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1. Objetivo: Estandarizar técnicas para determinacion de grupos A, B, O, Rh-D y deteccion
de anticuerpos irregulares, realizadas en forma rutinaria en la Unidad de Medicina
transfusional del Hospital Claudio Vicufa.

2. Alcance: Manual aplicable y conocido por todo el personal de la Unidad de Medicina
Transfusional, tanto Tecnoélogos Médicos que se desempefien en la unidad como
también Técnicos paramédicos.

3. Documentacion:

- Recomendaciones para la clasificacion sanguinea ABO, ISP.

- Recomendaciones para la clasificacién sanguinea Rh-D, ISP.

- Orientaciones para Centros de Sangre y Unidades de Medicina Transfusional,
Minsal.

- Insertos Biorad ID-Cell

- Manual del usuario IH-Com.

- Manual del usuario 1h-500.

4. Responsables:

Actividad Responsable
Evaluar cumplimento de protocolos Encargado de UMT

Determinacién de  Grupos Sanguineos, | Tecnélogo Médico
deteccion de anticuerpos irregulares, prueba
autéloga, confirmacion de antigeno Rh-D,
interpretaciéon de resultados, registros en
programa e-Delphyn.

Recepcion de solicitud examenes, de | Técnico paramédico
Recepcion de muestras, centrifugacion de
muestras, registro en libro de Grupos A B O/Rh-
D de adultos y recién nacidos

5. Definiciones:

- UMT: Unidad de Medicina Transfusional.

- Variante Du: Ausencia o modificacién del mosaico D, codificador para antigenos
Rh (D).

- Antisuero: Es una solucibn que contiene anticuerpos que reaccionan
especificamente con un antigeno.

- Crioaglutininas: Autoanticuerpos IgM cuya presencia en el suero provoca la
aglutinacién de los hematies propios a bajas temperaturas.

- GR: Globulos rojos.

- EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

- RPM: Revoluciones por minuto.

- RN: Recién nacido.

- Aglutinacién: Union antigeno-Anticuerpo que se puede apreciar a simple vista.

- Ag: Antigeno.

- Ac: Anticuerpo.

- TAI: Test de anticuerpos irregulares.
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6. Desarrollo:

En la UMT del hospital Claudio Vicufa se utiliza rutinariamente el equipo IH-500 DE BIO
RAD, el cual en su configuracion da la posibilidad de realizar las siguientes pruebas: Grupo
ABO/Rh-D, deteccién de anticuerpos irregulares, test de antiglobulina directa, confirmacion
de Rh-D, prueba autéloga; pudiendo llevar a cabo dichas determinaciones tanto en adultos
como en recién nacidos.

Tipo de muestra: Sangre con anticoagulante EDTA K3.

Reactivos Liquidos: ID-DiaCell ABO A;, B; ID-DiaCell I, II; ID-DiaClon Anti-D; ID-Diluent 2;
Wash Solution A Concentrate; Titripac (NaOH 0.5M)

Tarjetas: DiaClon ABO/D + Reverse Grouping; LISS/Coombs; DiaClon ABO/Rh for
Newborns.

6.1 Determinaciones automatizadas y manuales en gel BIO-RAD

6.1.1 Clasificacion de grupo ABO/Rh(D) para adultos automatizada:

Para la realizacion de esta técnica se utilizaran tarjetas Bio-Rad Id-Card “DiaClon
ABO/D+Reverse Grouping”, las cuales contienen: anti-A monoclonal, anti-B, anti-D en la
matriz gel. Un microtubo control negativo “ctl’, ademas de dos microtubos con gel neutro
gue sirven para la prueba inversa del grupo sanguineo con hematies Al y B.

Preparacion de la muestra: Técnica a realizar en pacientes mayores a 4 meses de vida,
este tipo de muestras debe ser previamente centrifugada a 3500 rpm por 5 minutos, el
volumen minimo recomendado de muestra son 3 ml. Por otra parte, la cantidad minima de
muestra para el procesamiento de un Grupo A B O Rh-(D) adulto es de 3mL

Procedimiento:
- Depositar la muestra que necesite analizar en el rack de muestras, procurando que

el cédigo de barra de los tubos siembre quede de frente hacia el usuario.

