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Inmunohematologica

Estudia los antigenos presentes en la membrana de los
hematies, PQ y GB, el comportamiento serologico de los
mismos (formacion de ac) y los desordenes hematologicos

inmunes (AHAI)

Examenes de rutina

Situaciones especiales
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Inmunohematologia en la rutina

Situaciones clinicas Examenes rutina
Transfusion de GR, TMO - GS. ABO/Rh + inverso
- Fenotipo Rh
- Coombs Directo Poly
Sospecha EHRN, RTHR, AHAI - Deteccion de anticuerpos

- I[dentificacion de anticuerpos
- Titulo de anticuerpos
- Prueba cruzada mayor

Mujer gestante Rh (-)

Inmunoprofilaxis anti-D

Hemorragias

antigenos anticuerpos complemento
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Inmunohematologica en la rutina

Pruebas especiales

e Uso de Enzimas: Papaina, Bromelina, Ficina

Discrepancias ABO * Pruebas de antiglobulina precalentadas
* Uso de AGH Monoespecifica anti-IgG Tratamiento
del suero con 2-ME/DTT
Incompatibilidades ¢ Inactivacion antigénica: ZZAP, DTT (kell)

e Sustitucion con salina

* Tratamiento de los hematies con cloroquina
- Elucion — Disociacion de anticuerpos
Ac. mL'J|tip|eS - Adsorcion autodloga-aldloga
- Neutralizacion de antigenos (HTLA, Ch/Rg, Lewis)
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Ejemplos
Determinacion de Grupo ABO / Rh + inverso

A | Ancio [ anid | co | A | B B positivo
0w [ e [ o | e | o Al S

Determinacion de Grupo ABO / Rh + inverso

| AntiA | AnciB | Ant-D | cd | Al | B | indeterminado
R ade eI

Autoanticuerpos IgM ?
Plan de trabajo de resolucion

- Lavar con SSF 37°C
- Tratamiento con DDT / 2-ME
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Ejemplos
Determinacion de Grupo ABO / Rh + inverso

Anien | Anco [AnciD | co | AL | B Bisdrenintia

o | o | 4+ | 0 | 0 | 4

Resultado anormal

Error técnico, Ag debil, TMO ?

Plan de trabajo de resolucion

- Incubacion a T° 4°C

- Inverso a 4°C, GR tratados con enzimas + control
- Adsorcion / Elucion de GR problema con anti-A

- Neutralizacion de saliva
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Ejemplos

Prueba cruzada mayor (2U)

H

Podemos Transfundir
Resultado normal.

Prueba cruzada mayor (2U)

P. Cruzada AGH Deteccion Ac

PC1 At No Transfundir (*)
= o

Resultado anormal.

PC3 4+
PC4

Plan de trabajo de resolucion
- CD, fenotipo, Autoadsorcion, la
menos incompatible
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Conceptos

Adsorcion de anticuerpos

Fijar anticuerpos a su respectivo antigeno hemdtico

Ejm. Eliminar autoanticuerpos, investigar ag débiles,

Elucion

Obtener los anticuerpos para identificarlos y descartar los hematies
Ejm. Investigar una RHPTr

Disociacion:

Conservar los hematies para estudiarlos y descartar los anticuerpos
Ejm. Estudiar ag. en GR CD (+)
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Adsorcion autologa

Finalidad: eliminar el autoanticuerpo y luego detectar

aloanticuerpos

Valido: si no fue TF recientemente (3 meses)

Preparar previamente los GR (elucion)
Calor: 45-50°C por 10 a |5 min.
Difosfato de cloroquina: | hora
ZZAP: inconveniente Ag enzima-sensibles
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Preparacion de GR para Autoadsorcion

| g PR - g = e "‘1':.
lomaldeMuestia
; Centrifugar
Cantidad: Calcular Separar el suero
segun hematocrito e Separar 3 mL de GR

'F. lrh / rJL"‘ H"‘ﬁ ll'ﬂ.l —E\-.

GR1, GR2, GR3

Lavar & vecas

P Calor
DiSociacionideyie 56°C x 10 min : IgG [v]
: - Difosfato de M |:|
| . mp Clﬂlﬂquir‘la Lavar 3 veces
CD NEGATIVO

Repetir si es necesario....

Edvin Santiago Trujillo, Email: edvinst2000@yahoo.es



Adsorcion homologa

Condiciones:
Paciente severamente anémico
Transfundido recientemente
Si fracasa la AutoAdsorcion
Debe usarse GR de fenotipo igual al del paciente

GR isogrupo con el paciente

RIRI (DCe) K- Jka- Si no asegurarse que los Ag Fya,
R2R2 (DEc) K- Jkb- Fyb y S estéen ausentes en al
re (dce) K- menos una de los tres GR

Tratados con enzimas
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Elucion - Disociacion

- Purificar y/o concentrar anticuerpos a partir de mezclas
- Detectar antigenos debilmente expresados
- Confirmar la especificidad de un anticuerpo
- Confirma anticuerpos en una AHAIc con CD “negativo”

