o
algunas mezclas de anticuerpos.

DESARROLLO

I. DETECCION DE ANTICUERPOS IRREGULARES

a) Muestras '

Suero o plasma obtenido a partir de sangre total sin o con anticoagulante (EDTA, ACD},
respectivamente, de acuerdo a las especificaciones del fabricante del método o reactivo que
utiliza. £l uso de plasma podria impedir la deteccién de anticuerpos irregulares que se revelan
solamente por la presencia de complemento adherido a los eritrocitos. Para estudios
automatizados, se requiere plasmayen tests manuales, es deseable el uso de suero. Las muestras
para estudio deben ser almacenadas a 4°C y las pruebas deben ser realizadas dentro del dia, en el
menor tiempo posible, no excediendo las 72 horas desde su obtencién,

b} Reactivos :

v Células Panel para deteccidn de anticuerpos irregulares: sets comerciales de 2 o 3 frascos
y en concentracion establecida para cada tipo de técnica. Ej. Tubo: 2-4%, Columna: 0,8-1%.
Estas céulas deben tener certificacién de fabricacién 1SO 13485 o estar aprobadas por
organismos (FDA, CE), sobre su capacidad de detectar anticuerpos clinicamente
signiﬁcativos, debiendo expresar al menos los siguientes antigenos: D, C, E, ¢, &, M, N, S, 5,
P, Le®, Le® K, k, Fy", Fy®, JIC, Jk° y Di®. El laboratorio debiese disponer de reactivos con
expresiones homocigotas para los antigenos D, C, E, S, 5, Fy®, Fy®, JIC y JK".

v En los sets de dos células, uno de los frascos debe ser Ry/R; y el otro Ry/R,, en los sets de
tres células, el tercero debe ser r}r,

v Suero Antiglobulina Humana: tipo poliespecifico, apropiado para cada tipo de- técnica:
{incorporado en los sistemas de aglutinacidn en columna o en presentaciones para su
utilizacion en tubos o en microplacas).

v' LISS: de acuerdo a la estandarizacion del reactivo o a las instrucciones del fabricante
(incorporado en los sistemas de aglutinacién en columna ¢ en presentaciones para su
utilizacién en tubos o en microplacas).

v" Suero AB inerte; plasma convertido en suero y calentado a 56°C por 1 hora.

v" Solucion diluyente recomendada para la técnica utilizada, suero fisiolégico tamponado o
PBS.

c) Técnicas

Los métodos de deteccién disponible son: hemaglutinacidn en tubo, adhesién de eritracitos en
fase sélida (microplaca} y hemaglutinacion en columnas. En los dos dltimos métodos se dispone de
sistemas semiautomatizados y automatizados, a diferencia del método en tubo gue corresponde a
una técnica manual.

d} Procedimiento
1. identificar las muestras a estudiar y centrifugarlas de acuerdo al tiempo estandarizado en
la centrifuga, para obtener suero o plasma.
2. Verificar que los reactivos estén vigentes y que tanto reactivos como equipos cumplan con
los parametros definidos en el control de calidad del laboratorio de inmunohematologia.
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Las células panel deben utilizarse a la concentracidn establecida por el fabricante para
realizar la técrica. ' '

3. Para cada muestra a procesar se deben realizar en forma independiente las siguientes
reacciones, utilizando volimenes de suero o plasma y suspensién de glébulos rojos de a
acuerdo a la técnica empleada: (ver tabla 1).

Tabla 1: Reacciones utilizadas en fa deteccién de anticuerpos irregulares.

Tubo, Suero o Plasma | Glébulos Rojos Utilidad
columna o *)
microplaca )
Reaccion | Muestra en | Panel 1 {Ry/R,) Deteccién de anticuerpos
estudio irregulares dirigidos hacia
antigenos presentes en el
_ Panel |
Reaccign il Muestra en | Panel i {Ry/R,) Deteccidn de anticuerpos
estudio irregulares dirigidos hacia
antigenos presentes en el
Panel Il
Reaccion iit | Muestra en | Panel I {r/r) Deteccion de anticuerpos
estudio irregulares dirigidos hacia.
antigenos presentes en el
Panel It {opcional)

{*} Cada célula panel debe ser utilizada en la concentracién establecica por ef fabricante a la técnica usada.

