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RESUMEN

En Inmunohematologia se ha desarrollado una amplia gama de procederes de
deteccion e identificacion de anticuerpos eritrocitarios in vitro, por lo cual se
realiza una revision de técnicas y métodos empleados con este objetivo, como
son el método que utiliza eritrocitos pretratados con enzimas proteoliticas y las
técnicas de Polibreno, que utiliza solucion de baja fuerza ionica (LISS), la de
antiglobulina indirecta, la de aglutinacion en gel, la inhibicion de la aglutinacion,
la hemdlisis y la adherencia de eritrocitos en fase sélida. Se abordan los problemas
gue afectan a la reaccion de aglutinacion entre el antigeno y el anticuerpo; para
una mejor comprension la reaccién de aglutinacion se subdivide en su primera 'y
segunda etapa. En la primera etapa los factores que se analizan son concentracion
de antigeno y anticuerpo, pH, temperatura, fuerza idnica y tiempo de incubacion;
en la segunda etapa la caracteristica del anticuerpo, localizacion y nimero de
sitios antigénicos, fuerzas que mantienen la distancia entre los eritrocitos, uso de
la alblmina bovina, uso de enzimas, efecto de dosis y efecto de moléculas con
carga positiva.

DeCS: REACCIONES ANTIGENO-ANTICUERPO/inmunologia; ERITROCI-
TOS; SITIOSDE ENLACE DE ANTICUERPOS; TECNICASINMUNOL OGICAS.

Losrequerimientostransfusionalesde
la mayoria de los pacientes que necesitan
de una transfusién sanguinea, se cumplen
al administrar sangre de donantes de igual
fenotipo ABO y RhD que la del paciente.
Numerosos antigenos de grupos
sanguineos diferentes a A, B y RhD son
ignorados en el acto transfusional, debido
a que muy pocas personas poseen

anticuerpos dirigidos contra alguno de
ellos?

Del 0,5 a 1,5 % de los pacientes
presentan anticuerpos resultantes de la
exposicidn acéulasextrafias queingresaron
al organismo por via transfusién o
embarazo. Estos anticuerpos eritrocitarios
se pueden detectar e identificar por
diferentes procederes, sin embargo, existen



factores que afectan la reaccion entre €
anticuerpo y el antigeno, los factores
pueden estar asociados con €l antigeno,
con el anticuerpo y con las condiciones de
lareaccion.?

Los factores relacionados con el
antigeno incluyen el nimero de sitios
antigénicos, las interacciones génicas, la
dosis, € sitio que ocupa € antigeno sobre
la superficie eritrocitaria, la edad de las
célulasy las condiciones de almacengje de
estas. Entre los factores relacionados con
€l anticuerpo se encuentran la capacidad
parafijar e complemento, lainfluenciaque
sobre la reaccién tienen el uso de suero o
plasma, el fendmeno de rouleaux y la
contaminacion bacteriana.?

Las condiciones de la reaccién
incluyen el pH, la relacion entre la
concentracion de antigeno y anticuerpo, la
temperatura, el tiempo de incubacién, la
centrifugacion, lafuerzaionicay por dltimo,
el tipo demedio, esdecir, s paralareaccion
se utiliza un medio salino, albuminoideo,
enzimatico o se usa el reactivo
antiglobulinico.?

REACCION
ANTIGENO-ANTICUERPO
EN INMUNOHEMATOLOGIA

La alteracion antigeno-anticuerpo
puede verse en diferentes contextos; uno
de estos es la reaccién de aglutinacion de
los eritrocitos, que se discutird a conti-
nuacion, pues es € fendbmeno que por lo
general ocurreenlamayoriadelastécnicas
gueserealizan en Inmunohematol ogia.

Existen 2 requisitos para que la
reaccion antigeno-anticuerpo se produzca:
uno es la adecuada complementariedad de
encgje, podran unirse alos anticuerpos solo
aquellos antigenos con determinantes
antigénicos que se ajusten al sitio de
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combinacion del anticuerpo. El otro
requisito eslacomplementariedad decarga,
las cargas opuestas de antigenos y
anticuerpos crean fuerzas de atraccién,
mientras que cargas iguales crean fuerzas
de repulsion.®*

Una vez que se forma el complejo
antigeno-anticuerpo, las fuerzas que lo
mantienen unido no son interacciones
cova entes, son interaccionesinteratomicas
débiles que mantienen al antigeno y a
anticuerpo en un contacto muy cercano,
capaz dedesarrollar fuerzas que estabilizan
launiondel complejo comolasinteracciones
ionicas, puentes de hidrégeno, fuerzas de
Van der Waals e interacciones hidro-
fobicas.*

