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1. Alcance:

Aplica a las muestras de pacientes que presentan pruebas de compatibilidad que resultan
incompatibles y/o en las muestras en las que se detecte la presencia de un anticuerpo
irregular. Se realizara a todos los receptores que tengan antecedentes de aloinmunizacion,
con el fin de identificar anticuerpos irregulares de importancia clinica y Fenotipos
Eritrocitarios, para dar cumplimiento a la N/A NOM 253 SSA1-2012 para la disposicion de
sangre humana y sus componentes con fines terapéuticos.

2. Documentos Aplicables:

FT-IS-BS-03- Solicitud de Hemocomponentes sala de operaciones

FT-IS-BS-04- Solicitud de Hemocomponentes

IT-IS-BS-30 Instruccion de Trabajo Prueba de Compatibilidad/Prueba Cruzada

N/A NOM 253 SSA1-2012 para la disposicién de sangre humana y sus componentes con
fines terapéuticos

N/A Manual de Resoluciones de Discrepancias ABO y de Rh/Pruebas Cruzadas
Incompatibles

N/A Sistema informatico

N/A Lista de Quirdfanos

N/A Manual del equipo automatizado (Erytra)

N/A Manual del equipo automatizado (Wadiana)

N/A Libro de eventos adversos del acto transfusional

N/A Libreta de seguimiento a pruebas cruzadas incompatibles
N/A Rastreo de Anticuerpos
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3. Definiciones:

Aglutinacion: Reaccién caracterizada por agrupacion de células o particulas resultante
de la interaccion entre antigenos y anticuerpos.

Anticuerpo: Inmunoglobulina resultante de una respuesta inmune o un antigeno propio
0 ajeno al individuo.

Auto-anticuerpo: Inmunoglobulina producido por el mismo individuo.

Antigeno: Sustancia capaz de estimular una respuesta inmune con la formacion de
anticuerpos.

Inmunoglobulina: Proteina presente en el plasma, de mayor peso molecular que la
albimina, que actia como anticuerpo.

Inmunohematologia: El estudio de los antigenos y anticuerpos de los grupos
sanguineos y problemas asociados.

Muestra: Alicuota de sangre, plasma, suero o de un producto extraido del conjunto por
métodos que permitan considerarla como representativa del mismo, empleada para
fines diagndstico, comprobacién o investigacion, no utilizable para fines terapéuticos.
Reactivo de antiglobulina humana (Coombs directo): Producto empleado para la
deteccién de globulinas humanas adheridas a los eritrocitos. El poliespecifico, también
detecta actividad de complemento humano (C3d y C3b).

Prueba de coombs indirecto (Rastreo de anticuerpos): Anilisis que permite
detectar en suero o en plasma anticuerpos especificos contra algin antigeno de fenotipo
conocido de la membrana del eritrocito, mediante el uso de anticuerpo contra la
gamaglobulina humana (suero de coombs).

Prueba de Compatibilidad: estudio practicado in vitro, empleando muestras de
sangre del donante y del receptor, para comprobar su afinidad inmunoldgica reciproca
entre las células de uno y el suero del otro, para efectos transfusionales.

Eluido: Medio fluido que contiene anticuerpos que fueron separados deliberadamente
de un antigeno celular.

4.0 Material y Equipo:

Reactivo de antiglobulina humana (Suero Coombs) poliespecifico.

Reactivo de anti-globulina humana (Suero Coombs) monoespecifico. Anti-IgG.
Células control positivo (eritrocitos sensibilizados).

Tarjetas de gel Coombs.

Kit para eluido

Solucién salina isotdnica

Diluyente para suspensién (solucién salina fisiolédgica tamponada)
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Semipanel de 2 células con fenotipo conocido (IylII)
Panel de 11 o 6 células con fenotipo conocido
Tarjeta de Gel fenotipo Rh

Sueros para fenotipo eritrocitario

Equipo semiautomadtico para pruebas de hemoclasificacién y hemocompatibilidad
Incubador

Centrifugas para tubo

» Centrifuga seroldgica

e Tubode 12 x 75 mm

e Pipeta Pasteur

* Pipeta semiautomatica de volumen variable (100-1,000 uL y 10-200 uL).
* Puntas desechables para pipeta semiautomatica

¢ Gasas

5. Desarrollo:

No. Responsables Descripcion de la Actividad

Recibe muestra de paciente para estudio de resolucidn de prueba
cruzada incompatible y aquellos pacientes sefialados en N/A Lista
de Quiréfanos

Revisa que la muestra esté debidamente rotulada y coteja que los
datos coincidan con FT-IS-BS-03- Solicitud de Hemocomponentes
sala de operaciones/FT-1S-BS-04- Solicitud de Hemocomponentes
5.1 Quimico/TLC |con solicitud de Coombs Indirecto

éCoinciden? Entonces l
SI Inicia estudio de la muestra, pasa a 5.2
Informa al drea que deriva para su estudio y
NO solicita correccion del error o en caso necesario
nueva muestra.
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Identifica los goteros de los frascos de células conocidas I, como I,
y celulas conocidas II, como II, para evitar confusiones y
contaminacion.