4. Mezclar y centrifugar de acuerdo a la calibracién para lectura de aglutinacion de la
centrifuga, o a los tiempos y revoluciones establecidas por el inserto de la técnica
utilizada.

5. Observar en busca de aglutinacién y/o hemdlisis, de acuerdo a fa técnica de lectura

"~ automatizada que indique el fabricante o técnica manual estandarizada en el laboratorio.

6. Registrar los resultados obtenidos en intensidad de cruces, de acuerdo a la tabla de
reaccion del Anexo 3. _

7. Dependiendo de la técnica utilizada, el procedimiento debe asegurar que se cumplan las
distintas etapas de lectura propias de la técnica:

- Tubo: Se recomienda realizar en medio de LISS-Coombs por su mayor sensibilidad gue el medio
NISS. La lectura se puede realizar en tres etapas, permitiendo diferenciar anticuerpos que actGan
en salino a temperatura ambiente, en salino a 37°C y con SAGH, permitiendo inferir la clase de
inmunoglobulina (IgM y/o 1gG) v la temperatura éptima a la cual son activas.

- Aglutinacién en columna: la lectura se realiza en una etapa, permitiendo detectar
principalmente los anticuerpos clinicamente significativos, pero no estableciendo la clase de
inmunogiobulina y fa temperatura Sptima a la cual son activas. También es posible detectar
anticuerpos de clase igM que presentan amplio rango térmico.

- Adhesion de eritrocitos en fase sélida: la membrana eritrocitaria estd adherida a los pocillos

(fase sélida) a la que se adiciona la muestra de plasma o suero. La reaccién se evidencia por fa
adicidn de células indicadoras que corresponden a eritrocitos que tienen anticuerpos unidos.

e} interpretacién
Ejemplos de reacciones que pueden observarse en deteccién de anticuerpos irregulares, se

muestran en la tabla 2.

Tabla 2: Ejemplos de reacciones observadas en la deteccién de anticuerpos irregulares.
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Reaccidn Reaccién Reaccidén ‘Resultado  de | Interpretacion
Panel | Panel It Panel il Deteccién  de
Anticuerpos

+ 0 0 Positivo Aloanticuerpo

0 + 0 Positivo Aloanticuerpo

+ + 0 Pbsitivo Aloanticuerpo

0 0 0 Negativo Ausencia de Anticuerpos

+ + + Positivo Aloanticuerpo y/o

Autoanticuerpo

0 = No hay reaccién de aglutinacidn
+ = Aglutinacidn de cualquier intensidad {4+, 3+, 2+, 1+)

f) Informe de resultados
La denominacién recomendada para el informe del resultado de este estudio es:

DETECCION DE ANTICUERPOS IRREGULARES: positivo; negativo (segdn corresponda al paciente o
donante estudiado).

En caso de ser positivo, se recomienda registrar las alternativas posibles de especificidades de los
anticuerpos detectados de acuerdo al pane! utilizado. Se adjunta en Anexo 4, propuesta de
registro de resultados.

B. IDENTIFICACION BASICA DE ANTICUERPOS IRREGULARES

a) Muestras

La identificacion de anticuerpos irregulares debe realizarse con muestras sanguineas con las
mismas caracteristicas definidas en este documento para la Deteccion de Anticuerpos Irregulares,
en su punto La). Para el estudio de mezclas de anticuerpos complejos o multiples, es fundamental
disponer necesariamente de los globulos rojos de la muestra para realizar estudios de
fenotipificacion, autocontrol o PAD.