Los anticuerpos aglutinan a los
eritrocitos en 2 etapas. en la primera el
anticuerpo se une fisicamente a antigeno
en los eritrocitos (sensibilizacion), en la
segunda los eritrocitos, a los cuales los
anti cuerpos se unieron, aglutinan formando
puentesentre ellos paracrear unaestructura
de enrgjado que constituye laaglutinacion.
En algunas reacciones antigeno-anticuerpo
las 2 etapas ocurren casi simultaneamente,
mientras que en otras solo ocurrelaprimera
etapa de la reaccién, es decir, hay
sensibilizacion de los eritrocitos por
anticuerpos no aglutinantes.®

Paraanalizar lareaccién deaglutinacion
es conveniente separarla en sus 2 etapas,
ya que existen factores y variables que
afectan a cada una.

PRIMERA ETAPA DE LA REACCION
DE AGLUTINACION

La asociacion y disociacion del
complejo antigeno-anticuerpo se rige por
la ley de accion de masas, esta es una
reaccion reversible:



K
(Antigeno) + (anticuerpo)=1 (Antigeno-anticuerpo)
kZ
donde antigeno-anticuerpo y antigeno-
anticuerpo son las concentraciones del
antigeno, anticuerpo y complejo antigeno-
anticuerpo respectivamente, k, esla cons-
tante de asociacion y k, la de disociacion.
Deacuerdo con laley de accion de masas:3®

(Antigeno-anticuerpo)

k

(Antigeno+anticuerpo) 5

K es la constante de equilibrio o afinidad
delareaccion y reflgjalafuerza de unién
entre el antigeno y € anticuerpo. Mientras
mayor seaK lavelocidad de asociacion de
la reaccién sera mayor, es decir, seran
mayores|as cantidades que seformaran del
complejo antigeno-anticuerpo y la
velocidad de disociacion sera mas lenta®

La constante de equilibrio K en la
reaccion de aglutinacion se afecta por las
concentraciones de antigeno y anticuerpo,
y por condiciones fisicas de las técnicas
tales como pH, temperatura, fuerzaiénicay
tiempo deincubacién. Laalteracién de estas
Ultimas condiciones puede producir
aumento o disminucién de la sensibilidad
en laaglutinacién.®s

Concentracion de antigeno y
anticuerpo: lavelocidad de formacion del
comple o antigeno-anticuerpo variacon el
namero de moléculas de anticuerpo
presentes en el medio y con €l nimero de
sitios antigénicos presentes en cada célula.
Al aumentar la cantidad de anticuerpos en
el medio puede aumentar lasensibilidad de
la prueba, asimismo, al aumentar la
proporcién suero/eritrocitos se proveen
mMAas anticuerpos por zonas antigénicas.>”’

PH: & pH Optimo paralos anticuerpos
de la mayoria de los sistemas de grupos
sanguineos alin no ha sido determinado.
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Anticuerpos como los anti-M reaccionan
mejor apH bajo, y paralosanti-D sereporta
el pH éptimo entre 6,5y 7,0. Enlapréctica
las técnicas de rutina deben trabajarse aun
pH arededor de 7,0.°

Temperatura: la mayoria de los
anticuerpos de grupos sanguineos
reaccionan en un rango restringido de
temperatura. Por ejemplo, los anti-P
reaccionan opticamentea 18 °Cy los anti-
Fy?a37 °C. Losanticuerposdelaclase IgM
son més reactivos a bajas temperaturas (4-
27 °C), mientrasquelosdelaclase IgG lo
sona37 °C. Por estemotivo, lastécnicasde
detecci6n de anticuerpos abarcan gamas de
temperaturasde 22-37 °C 6 30-37 °C."*

Aquellos anticuerpos que reaccionan
invitro atemperaturaspor debajo de 37 °C,
no se consideran clinicamente significati-
VoS y rara vez destruyen eritrocitos
transfundidos. Algunos anticuerpos de la
clase|gM pueden activar el complemento a
temperaturas por debajo de 30 °C, pero sdlo
acortan de forma minima la supervivencia
deeritrocitosincompatiblestransfundidos.
L os anticuerpos clinicamente significativos
son aquellos que tienen actividad in vivo
guesemanifietainvitrod reaccionar a37 °C.

Fuerzaidnica: en unasolucién salina
normal los iones Na* y Cl- se agrupan
alrededor de las moléculas de antigeno y
anticuerpo, y neutralizan parcialmente sus
cargas opuestas. Este recubrimiento
dificulta la unién del anticuerpo con el
antigeno y sereduce a disminuir lafuerza
i6nica del medio donde tiene lugar la
reaccion, por lo general cuando la
concentracion salinadel medio dereaccion
disminuye, la velocidad de captacién del
anticuerpo aumenta.®s

Tiempo deincubacion: los anticuerpos
de los diversos grupos sanguineos tienen
diferentes tiempos para alcanzar el
equilibrio, en esto interviene de manera
significativala classe de inmunoglobulina



y la forma en que se une con antigeno
especifico.”