Realiza Prueba de Coombs Indirecto (Rastreo de anticuerpos) , ver
Anexol

Resultado Entonces
Registra en FT-IS-BS-03-
Solicitud de Hemocomponentes
sala de operaciones/FT-IS-BS-
04- Solicitud de
Hemocomponentes, N/A
Bitacora Rastreo de
Anticuerpos Irregulares
y documentos aplicables seguin
el caso (N/A Libro de eventos
Negativo adversos del acto transfusional,
N/A Libreta de seguimiento a
5.2 Quimico/TLC pruebas cruzadas
incompatibles, N/A Sistema
Informatico , N/A Lista de
Quiréfanos (Cuando aplique).
Imprime reporte, N/A Rastreo
de anticuerpos, y pone a
disposicion para el manejo del
médico tratante.
Solicita historia clinica
completa del paciente con
datos del tratamiento médico
que esté recibiendo para
identificar posibles causas de
interferencia con la técnica, ver
N/A Manual de Resoluciones de
Discrepancias ABO vy de
Rh/Pruebas Cruzadas
Incompatibles. Pasa a 5.3
*NOTA: De primera instancia se realiza en Técnica en gel.

Positivo
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Realiza panel de 11 células con fenotipo conocido, Ver Anexo 1
é¢Identifico el
Anticuerpo? Entonces
SI
. | Pasa a 5.6
23 Quimico/TLC Realiza panel de 6 células Técnica en tubo y de
NO O ser necesario (En caso de 2 o mas anticuerpos)
INDETERMINADO | realizarlo con diferentes potenciadores para la
identificacion (Ver Anexo 2 y 3), continua en
B 5.4
Revisa resultado de técnica en tubo:
¢Identifico el | Entonces
S Anticuerpo?
NO O Pasa a 5.5
INDETERMINADO
Realiza técnica de eluido con muestra en estudio para identificacion
de anticuerpos irregulares. Ver inserto de reactivo utilizado.
Realiza panel de 11 células con fenotipo conocido, Ver Anexo 1
¢Identifico el Anticuerpo? Entonces
SI Pasa 5.6
NO Registra como
“INDETERMINADO” en
Registra en FT-IS-BS-03-
Solicitud de Hemocomponentes
5.5 Quimico/TLC sala de operaciones/FT-IS-BS-

04- Solicitud de
Hemocomponentes, N/A
Bitacora Rastreo de

Anticuerpos Irregulares

y documentos aplicables segin
el caso (N/A Libro de eventos
adversos del acto transfusional,
N/A Libreta de seguimiento a

pruebas cruzadas
incompatibles, N/A Sistema
Informatico, N/A Lista de
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Quiréfanos (Cuando aplique).
Imprime reporte N/A Rastreo
de anticuerpos, y pone a
disposicion para el manejo del
medico tratante. Anota nombre
y firma de quien realiza las
pruebas.

Fenotipa para corroborar la ausencia del antigeno responsable de
la aloinmunizacion (Ver inserto de fabricante Tarjeta de gel
Fenotipo Rh o inserto antisueros para fenotipos Eritrocitarios).

éCarece del | Entonces:
antigeno?
SI

Registra en FT-IS-BS-03- Solicitud de
Hemocomponentes sala de operaciones/FT-IS-
BS-04- Solicitud de Hemocomponentes, N/A
Bitdacora Rastreo de Anticuerpos Irregulares
P documentos aplicables segln el caso (N/A
5.6 Quimico/TLC Kibro de eventos l:;dversczus de?acto transfusic(mél,
N/A Libreta de seguimiento a pruebas cruzadas
incompatibles, N/A Sistema Informdatico, N/A
Lista de Quiréfanos (Cuando aplique).
Imprime reporte N/A Rastreo de anticuerpos, y
pone a disposicion para el manejo del médico
tratante. Anota nombre y firma de quien realiza

las pruebas.
NO Investiga con la historia clinica del paciente,
posibles causas de interferencia de

medicamentos con la técnica utilizada.

6. Anexos
Anexo 1 Métodos para prueba de Coombs indirecto (Rastreo de anticuerpos y/o
Panel de 11 células) técnica en gel.
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Se puede realizar la determinacién de Coombs Indirecto (Rastreo de anticuerpos o Panel de
11 células) en tarjetas de gel de manera manual (ver instrucciones de uso de las tarjetas
de gel Coombs: Método manual Coombs Indirecto en el inserto) o en Equipo semi-
automatizado ver N/A Manual del equipo automatizado que utiliza un proceso automatico
continuo e integrado con las siguientes funciones:

* [Identificacion de muestras y reactivos (identificar los goteros de la frascos Células I
y Células II)

* Resuspensién de los eritrocitos, dilucion y dispensacion de muestras y reactivos.

e Incubacién, centrifugacién, lectura e interpretacion de resultados.