La solicitud de examen que acompafia a la muestra debe incluir al menos la identificacion
completa del paciente (nombre con dos apellidos), fecha, procedencia, edad, sexo, pertenencia a
alguna etnia, historial médico con especial énfasis en historia transfusional reciente, embarazos,
patologias asociadas, consumo de algin medicamento, etc., lo que serd de utilidad en el proceso
de identificacion de anticuerpos e interpretacion de resultados.

b} Reactivos

v Células Panel para identificacién de anticuerpos’ irregulares: £l panel bésico de
identificacion generalmente presenta entre 8 -a 11 frascos de células con diferentes
especificidades antigénicas. Existen estos paneles de células en presentaciones de hasta
16 tipos glébulos rojos de distintos donantes. La eleccion del tipo de panel debe ser
realizada en base a las caracteristicas del laboratorio, el tipo de pacientes que atiende y las
estadisticas de los casos estudiados en el curso de un afio es deseable que el laboratorio
construya tablas con la prevalencia de las especificidades identificadas durante el afio. El
panel debe permitir que se identifiquen claramente flas especificidades de los
aloanticuerpos mas prevalentes en la poblacién y de mayor importancia clinica (Anexo 1).
Debe verificarse y considerarse las siguientes caracteristicas basicas del panel de
identificacién:

Pégina 6de 16



a) Presentar especificidades para los siguientes antigenos: D, C, E, ¢, &, M, N, S, s, P1, Le®,
Le®, K, k, Fy?, Fy®, Jk®, Jk®y DI,

b} Poseer al menos dos células panel que presenten y dos células panel gue carezcan de
los antigenos sefialados en el punto anterior. En la tabla de trabajo (Anexo 5) se puede
observar que los antigenos e y k no cumplen esta regla, por lo que se debe incorporar
al andlisis, las células del panel de deteccion de anticuerpos irregulares, logrando asi
cumplir esta regla.

¢) Disponer de células con doble dosis (homocigotas) especialmente de los antigenos JK°,
K%, S, s, Fy?, y FY®, ya que estos antigends se expresan mas débilmente cuando los
genes involucrados estan en forma heterocigota.

d} Poseer células RyR; (cDE/cDE) para la identificacién de anti-e. Ademads, de células rr
(Cde/ede) y r"r {cdEfcde) para identificar anti-E y anti-C en la presencia de anti-D
(combinaciones frecuentes).

e} Poseer células rr (cde/cde) en el panel y que entre ellas expresen los antigenos K, Fy?,
Y, K%, JK°, M, S, s, de preferencia al estado homocigoto, de manera de poder
evidenciar la presencia de ellos junto al anti-D, dada la frecuencia de este anticuerpo.

f) Verificar que el inserto de especificacién del reactive y la tabla de trabajo que vienen
con el panel, coincidan con el nimero de lote del reactivo. Este punto es muy
importante al momento de querer interpretar los resultados.

g) Las células panel no deben utilizarse mas alld de la fecha de expiracién indicada por el
fabricante.

h) Cada laboratorio, de acuerdo a su realidad {frecuencia de anticuerpos irregulares,
caracteristicas étnicas de la poblacién que atiende, entre otras), debe definir al
momento de su compra, caracteristicas especiales del panel a utilizar.

v Suero Antiglobulina Humana: Ver punto Ib} de Deteccion de anticuerpos irregulares.

v LISS: de acuerdo a la estandarizacién del reactivo o a las recomendaciones del fabricante,
en caso de ser usado para esta metodologia (incorporado en los sistemas de aglutinacion
en columna o en presentaciones para su utilizacidn en tubos).

v" Solucién diluyente recomendada para la técnica utilizada, suero fisioldgico tamponado o
PBS.

c.- Técnicas
Existen técnicas manuales, semiautomatizadas y automatizadas, en tubo, columna y microplaca.

d.- Procedimiento .

1. Rotular la muestra a investigar y centrifugarla de acuerdo al tiempo estandarizado en la
centrifuga para obtener suero o plasma.

2. Verificar que los reactivos estén vigentes y que tanto reactivas como equipos cumplan con
los parametros definidos en el control de calidad del laboratorio de inmunohematologia.
Las celulas panel deben utilizarse a la concentracién definida para la técnica a realizar en
el inserto del fabricante.

3. Verificar que fa hoja de trabajo del panel de identificacién esta disponible y su ndmero de
lote corresponde al del reactivo que se utilizard.