Estudios con eritrocitos suspendidos
en suero o solucion salina han demostrado
gue del 100 % de anticuerpos RhD que se
fijan, aproximadamente el 25 % lo haceen
los primeros 15 minutosy e 75 % restante
lo hacedurantelaprimerahora. Laadicién
de varios agentes potenciadores, por
giemplo disminucion de la fuerza idnica,
puede aumentar la cantidad de anticuerpos
fijados durante los primeros 15 minutos, y
con esto disminuir el tiempo deincubacién
necesario paraal canzar el equilibrio.>"1°

SEGUNDA ETAPADE LA REACCION
DE AGLUTINACION

Una vez que la reaccion antigeno-
anticuerpo ha ocurrido, la aglutinacion
puede o no producirse. Algunos factores
permiten la aglutinacion, otros laimpiden,
estos son: caracteristicas del anticuerpo,
localizaciony nimero de sitios antigénicos,
fuerzasque mantienen ladistanciaentrelos
eritrocitos, uso de albumina sérica bovina,
uso de enzimas, efecto de dosisy efecto de
moléculas con carga positiva.>”’

Caracteristicadel anticuerpo: 2delas
caracteristicas delos anticuerpos que deben
considerarse son el tamafio y el niUmero de
sitios de combinacién con € antigeno, ya
gue entre los anticuerpos de las clases 1gG
e IgM existen considerables diferencias
fisicas.

Los anticuerpos IgM pueden
establecer puentes entre los eritrocitos y
aglutinarios aln suspendidos en solucion
salina, mientras quelos anticuerpos |gG ho.
Esto es posible porque las moléculas de
IgM son circulares y poseen 10 sitios de
combinacién con el antigeno, separados a
una distancia de 300 A; la distancia que
separaa2 céulasnormaleses 184 A y estos
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anticuerpos para provocar la aglutinacién
de las mismas pueden combinar 2 6 3 de
sus sitios con una, y €l resto de los sitios
con otra.

Las moléculas de I1gG, adiferenciade
las IgM, poseen so6lo 2 sitios de
combinacién con el antigeno y estos estan
separados a una distanciade 140 A, por lo
tanto, paraaglutinar 2 células slo dispone
de un sitio de combinacion para cada una,
estos a su vez se encuentran mas cercanos
uno del otro que los sitios de la IgM 1341

Localizacién y numero de sitios
antigénicos: los reactivos hemoclasifica-
dores anti-A y anti-B de tipo 1gG regu-
larmente aglutinan eritrocitos de estos
fenotipos suspendidos en solucién salina.
Unaposible explicacion paraeste fenémeno
eslalocalizaciony nimero delos antigenos
del sistema de grupos sanguineos ABO.
Existe gran cantidad de sitios antigénicos
Ay B enlos eritrocitos, comparado con el
namero de sitios de otros antigenos,
ademas los antigenos A y B estan
localizados en los glicolipidos y zonas
sobresalientes de la superficie de la
membrana. Otros antigenos como e RhD
son proteinas localizadas en la propia
membranaeritrocitaria. 5"

Fuerzas que mantienen la distancia
entre los eritrocitos. como se analizé
anteriormente, loseritrocitos sensibilizados
con anticuerpos de la clase IgM pueden
crear laestructurade enrejado en lasegunda
etapadelareaccion de aglutinacién, porque
los anticuerpos de esta clase son capaces
de cubrir la distancia que separa a los
eritrocitosentresi por larepulsion de cargas
iguales.

Deformacontraria, losanticuerposde
la clase IgG son generalmente sensibili-
zantes, pero no aglutinantes. El ser
mol écul as de pequefio tamafio y con 2 sitios
de combinacion con el antigeno, les
imposibilita vencer la distancia que existe



entre los eritrocitos y aglutinarlos. Los
eritrocitos tienen una carga neta negativa
en su superficie, su interaccion con los
iones del medio en que estan suspendidos
alteraesa cargay producen unacarga heta
denominada potencia zeta, de ahi que la
distancia que separa a los eritrocitos es
proporcional al potencial zeta y la
disminucién de estahace queloseritrocitos
se aproximeny puedan ser aglutinados por
anticuerpos de esta clase>"3