Verifica y coteja resultados del Rastreo de anticuerpos con la carta de referencia del
Semipanel en uso.

*NOTA: realizar panel de 11 células en caso de que el rastreo de anticuerpos sea
pPositivo y cotejar resultados con la carta de referencia del panel en uso para la
identificacion del Anticuerpo.

Lectura e interpretacion de resultados:

Imagen en microtubo de tarjeta de Gel Coombs
- -
A ( ( \ / \ / \

|

o U U U

0 + 1+ 2+ 3+ 4+ DP H

Interpretacion de resultados:

Negativo | 0 | Banda de hematies en el fondo de la columna, resto de Ia |
| columna sin aglutinados visibles
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+/- | Escasos aglutinados de pequefio tamafo en la mitad inferior
de la columna.

1+ | Algunos aglutinados de pequefio tamafio en la columna.
Positivo | 2+ | Aglutinados de tamafio pequefio o mediano a lo largo de la
columna.

3+ | Banda superior de aglutinados, de tamafo mediano en la
mitad superior de la columna.

4+ | Banda de hematies aglutinados en la parte superior de la
| columna. !
DP Doble poblacién (Doble banda de hematies, en el fondo y en
la parte superior de la columna).

Positivo H | Fuerte reaccién Antigeno-Anticuerpo, se observa hemdlisis
| en microtubo

Anexo 2. Rastreo de Anticuerpos Técnica en tubo

Lavar 3 veces con solucién salina los eritrocitos del panel de 6 células y del paciente
Preparar suspension al 5% de cada una de ellas

e Identificar una serie de tubos del 1-6 y un AT (Autocontrol) y proceder como se
indica en la siguiente tabla:

TUBO e e e I e 6 AT

SUSPENSION

DE 1 GOTA 1 GOTA 1 GOTA 1 GOTA 1 GOTA 1 GOTA -

ERITROCITOS
PANEL

SUERO O

PLASMA DEL 2 GOTAS 2 GOTAS 2 GOTAS 2 GOTAS 2 GOTAS 2 GOTAS 2 GOTAS
PACIENTE

SUPENSION
DE
ERITROCITOS - - - - - - 1 GOTA

DEL ‘

| PACIENTE

» Incubar a 37°C segun el potenciador utilizado (Salina y Albumina 1 hora, LISS y
enzimas 15 minutos)

* Mezclar y centrifugar a 3,400 rpm durante 20 segundos, en caso de que se utilizara
albumina como potenciador, se Centrifugara por 40 segundos.
Leer y registrar las aglutinaciones

¢ Lavar 3 veces con solucién salina 3 minutos a 3500 rpm
En el ultimo lavado eliminar todo el sobrenadante.

COPIA NO CONTROLADA
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* Agregar una gota de reactivo suero de coombs
* Mezclar, centrifugar 20 segundos a 3500 rpm
» Leer y registrar resultados en el formato de Semipanel de acuerdo al orden de los

tubos.
INTERPRETACION DE RESULTADOS:
(AGLUTINA? ENTONCES
SI Positivo
| NO Negativo

* A todos los tubos con lecturas negativas agregar una gota de eritrocitos
sensibilizados

* Mezclar y centrifugar 20 segundos a 3500 rpm

» Leer y registrar los resultados

» Deben aglutinar todos los tubos, en caso de no aglutinacion se invalida la prueba y
repetir la técnica.

» Cotejar resultado con la carta de referencia del panel utilizado e identificar el
Anticuerpo presente.

NOTA: Cuando se desarrolla una técnica en tubo es muy importante tener en cuenta las
posibles causas de error.

Anexo 3 Causas de error
Falsos negativos

e Suero de Coombs diluido, caducado o contaminado (desechar el vial) y realizar
nuevamente las diluciones).

Lavado de material por pH inadecuado del agua bidestilada.

Muestras de sangre vieja o en condiciones inadecuadas de conservacion.

Lavado inadecuado de eritrocitos.

Concentracion inadecuada de eritrocitos.

Mala centrifugacion.

No adicionar (el antisuero) eritrocitos correspondientes.

No adicionar el reactivo de Coombs.
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Falsos positivos

Muestras con roleaux o aglutinacién espontanea.
Material sucio por no eliminar particulas contaminantes o por restos de jabén liquido.
Muestra contaminada con soluciones o medicamentos aplicados via intravenosa.

Muestras de neonatos lavados incorrectamente que contenga gelatina de Wharton.
Mala centrifugacion.

7. Control de Cambios:

\\:;agr:::’;: Fecha Motivo
0 Abril del 2016 Alta del procedimiento
01 Julio de 2018 Mejoras en el procedimiento
02 Septiembre 2019 |Revisién y actualizacién anual
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