4. Para cada muestra a procesar, se deben efectuar tantas reacciones de acuerdo al nimero
de células panel basico utilizado en el laboratorio: ver tabla 3.
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Tabla 3: Reacciones utilizadas en la identificacion de anticuerpos irregulares.

Tubo, Suero o Plasma | Glébulos Rojos Utilidad
columna o
microplaca
Reaccidn 1 | Muestra en | Panel 1 Detectar reaccidon de
estudio acuerdo al fenotipo del Panel
_ 1
Reaccion 2 | Muestra ‘en | Panel 2 Detectar reaccién de
estudio ' acuerdo al fenctipo del Panel
| | 2 |
Reaccién 3 i Muestra en | Panel 3 Detectar reaccion de
estudio ) acuerdo al fenotipo del Panel
3
Reaccidn Muestra en | Panel “n” Detectar reaccion de
n* estudio acuerdo al fenotipo del Panel
an
PA Muestra en | Muestra en estudio Determinacién de presencia
estudio de autoanticuerpo

*n: nimero de células del panel utilizadas en la identificacion. Cada célula panel y muestra en estudio debe ser utilizada
en la concentracion establecida por ef fabricante a la técnica usada.

5. Mezclar y centrifugar de acuerdo a fa calibracion de la centrifuga para lectura, 0 a los
tiempos y revoluciones establecidas por el fabricante.
6. Observar en busca de aglutinacién y/o hemdlisis, de acuerdo a la técnica de lectura
automatizada o manual que recomiende el fabricante.
7. Registrar los resultados obtenidos en intensidad de cruces, de acuerdo a la tabla de
reaccion del Anexo 3.
8. Dependiendo de la técnica definida en sus protocolos, debe asegurarse de cumplir con las
distintas etapas de lectura gue se requieren:
- Tubo: la lectura realizada en |as tres etapas, permite diferenciar la deteccion de anticuerpos que
actlian a temperatura ambiente, a 37°C y con SAGH. Ademds, la lectura y el registro de las
intensidades en cruces puede orientar a la especificidad de un solo anticuerpo o a una mezcla de
ellos.
- Aglutinacion en columna: 1a lectura se puede realizar en una etapa, permitiendo detectar los
anticuerpos clinicamente significativos, pero no permite establecer |a clase y la temperatura a la
cual ellos son activos. El andlisis de las intensidades en cruces puede orientar a la especificidad de
-un solo anticuerpo o a una mezcla de ellos.

e.- Interpretacion
la asignacion de la identificacion de anticuerpos irregulares, debe realizarse a través de la
interpretacion del registro de los resultados de las reacciones sefialadas en la tabla de trabajo
(Anexo 5). Es importante verificar que ella corresponda al lote de panel celular que se haya
utilizado.
A continuacién, se sefiala un ejemplo de identificacion basica de anticuerpos irregulares con
especificidad anti-S:
1. identificar y registrar adecuadamente la intensidad de cruces para cada célula panel, lo
cual puede orientar a la especificidad del o los anticuerpos en la muestra.
2. Proceda a descartar aquellas especificidades de anticuerpos para las cuales el estudio
muestra un resultado negativo (descarte por reacciones negativas) con células de
expresion homocigota. En ia figura 1 se deben analizar las células 1, 3, 8, 10y 11. La céluia
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1 permite descartar las especificidades D, C, e, M, s, k, P1, Le® y JK® (tachado azul); la célula

3 permite descartar las especificidades E, ¢, N, Le”, Fy® {tachado rojo}; la célula 8 no

descarta especificidades adicionales; fa célula 10 descarta fa especificidad Jk* ({tachado

verde); la célula 11 descarta la especificidad Fy” (tachado negro). Este andlisis no permitié
- excluir las especificidades Sy K.

Figura 1: Aplicaci6n de reglas de exclusién en la identificacion basica de anticuerpos irregulares.