Uso de albumina sérica bovina: los
anticuerpos que no aglutinan eritrocitos
suspendidos en solucién salina, en
ocasiones, los aglutinan cuando estan
suspendidos en albdimina bovina, esto es
posible porque la albdmina provoca un
incremento en la constante dieléctrica del
medio en el que estan suspendidos los
eritrocitosy unadisminucién del potencial
zeta. La constante dieléctrica de un medio
es una medida de su habilidad para disipar
cargas. 151415

No todos|osanticuerposde los grupos
sanguineos aumentan su actividad en las
pruebas de albimina. Los anti-A, anti-B y
anti-Lewis muestran reduccion de su
actividad en presencia de albimina; este
influye en el grado de hidratacion de la
membrana, lo cual puede alterar la
orientacion estérica del determinante
antigénico o puede disminuir la entropia
disponible paradirigir lareaccion.t

Uso de enzimas. enzimas proteasas
como labromelinag, tripsing, papainay ficina
se utilizan en las pruebas seroldgicas
porqgue reducen lacargadelasuperficiede
los eritrocitos a hidrolizar las sialoglico-
proteinas de la superficie celular. La
neuraminidasa también reducelacargade
la superficie celular porque escinde
moléculas de &cido sidlico N-acetilneu-
raminico (NeuNAc) de las cadenas de
polisacaridos.*416.17

Como se discutié anteriormente,
cual quier mecanismo queeliminelascargas
negativas de los eritrocitos reducira la

102

distancia que los separa al disminuir el
potencial zetay asi facilitar suaglutinacién
por parte de anticuerposdelaclase1gG. Se
conoce que este proceder puede disminuir
ladistanciaentre célulasde 184A a113A
en eritrocitos tratados con papaina, y a111
A cuando son tratados con neuraminidasa.!
El tratamiento enzimético de eritrocitos
también incrementa la accesibilidad de
algunos antigenos cuando las glicopro-
teinas son eliminadas.

Los eritrocitos pretratados con
neuraminidasa aumentan su aglutinacion
por efecto de moléculas de IgG, pero este
aumento no escomparablea producido por
otras enzimas.**"

Ademéasde estas acciones, lasenzimas
proteoliticas eliminan zonas antigénicasde
otros anticuerpos como anti-M, -N, -S*7, -
Fy2y -Fy® .15 Esta propiedad delas enzimas
proteoliticas son de gran utilidad en la
identificaci6n de anticuerpos eritrocitarios.

Efecto de dosis: el efecto de dosis es
una via por la que algunos antigenos
pueden afectar la fuerza de la reaccién
antigeno-anticuerpo. Algunos anticuerpos
muestran diferencias en la fuerza de sus
reacciones, en dependencia de la cantidad
deantigeno presenteenlascélulas. A veces
estas cantidades son proporcionales al
genotipo del individuo, por ejemplo, los
eritrocitos M+ de un individuo de genotipo
MM contienen mas antigeno M que los
eritrocitos M+ de un individuo de genotipo
MN.LS

Efecto de moléculas con carga
positiva: € Polibreno® es un polimero de
carga positiva, provoca agregacion
espontanea de eritrocitos normales al
neutralizar su carga superficial negativa
producida por €l &cido sidlico. Las células
carentes de NeuNAc, por g emplo, las
célulaspoliaglutinables T 0 Tny lastratadas
con proteasa, NO Se agregan en presencia
de Polibrenol}] lo cua ofrece informacion



adicional sobrelascaracteristicasfisicasde
lareaccion de aglutinacion.®

DETECCION
E IDENTIFICACION
DE ANTICUERPOS
ERITROCITARIOS

El pesquisaje de anticuerpos
eritrocitarios tiene como objetivo detectar
y luego identificar anticuerposclinicamente
significativos, que puedan causar reaccién
transfusional y acortamiento delasobrevida
normal de los eritrocitos, de modo que
deben emplearse métodos in vitro
apropiados.

Usualmente se emplean multiples
técnicas para la deteccion de anticuerpos
eritrocitarios, unadeellasesel tratamiento
enzimético delos eritrocitos con proteasas.
Esta técnica es mucho més sensible que
otras en las que no se utilizan eritrocitos
pretratados enziméticamente, especiad mente
en la deteccion de anticuerpos Rh y otros
anticuerpos que solo reaccionan ante
eritrocitos pretratados.®

A pesar de las ventgjas que brinda €l
uso de enzimas proteol iticas, esimportante
aertar en relacion con su uso como rutina
en ladeteccion deanticuerposeritrocitarios.
Los eritrocitos pretratados con enzimas
pueden detectar anticuerpos frios y otros
anticuerpos que no son clinicamente
significativos, ademés existe muy poca
correlacién entre la presencia pretrans-
fusional de anticuerpos detectables
Unicamente por métodos enziméticos, y €
desarrollo de anti cuerpos demostrabl es por
otros métodos, dias 0 semanas después de
la transfusion.*®