- Quimicos: DF de cloroquina, digitonina acida, cloroformo,
eter, DTT, 2-ME

- Fisicos: congelamiento (lui moodificado), calor controlado
desde 45 a 56°C
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Elucion - Disociacion

Fuerzas de union Ag - Ac

- Las uniones son NO COVALENTES
- Se revierten com facilidad

- Depende fuerza de union -
- Cantidaddeenergia (H¥) = [ NN H
- Cambios estructurales @ | it (H)

Flezasde O %
VanderWaals =

Principio de reversibilidad
[Ag] + [Ac] — [Ag-Ac] + calorias
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Difosfato de Cloroquina

- Permite la disociacion de los anticuerpos adheridos a los GR
- Es una solucion iso-osmotica (300 £ 20 mOsm), a pH 7

- El complejo ag-ac es fracturado por el difosfato de cloroquina
- Mantiene intacta la membrana

- Permite la determinacion de ag y autoadsorcion

- No siempre disocia (puede variar en el mismo Ac)

GR lavados 3X

Colocar 0.5 mL de GR

Anadir 2 mL de DFC

Incubar a T° ambiente por 2 horas
Lavar 3 veces y controlar: CD
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Glicina acida

ELUCION ACIDA
- Eluye los ac adheridos a los GR
- Dana irreversiblemente la membrana Lavar nematies 3 veces
- Hay un exceso de H+ y reemplaza a los e
puentes de H+ il
- Se neutraliza por la adicion de un buffer Adicionar 1.0 ml de hamaties

Adicionar 1.0 ml de sol. d= elucion
Mezclar suavemente
Centrifugar 1 min a 3400 rpm.

Hematies Sol ELUCION Mezclar por
lavados 1.0ml inversian
1.omi Centrifugar 1 min
a 3400 rpm

Transferir el eluato a un tubo
limpio. Adicionar 5 gotes de ]

Buffer Mezclar bien.
Observar color azul. Centrifugar _
a 3400 rpm 1 minuto. -

Transterir  Adicionar Centrifugar
afubolmpio  Buffer a 3400 ipm
1 minuto
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L/ZAP

- Reduce las uniones disulfuro (-S-S-) mediante un H+ (-SH, HS-)

- Subunidades IgM se separarn de la cadena "|* y pierden su actividad.

- DTT y 2-ME inactiva los antigenos Jsa y Jsb

- DTT inactiva todos antigenos del sistema Kell (excepto Kx), Kna,
Yta, JMH

DISOCIACION CON ZZAP
Dithiotreitol 0,2 M 2,5 mL 1.- Lavar 3 veces con SSF.
o | DTT 3.- Dispensar en un tubo 1 volumen de GR empacados
&r qp 3.- Adicionar ZZAP
° P .~ Incubar 10 minutos a 37°C
i 32 mL de SO|UC.I0n.2 (LISS) 5.- Lavar 3 veces con SSF. Empacar (GR tratados)
Papaina activada con cisteina 0,5 mL 6. Control:
. s - Coombs Directo de los GR tratados = NEGATIVO
Solucion LISS 20 mL - Si continua positivo repetir desde el paso 3.

Total 5,0 mL
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LUl modificado

- Se basa en la congelacion (-20°C y —70°C ), el que produce un
cambio estructural

- Libera los anticuerpos y se usa principalmente para EHRN
- Es de tiempo corto y facil
- Solo recupera anticuerpos ABO

GR lavados 6X

Colocar 4 — 6 gotas del GR al 50% en 3 o 4 tubos
Embeber las paredes del tubo

Congelar a -20 a -80°C (5 min)

Descongelar rapidamente

Centrifugar y transferir el eluido
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ADSORCION EN FRIO
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Autoadsorcion en frio (4°C)

5

i

Incubar Centrifugar
4°C x 30 - 60 min  Separar suero

g
L . 1

Incubar Centrifugar
4°Cx 30-60 min  Separar suero

g&&;@méﬂim 8 T H

Incubar Centrifugar
4°Cx30-60 min  Separar suero

Suero ADS 3
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PACIENTE CON AHAIc - Autoadsorcion
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Autoadsorcion en caliente (37°C)

-1 1

SJHW Incubar Centrifugar
ADS 0 3I7°Cx2hs Separar suero

L P 1 Suero ADS 1

o 1.1-]

Suero Incubar Centrifugar
ADS 1 IT°Cx2hs Separar suero

1o

Suero Incubar Centrifugar
ADS 2 37T°Cx2hs Separar suero

Wt

Suero ADS 3
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Uso de la citometria de flujo

- Deteccion y cuantificacion de Ag eritrocitarios: D debil
- Deteccion de IgG /C en pac. Con AHAI CD (-)

- Cuantificacion de subclases de IgG

- Deteccion de quimerismo (dos poblaciones celulares)
- Deteccion de GR transfundidos recientemente

- Deteccion de Hemorragia fetomaterna

A
DEL Yool
Expresion debil del Ag D
Se detecta por adsorcion / eIuciénA.

Es negativo con AGH 5
Densidad: CMF < 50 AgD/GR 3
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