Cel AP .; Lewis . | Duffy Cel | Resultado
y oA o T [37C|AH | CC
1RiR; Py 5 1 0o [
2 RR; T 0 2 2+
3 RiR, 0 _;‘ + 3 0 v
ar'r |+ 0 T2 2+
51''r + + 5 2+
6rr + 0 6 24
7t n n 17 2+
8 Ror ] 0 T8 o [¥
5 rr 7o | 0 T3 2+
101 T+ " 10 0 |V
11 + 0 11 o |V
PA PA 0
3. Proceda a comparar el patrén de reacciones {positivas y negativas) de su columna de
resultados con fas columnas para la especificidad S y K. E patrén de reaccién en esta etapa
permite descartar la especificidad K, ya que fa célula 10 positiva para Keil presenta
reaccion negativa (Figura 2).
Figura 2: Ejempio de tabla de trabajo con resultados para la identificacién de anticuerpos anti-S.
Cel |Rh’ T cel | Resultado
’g T [37C ﬂAH Fce
TR.R; J+ " B o {| v
2RR; [+ 2 2+
3 RyR; + 0 [+ }0O 3 {0 ﬂ v
arr jof o |+ 14 2+
5 00 0 i+ 1+ 5 24
6rr 0 0 D + |0 §+ 6 } 2+
7rr 0 0 D + |+ |+ 7 2+
8 Ror + oo o |+ o T8 o |~
9rr 0 0 0 + ]+ |+ 1o 2+
10 [0 oo 010 10 0o I v
R |0 11 o v
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{a especificidad probable del anticuerpo es anti-S', lo cual se debe demostrar por la
ausencia del antigeno S en el fenotipo de los globulos rojos.

Cuando no es posible identificar los anticuerpos en una muestra a través del panel basico,
se deben utilizar técnicas adicionales (fenctipo eritrocitario, panel enzimatico, elucién-
adsorcion) o derivar a laboratorio de Referencia para completar estudio.
A continuacion, se sefiala un ejemplo de identificacion en mezcla de anticuerpos irregulares con
especificidad anti-E y anti-Fy®: _

1. ldentificar y registrar adecuadamente fa intensidad de cruces para cada célula panel, lo
cual puede orientar a la especificidad del o los anticuerpos en la muestra.

2. Proceda a descartar agquellas especificidades de anticuerpos para las cuales el estudio
muestra un resultado negativo (descarte por reacciones negativas) con células de
expresion homocigota. En la figura 3 se deben analizar las células 2, 4, 6, 8, 9y 11, La
célula 2 permite descartar las_ especificidades D, C, &, S, k, P, y Jk* {tachado azul); la célula
4 permite descartar las especificidades M, 1e° y Fy® (tachado rojo); la célula 6 permite
descartar las especificidades ¢, y JK® (tachado verde); la célula 8 descarta la especificidad N
{tachado negro); la célula 9 descarta la especificidad Ky Le® (tachado naranjo); la célula 11
descarta la especificidad s {tachado celeste); Este andlisis no permitic excluir las
especificidades E y Fy". '

Figura 3: Aplicacién de reglas de exclusiéon en la identificacion en mezcla de anticuerpos
irregulares.

Cel Rh o P | cel | Resuitado

P e Tl ke /p/ T [37C|AH icCC

LRy | [0 0 |+ {04+ 4+ i@ 1 1+

3RR; | +[O |+ [+ (0|0 |+ [0 |+ [0 + 0 13 3+

4¢r 0 R E R o I Ol ]+ 4 0 v

5rr Lo 0 + R T N I S + + s 3+

6rr ofo} G |+ 44 [+ 10 [+ [0 b4 [+ |+ 16 0 v

2 R O I I O R R 17 2+

R |+ 0 [0 |+ |+ |0 [+ |0 |0 [0 [+ [+ T8 0o |V

Gyr 0.0 0 I L o 0 9 0 v

10r |0f0 [0+ [+ [+ 0|0 |+ + 10 2

11 Hlalo o b [+ [+ |0+ |0 + 11 o |v

PA PA

3. Proceda a comparar el patrén de reacciones {positivas y negativas) de su columna de

resultados con las columnas para las especificidades E y Fy®. £l patrén de reaccion en
intensidad de cruces nos entrega informacion -muy relevante sobre la presencia de los
anticuerpos. Por una parte, la reaccién de 1+ en la célula 1 se puede relacionar con la
expresion heterocigota del antigeno Fy". Por otra parte, las reacciones de 3+ observadas
en las células 3 y 5 se pueden relacionar con la presencia concomitante de los anticuerpos
anti-E y anti-Fy® (Figura 4).
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Figura 4: Ejemplo de tabla de trabajo con resultados para la identificacién de anticuerpos anti-E