Dos de las técnicas que deben
emplearse como rutinaen laevaluacion de
anticuerposeritrocitarios son: € método del
polibrenoy el deL1SS (del ingléslowionic
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strength solution, solucién de baja fuerza
ionica). Estos métodos consumen menos
tiempo, dineroy esfuerzo que los métodos
enzimati cos.?>2 Es necesario comentar que
latécnicadel LISS sdlo deberealizarse a
37 °C, ya que a temperatura ambiente se
pueden detectar anticuerpos que no tienen
repercusion clinica.!

De forma contraria, el método del
polibreno sereslizaatemperaturaambiente
y tiene como ventgja €l detectar predomi-
nantemente anti cuerpos gque son activos a
37 °C por otros méodos. En latécnica de
polibreno el tiempo deincubaci 6n debe ser
el minimo, parano detectar anticuerposfrios
sinsignificacion clinica.®®

La prueba de antiglobulina indirecta
(PAI1) emplea anticuerpos contra las
globulinas humans (AGH) denominado
reactivo antiglobulinico poliespecifico (anti-
IgGy anti-C3) y eritrocitos suspendidosen
solucion salina. Estatécnicaserealizaen 2
pasos y es la mas recomendada para la
deteccion de anticuerpos que sensibilizan
eritrocitos que portan su antigeno, pero que
no producen aglutinacién de las células.?

La PAIl es un proceder altamente
favorecido por la mayoria de los
investigadores que se desempefian en esta
especialidad y no solo es Util para detectar
eidentificar anticuerpos, sino que también
se utiliza para tipificar la sangre y en las
pruebas de compatibilidad.

Este proceder serige por lossiguientes
principios: 1. Todas las moléculas de
anticuerpos son globulinas; 2. Al inyectar
un animal con globulinas humanas este
genera anticuerpos contra la proteina
extrafia, luego el suero animal esadsorbido
para eliminar las aglutininas indeseadas y
reacciona especificamente con las
globulinas humanas; 3. Los 2 sitios Fab de
lamolécula AGH se unen alas porciones
Fc de 2 anticuerpos sensibilizantes que se
encuentran en 2 células adyacentes, esta



union formaun puente entre los eritrocitos
y laaglutinacion sehacevisible; 4. LaAGH
reacciona con globulinas humanas unidas
a eritrocitos o libres en el suero, estas
Ultimas se unen preferentemente con la
AGH, la neutralizan y ocasionan un
resultado falsamente negativo, por ello los
eritrocitos deben lavarse previamente a la
adicion del reactivo AGH.3

A finales de la década de los 80 se
desarrollé un nuevo método para el tipaje
de grupos sanguineosy paraladeteccion e
identificaci 6n de anticuerpos eritrocitarios.
La prueba de aglutinacion en gel es un
método de serologia transfusional, donde
la reaccion entre anticuerpos y antigenos
ocurre en el gel Sephadex contenido enlos
microtubos de una tarjeta plastica, la
centrifugacion se realizaen una centrifuga
no convenciona y €l gel empleado puede
Ser neutro, contener reactivo AGH parala
PAIl o reactivos hemoclasificadores de
grupos sanguineos para tipificar la
sangre.7v25'23

La prueba de aglutinacion en gel es
negativasi despuésdelacentrifugacionlos
eritrocitos no aglutinados van al fondo del
microtubo al pasar facilmente através del
gel; los eritrocitos aglutinados quedan
atrapados en el gel y forman diferentes
patrones de aglutinacion. Esta técnica es
f&cil, sensible y reproducible; entre sus
ventagjas estan el uso de eritrocitos no
lavados para la gjecucién de la prueba de
antiglobulina, requiere pocas cantidades de
reactivos, después que la reaccién ocurre

en el gel estapuede mantenerse sin cambios
hasta pasadas 24 horasy los resultados en
los microtubos se pueden fotocopiar.”#2

Las pruebas de deteccion de
anticuerpos tienen como objetivo
evidenciar la mayor cantidad posible de
anticuerpos con significacion clinica, para
lo cual los eritrocitos que se utilicen deben
portar los antigenos, contralos cual esestéan
dirigidoslamayoriadelos anticuerposque
seencuentran cominmente. Parainvestigar
los sueros de los pacientes son suficientes
2 muestras testigo de eritrocitos de
donantes de fenotipo seleccionado (tabla 1).

La deteccién in vitro de la reaccion
antigeno-anticuerpo en todas las técnicas
gue se han comentado hasta aqui se
evidencia por aglutinacién, sin embargo,
existen otras formas de detectar esta
reaccion, por ejemplo las pruebas de
inhibicion de laaglutinacion, en las que se
detecta la presencia del antigeno o del
anticuerpo cuando la aglutinacién
previamente observada de un elemento
guedainhibida. Otros medios de deteccion
son sencillos, como la hemdlisis; otros
como el radioinmunoandlisis son mas
peligrosos, costosos y complejos.®

La hemdlisis es la ruptura de los
eritrocitos con laconsiguienteliberacion de
la hemoglobina intracelular, cuando es
mediada por anticuerpos requiere el
concurso del complementoy no se produce
si el plasma contiene un agente quelante
del calcio o magnesio. Si la hemdlisis se
produce, €l sobrenadante setornacolor rosa

TABLA 1. Fenotipos testigos para la deteccion de anticuerpos eritrocitarios

Sistemas de grupos sanguineos

Rh MN Lutheran P Lewis Kell Duffy Kidd *

Kp Kp
Muestas D C C"E c e M N S s Lt Lu® P, Le* Le, K k a b Js® Js° Fy* Fy® Jk* Jk® Xg°
1 + 4+ 000+0+0+ 0 + +0 + ++0+ 0 + 0 + + + +
+0 0 + +0 +0 +4+ + + 4+ + 0 0 +0+ 0 + + + + 0 +

* Ligado al sexo.



tras la incubacion de los anticuerpos con
los eritrocitos, resultado que se considera
positivo.® Los anticuerpos anti-L e* pueden
provocar la hemdlisis de eritrocitos
suspendidos en solucion salina.’

Otra de las técnicas utilizadas para
identificar antigenos o anticuerpos es la
prueba de adherenciade eritrocitos en fase
sdlida, que utiliza eritrocitos indicadores.
Enlapruebadirectaserecubren lasparedes
de una microplaca con anticuerpos y se
anaden eritrocitos a los pocillos, si tienen
el antigeno adecuado se adheriran a los
anticuerpos en la pared del pocillo, si no
hay reacci6n antigeno-anti cuerpo sedimen-
tan en el fondo del pocillo. En la prueba
indirectase adhieren eritrocitosalos bordes
delospocillosmediante pretratamiento con
glutaraldehido, formaldehido o un anti-
cuerpo monoclonal potente, luego se afiade
suero del paciente y después eritrocitos
recubiertos con 1gG (células indicadoras).
En la reaccion positiva los eritrocitos
recubiertos se adhieren a las paredes del
pocillo, en la negativa los eritrocitos
sedimentan en el fondo de | os pocill0s. 2%

Cuando se detecta un anticuerpo en el
suero de un individuo este debe
identificarse para conocer su significado

clinico, el procedimiento emplea un panel
eritrocitario de fenotipo conocido. En
dependenciade si las células reaccionan o
no con el suero, se podré reconocer el
antigeno contra el cual esta dirigido €l
anticuerpo (tabla?2).

En latabla 2 se muestrael ejemplo de
un suero que reaccionaen laPAl con todas
las células S+ y no reaccionacon laS-. En
este caso €l suero contiene anticuerpos anti-
Sy se pueden excluir otras posibilidades,
por gemplo: lascélulas 2,4y 10 son D+y
reaccionan con €l suero; lascélulas 1,5,6,7
y 8 son D- y no reaccionan con €l suero,
pero |os anticuerpos no pueden ser anti-D
porque las células 3y 9 son D+ y el suero
no reaccionacon ellas.

Al investigar, deestamanera, se pueden
excluir otros anticuerpos, es decir otras
especificidades; otros no pueden ser
descartados. En €l gemplo anterior el suero
puede presentar anticuerpos anti-C* tanto
como anti-S, porque el suero reaccionacon
lacélula2y estaes S+ y C¥ en este par-
ticular y en otros similares es necesario €l
uso de un fenotipo extraS-, C¥+.