y anti-Fy®,
Duffy Kidd 1 Cel | Resultado
}g’ - fy ‘ s
* + G 1+
0 5 : —l
" * N 3+
* 0 4 0 TV
+ 5 5 37
0 0 6 0 7
+ " 5 —
0 0 g 5 —
i 0 EE 0o i v
¥ * 10 2+
i 0 11 o 1
PA 0

La especificidad probable de los anticuerpos en sospecha, se puede demostrar por la
ausencia de los antigenos E yFy® en el fenotipo de los globulos rojos.

Cuando no es posible identificar los anticuerpos en una muestra a través del panel basico,
se deben utilizar técnicas adicionales. En este caso, es de utilidad el empleo de paneles de
células tratadas con enzimas (papaina), lo-que permitirfa confirmar la presencia de ambos
anticuerpos {sobrerreaccién de anti-E y ausencia de reaccidn de anti-Fy®). '

f.- Informe de resultados
La denominacion recomendada es:

IDENTIFICACION DE ANTICUERPOS IRREGULARES:

Anticuerpo identificado (mds probable): anti-D, anti-Fy® (segiin corresponda al paciente o
donante estudiado).

Anticuerpos que no se pueden excluir: anti-K, anti-Lu® {segtin corresponda al paciente o donante
estudiado).

g.- Aspectos a considerar en la identificacion de anticuerpos

El suero o plasma del paciente debe ser analizado por la misma técnica que se usé en la
deteccion del anticuerpo. La inclusion de gldbulos rojos del paciente puede ser Gtil en el
reconocimiento de anticuerpos dirigidos contra antigenos de alta frecuencia o la presencia
de autoanticuerpos.

La especificidad del anSticuerpo sélo se debe asignar cuando es reactivo con al menos dos
células panel gue tienen el antigeno y no reactivo con al menos dos células panel que
carecen del antigeno. Siempre que sea posible, la presencia de anti-JIc, -JK%, -S, -s, -Fy/?, y -
Fy" debe excluirse usando células que tengan expresiones homocigotas del antigeno
relevante.

Poner atencion en el analisis de antigenos con efecto de dosis para no descartar
especificidades con células heterocigotas. Siendo necesario por ejemplo aumentar el
volumen de plasma o suero en los casos que lo permita la técnica, uso de enzimas para
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tratar los glébulos rojos o modificando condiciones de temperatura y/o pH para aguellos
anticuerpos potenciados por sus caracteristicas.

s Se debe utilizar un suero control anti-D débil (< 0,1 Ui / ml) para asegurar fa eficacia del
procedimiento, incluyendo la expresién antigénica sobre células panel.

e Cuando una especificidad de anticuerpos ha sido identificada, es esencial que la presencia
de otros anticuerpos clinicamente significativos no sean omitidos. Anticuerpos mitiples
sélo se pueden confirmar por la eleccion de las células panel negativas para la
especificidad reconocida, pero positivas para otros antigenos capaces de producir
anticuerpos clinicamente significativos. El conocimiento del fenotipo o genotipo del
patiente, segun corresponda, puede ayudar en la seleccion de células para el proceso de
identificacidon y exclusién. '

¢ Cuando se ha identificade un anticuerpo, los. glc’)bu[os' rojos del paciente deben ser
fenotipados para establecer la ausencia del antigeno (s) correspondiente a la especificidad
-de los anticuerpos identificados. Se deben utilizar controles apropiados, es decir, antigeno
positivo (heterocigoto) y antigeno négativo.