Cuando €l suero contiene diferentes
tipos de anticuerpos se deben utilizar
diferentes vias para determinar las

TABLA 2. Panel eritrocitario para la identificacion de anticuerpos eitrocitarios

MN Lutheran P Lewis Kell Duffy Kidd * Resultado
Muestras  Rh PAI

M NS s U LueLw P, Le® Le® K k Kp* Kpb Js* Js® Fy= Fy> Jk2 Jk® Xg2
1 CCddee + +0 OO0 O + + 0 O O +0 4+ 0 + 0 0 O + + 0
2 Cc"Dee O +++0 0 + + 4+ 0 0 +0 + 0o + + + + + + 2+
3 CCDee ++0 +0 ++4+ 0 0 + 0 +0 + 0 + 0 + + + + 0
4 ccDEE +0+00 O+ + 0 + ++0 4+ 0 + + 0 + +0 3+
5 ccddEE + 00 +0 0 + + 0 + 0 +0 + O + 0 + 0 + + 0
6 ccddee 0O +0 +0 0+ 4+ 0 0 O0+0 + 0 + 0 0 + 0 + 0
7 ccddee + +0 +0 0 + 0 4+ 0 O +0 + O + 4+ 0 0 + + 0
8 ccddee ++0 +0 0+ 4+ 0 + ++0 + 0 + 0 + + + + 0
9 CCDEe +00 +0 0+ 4+ 0 + 0+0 + 0 + + 0 0 + + 0
10 CcDee +0+00 O+ OO +0+0 + 0 + 0 + +0 + 3+

* Ligado al sexo.
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especificidades presentes, una de ellas es
valorar lafuerzadelaaglutinacion con cada
fenotipo del panel eritrocitario, otra es el
tratamiento enzimatico de los eritrocitos
para eliminar los sitios antigénicos de los
antigenos Fy?, Fy®, M, Ny S. También se
puede usar mas de una técnica para
identificar varias especificidades si nos
basamos en el hecho de que muchos
anticuerpos reaccionan por diferentes
métodos.”

Laidentificacién de anticuerposcontra
antigenos de baja o altaincidencia, serige
por los mismo principios detallados
anteriormente para otros anticuerpos, pero
sdlo se requiere € uso de fenotipos raros.
Estas células, digamos exdticas, no poseen
antigenos de ata incidencia, o por € con-
trario, portan algunos de estos antigenos
raros.

En otras ocasiones los métodos de
adsorcién elucién son utiles para la
identificaci 6n de anticuerpos eritrocitarios,
por ejemplo un suero gque contiene anti-K

producido por un individuo de fenotipo
RhD- se debe estudiar para dilucidar la
presencia de anticuerpos anti-D, si la
muestrade eritrocitos D+, K-esinsuficiente
paraconfirmar o excluir lapresenciadd anti-
D, el suero se puede adsorber con células
D-, K+ repetidamente, cuando se obtienee
suero libre de anti-K+ este se enfrenta a
muestrasD+y D-, si €l anti-D estapresente
el anti-K sepuede separar de ese anticuerpo
por elucion de los eritrocitos D-, K+ ad-
sorbidos.

En los dltimos afios se han producido
muchos avancesen lalnmunohematol ogia,
la medicinatransfusiona y las disciplinas
relacionadas. Los procederes de deteccién
eidentificacion de anticuerposeritrocitarios
son diversos y mucho més sofisticados y
complejos que como se trataron en este
trabajo, no obstante, se intentd hacer una
revision de un tema amplio que va en
continuo desarrollo y perfeccionamiento
para aumentar la culturainmunol 6gica de
nuestros lectores.

SUMMARY

Awide range of procedures for the detection and identification of red cell antibodies
in vitro has been developed in Immunohematology. Therefore, it is made a
review of the techniques and methods used with this aim, such as the method
using erythrocytes pretreated with proteolytic enzimes and the techniques of
Polibreno that utilize low ionic force solution (LIFS), the indirect antiglobulin
test, the gel agglutination test, the agglutination inhibition test, hemolysis and
the solid phase erythrocyte adherence test. The problems affecting the
agglutination reaction between the antigen and the antibody are also dealt with.
The agglutination reaction is subdivided into its first and second phase for a
better understanding. In the first phase, the antigen and antibody concentration,
pH, temperature, ionic force and incubation time are analyzed. The characteristic
of the antibody, localization and number of antigenic sites, forces maintaining
the distance among the erythrocytes, use of bovine albumin, use of enzimes,
dose effect and effect of molecules with positive charge are studied in the second

phase.
Subject headings:

TECHNIQUES.

ANTIGEN-ANTIBODY REACTIONS/immunology;
ERYTHROCYTES; BINDING SITES, ANTIBODY;

IMMUNOLOGIC

106



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Issitt PD. Applied blood group serology. 3 ed. Miami: Montgomery Scientific Publications, 1989.
2. Beattie K. Detection and identification of alloantibodies. En: Mallory D, ed. Immunohematology

Noo~w

8.

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

methods and procedures. Rockville: American National Red Cross, 1993;111-1-111-9.

Pico MC, Giraldino IG, Otero A. Inmunologia experimental. La Habana: Félix Varela, 1997.