¢ Se recomienda manejar la estadistica de identificaciones de anticuerpos irregulares
realizadas en donantes y pacientes, proponer un indicador de muestras no concluyentes
para evaluar mejoras en metodologias y procesos. :

lll. CONTROL DE CALIDAD

CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Para los procesos de control de calidad en la deteccién e identificacién de anticuerpos irregulares
se deben seguir los procedimientos descritos en el documento del ISP “Recomendaciones para el
Control de Calidad en Técnicas Serolégicas de.Inmunchematologia Eritrocitaria”, disponible en
{https://n9.cl/sStdx). '

CONTROL DE CALIDAD EXTERNO

Los Centros de Sangre, Unidades de Medicina Transfusional, Bancos de Sangre y Laboratorios
Clinicos del pais que realizan esta determinacidn deben participar en algun programa de
evaluacién externa de la calidad, segin lo sefialan las normativas ministeriales, para que, en
conjunto con el control de calidad interno, se asegure la calidad de la deteccidn e identificacién de
anticuerpos irregulares eritrocitarios.
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ANEXO 1

Frecuencia de anticuerpos irregulares en donantes y pacientes de 1a poblacién chilena.

Table 2. Frequency of irregular red blood cell antibodies detected

in donors and patients in the participating study establishments

Blood graup
sysiem Antibody " Iyt a %
MNS Anti-M 71 12.0 98 1.8
Anti-N 1 0.2 3 0.2
~ Ant-8 13 22 a1 2.0
Ant-s G 1 o1
P1PK Anti-Pi 1,2 2 0.1
Rh Anti-D 97 16.4 304 26.8
Anti-C 16 - 2.7 42 2.7
Aniti-E 108 18.3 361 23.6
Anti-c 15 25 44 2.9
Ariti-g B 1.0 90 1.3
Lutheran Anti-L.a® 1.0 7 05
Anti-Lu® 0 1 o
Kall Anti-K 78 13.2 330 21.8
Anti-k 0 o 0.2
Anti-Kp? 1 0.2 0.3
Anti-Kp® 0 1 0.1
Anti-Js® 0 1 0.1
Lewis Anti-Le® 121 20.5 125 8.2
Anti-Lot 5 0.8 8 0.5
Duffy Ani-Fy 20 3.4 55 38
Anti-Fy® 1 02 15 1.0
Kidd Anti-Jks 18 3.0 46 3.0
Anzi-3kP 0 5 0.3
Diego Anti-DP 10 0 B
Xg Anti-Xg* 1 0.2 0 0
Total 591 1523

“Mumber of immunohemalologic test resulis,

‘Parcentage of immunohematalogic test resulls.

Fuente: Aburto A, Zapata D, Retamales E, Moscoso H, Canales C, Escobar C, Erythrocyte antigens

and antibodies in the Chilean population. Immunohematology 2021; 37: 151-156.
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ANEXO 2

Algoritmo para la deteccion e identificacién de anticuerpos irregulares eritrocitarios.

ANEXO 3

ingreso de mumstias Detsccion

At lrregulares

Ardlisicde acusrdo ¥ métodosy

readkivosverificados enel laboaiio |

fesrinsertol dsl fabricriey .

Registrar

Negativo

E£3tydio IGentificacian Ae.
rreguiares imismo fobo o
t Iaporatarie de dervadbig

Anjlisic de acverde s métosiosy
reacthos verificados el labanelodo
Agerirsario detisbrlcanie)

Panet
jgentificacidn }
Comergial . |

",

Identification
o Concluyents

Derivar al )
Lahoratorio de
Reteramis

.-"F!‘K\‘x

p(Resuitacs;

T

Infpimar

Ientification
Concluyenis

o
;

- Panat ldartificazidn Comertial

- Ferotipe
- fécnicas

Etitratitario
aditianalez

Intensidades de Reaccion de acuerdo a las distintas técnicas de aglutinacion.

intensidad | Aglutinacion Aglutinacion en | Aglutinacion
de Tubo/Micraoplaca columna Microplaca
Reaccidn (gel y esferas de vidrio} | {fase sélida)
A4 Boton unico. Fondo claro. | Banda homogénea de | La adherencia es fuerte,
Sin células libres. ‘aglutinados en la parte | cubriendo por completo
superior de la columna. | fa monocapa.
3+ Varios agiutinados de | Banda superior de | El grado de adherencia
gran tamafio. Fondo | aglutinado y i es moderadc a fuerte,
claro. Sin células fibres. desplazamiento en la | ligera formacidn de
parte superior de la | células en el centro del

columna.

pocilic.
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2+ Muchos aglutinados "de | Aglutinados pequefios | El grado de adherencia
mediano tamafio. Fondo | en la columna y a lo | es moderado, botdn
claro, Sin células libres. largo de la columna. celular irregular con

agujero.

1+ Numerosos aglutinados | Algunos aglutinados | El grado de adherencia | -

pequefios. Fondo turbio | pequefios en la | es ligero a pequefio,
por GR libres, columna. botén celular difuso.

+/- Aglutinacién Escasos aglutinados de | No aplica.

escasamente visible. | pequefic tamafio en la
Fondo turbic por GR | columna.
libres. '

0 Ausencia de aglutinacién | Banda de GR al fondo | No hay adherencia,
de la columna, resto de | boton  celular central
fa columna sin | bien definido.
aglutinados.

ANEXO 4

Flementos basicos de un registro recomendado para anotar los resultados de la deteccién de
anticuerpos irregulares eritrocitarios.

Fecha:

Tecndlogo Médico responsable:

Reaccidn Reaccién Panel | Resultado | Interpretacio | Posibles
ldentificacién | Panel I | It (intensidad de | Deteccién n especificidades
paciente/ (intensidad de | cruces) de {Caracteristic | involucradas
donante cruces) Anticuerpo | as del o los

5 Anticuerpos)
Cli372 |AG | CI 372 | AG
C H C H
Ejemplos de -
reacciones
Paciente XXXX | 0 | O 0 0 0 0 Negativo Ausencia de
‘ anticuerpos
Paciente XXXX {0 | O 0 0 0. |2+ 'Poéitivo Aloanticuerp | Anti-c;  Anti-E;
. 0 anti-K.....
Paciente XXXX |0 {0 4+ 10 0 |4+ | Positivo Aloanticuerp | Anti-D; ........
' s
Paciente XXXX |2 | O 0 2+ |0 D Positivo Aloanticuerp
+ o o
Autoanticuer
po frio
Paciente n....
Reactivo Lote N° de serie Marca Fecha vencimiento
Panel celular
Columna
{soporte)
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AGH
LISS
Otro reactivo

ANEXO S :
Modelo de tabia de trabajo para la |dent|f|cacmn de antlcuerpos lrregulares
Cel ‘Rh" 7% 70| MNS !(e!l P ey Kd " Cel | Resultado
o CTEreTe[ M N s[s Tk [k "?f'f? T TA [ 37C | AH | CC
1RRy |+ + [0 O|+|+/010[+ [0} 11
TRR, [+ | 0|0+ +]+| [0 [07] 12
SRR |+|0]%|+0|0]|+ 0]+ |0 P BE
ar'r D+ O + + +| 0+ + | O 0 |4
5¢°r 00++ ol+ +|+ [0 0 L
6 rr 0 0 0 + ++| 0] +|0 |+ :3.0: 18
71r 00 0+ |+ +]+i+ O : 0 7
8 Ror -;'4,-'0?_0;1.} +[0]+|0|0 O o 18
9 v DDD+ |+ 0 ‘* ; 9
10 rr 00 0 + +i+| 0|00+ + Q T10
T1R.R; |+ +1 00| +|+|+] 0] + {+ 0 111
- , . L —

2.- DEJASE SIN EFECTO la Resolucion Exenta N°
3270 de 18 de diciembre de 2014 de este Instituto.

3.- PUBLIQUESE la presente resolucién en el sitio
web institucional www.ispch.cl.
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