Roitt IM. Essential immunology. 4" ed. Oxford: Blackwell Scientific Publications, 1980.
Vengelen-Tyler V, ed. Technical manual. 12" ed. Bethesda: American Association of Blood Banks, 1996.
Daniels G. Functional aspects of red cell antigens. Blood Rev 1999;13(1):14-35.

Mollison PL, Engelfriet CP, Contreras M. ed. Blood transfusion in clinical medicine. 10 ed. London:
Blackwell Scientific Publications, 1997.

Arndt PA, Garratty G, Marfoe RA, Zeger GD. An acute hemolytic transfusion reaction caused by an
anti-P1 that reacted at 37 degrees C. Transfusion 1998;38(4):373-7.

Goodrick MJ, Hadley AG, Poole G. Haemolytic disease of the fetus and newborn due to anti-Fy(a) and the
potential clinical value of Duffy genotyping in pregnancies at risk. Transfus Med 1997;7(4):301-4.
Leger RM, Garratty G. Evaluation of methods for detecting alloantibodies underlying warm
autoantibodies. Transfusion 1999;39(1):11-6.

Price WR, Johnson ST, Curtis BR. Immunoglobulin isotype identification in red cell antibodies using
flow cytometry. Transfusion 1999;39(7):756-62.

Fukuda M, Fukuda MN, Hakomori ST. Developmental change and genetic defect in the carbohydrate
structure of band 3 glycoprotein of human erythrocyte membrane. J Biol Chem 1979;254:3700-3.
Rosse WF. Clinical immunohematology: basic concepts and clinical applications. Boston: Blackwell
Scientific Publications, 1990:328.

Pollack W, Hager HJ, Reckel R. A study of the forces involved in the second stage of the hemagglutination.
Transfusion 1965;5:158.f

Van Oss CJ, Mohn JF, Cunningham RK. Influence of various physicochemical factors on
hemagglutination. Vox Sang 1978;34:351.

Steane SM, Steane EA, Reyes VG. Limitations of digitonin-acid elution procedure [Abstract]. Transfusion
1982;22:430.

Eylar EN, Macloff MA, Brody OR. The contribution of sialic acid to the surface charge of the
erythrocyte. J Biol Chem 1962;237:1992.

Scott ML, Voak D, Downie DM. Optimum enzyme activity in blood grouping, and a new technique for
antibody detection: an explanation for the poor performance on the one-stage mix technique. Med
Lab Sci 1988;45:7-18.

Issitt PD, Combs MR, Bredehoeft SJ. Lack of clinical significance of “enzyme-only” red cell
alloantibodies. Transfusion 1993;33:284-93.

Lalezari P, Jiang AF. The manual polybrene test: a simple and rapid procedure for detection of red cell
antibodies. Transfusion 1980;20:206-11.

Fisher GA. Use of the manual polybrene test in the routine hospital |aboratory. Transfusion 1983;23:151-4.
Hughes-Jones NC, Gardner B, Telford R. The effect of pH and ionic strength on the reaction between
anti-D and erythrocytes. Immunology 1964;7:72.

Elliot M, Bossini E, Dupny ME. Effect of ionic strength on the serologic behaviour of red cell
Isoantibodiees. Vox Sang 1964;9:396.

Coombs RRA, Mourant AJ, Race RR. A new test for the detection of weak and “incomplete” Rh
agglutinins. Br J Exp Pathol 1945;26:255-66.

Hitzler W, Schémig-Breckner H, Mathias D. Gel centrifugation test - a new micro method for blood
group typing and antibody screening. Arztl Lb 1989;35:89-92.

Phillips PK, Whitton CM, Lavon F. The use of antiglobulina “gel-test” for antibody detection.
Transfus Med 1992;2:111-3.

Figueiredo M, Lima M, Morais S, Porto G, Justica A. The gel test: some problems and solutions.
Transfus Med 1992;2:115-8.

Lapierre Y, Rigal D, Adam J. The gel test: a new way to detect red cell antigen-antibody reactions.
Transfusion 1990;30:109-13.

Shanwell A, Salander S, Bremme K, Westgren M. Clinical evaluation of a solid-phase test for red cell
antibody screening of pregnant women. Transfusion 1999;39(1):26-31.

Plapp FV, Rache JM, Beck ML. Blood antigens and antibodies: solid phase adherence assays. Lab Med
1984;22:39-46.

Recibido: 9 de noviembre del 2000. Aprobado: 7 de diciembre del 2000.
Lic. Yamilé Alfonso Valdés. Instituto de Hematologia e Inmunologia. Apartado 8070, CP 10800, Ciudad de
La Habana, Cuba. Telef: (537)578268. Fax: (537)338979.e-mail:ihidir@hemato.sld.cu

107