- Presione en la pantalla la opcion que indica Grupo de adulto, seguido del botdn
“Confirmar” y espere 15 minutos a que el equipo lleve a cabo la peticion.

- Interpretacion: Se debe observar cada una de las columnas de gel que nos presenta
la imagen dada por el equipo IH-Com, donde se debe confirmar que la cantidad de
cruces por columna que nos indica el equipo sea la correcta, una vez que todo el
andlisis visual este correcto se debe presionar el botén “Aceptar todos” y luego el
botén “Guardar”. De esta forma el resultado confirmado del paciente sera enviado
al programa BiosLis-Net para su pronta firma y autorizacion.

Procurar que la columna de gel de control de la tarjeta SIEMPRE tenga un resultado
NEGATIVO, si esto no sucede, la tarjeta debe ser invalidada y la prueba se debe volver a
realizar.
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También se debe tener en consideracion que la prueba inversa debe ser concordante con
el isogrupo que nos indica la prueba globular.

6.1.2 Clasificacion de grupo ABO/Rh(D) manual:

Para la realizacion de esta técnica se utilizaran tarjetas Bio-Rad 1d-Card “DiaClon ABO/D
+Reverse Grouping”, las cuales contiene: anti-A monoclonal, anti-B, anti-D en la matriz gel.
Un microtubo control negativo “ctl’, ademas de dos microtubos con gel neutro que sirven
para la prueba inversa del grupo sanguineo con hematies Al y B.

Procedimiento:
Para llevar a cabo este procedimiento debemos tener en cuenta las diferentes
suspensiones de glébulos rojos que se requieren para cada tipo de procedimiento

- Centrifugue la muestra anti coagulada con EDTA a 3500 rpm por 5 minutos, el
volumen minimo recomendado de muestra son 1.5 ml.

- Utilice la tarjeta DiaClon ABO/D + Reverse Grouping.

- ldentificar las tarjetas con el numero de folio 0 nombre del paciente y quitar el
aluminio que recubre los pocillos de la tarjeta.

- Agregue 50 pl de suspension de GR Al en el pocillo N° 5y 50 ul de suspensién de
GR B en el pocillo N° 6, previamente homogenizadas. (Debemos tener en
consideracion que dichas células comerciales traen la concentracion al 0.8% que se
necesita para el procedimiento, NO es necesario re suspenderlas).

- Agregue 50 pl de plasma del paciente a los pocillos N° 5y N° 6.

- Prepare una suspension de GR al 5%, a partir de GR del paciente, para esto
agregue 500 pl de Diluyente-ll y 25 pl de GR de la muestra, homogenizar
cuidadosamente.

- Agregue 12.5 pl de suspension al 5% de GR del paciente a los pocillos N° 1, 2, 3y
4

- Centrifugue por 10 min en la centrifuge 6 S de BIORAD.

- Leaen el equipo BANJO e interprete en equipo IH-Com.
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Imagen 1. Clasificacion ABO Rh(D) manual
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6.1.3 Clasificacion de grupo ABO/Rh(D) para recién nacidos automatizada:

Técnica a realizar en pacientes menores a 4 meses de vida. Para las muestras de RN que
requieran determinacion de grupo ABO Rh(D) ademas del test de inmunoglobulina directa.

Preparacion de la muestra: No es necesaria su centrifugacién, mientras que, si es
solicitada la determinacion de anticuerpos irregulares, dicha muestra debe ser centrifugada
por 5 minutos a 3500 rpm. La cantidad minima para el procesamiento de muestras
pediatricas es de 1.5 mL.

Procedimiento:

- Depositar la muestra que necesite analizar en el rack de muestras, procurando que
el cédigo de barra de los tubos siembre quede de frente hacia el usuario.

- Presione en la pantalla la opcién que indica Grupo recién nacido, seguido del boton
“Confirmar” y espere 15 minutos a que el equipo lleve a cabo la peticién.

- Interpretacion: Se debe observar cada una de las columnas de gel que nos presenta
la imagen dada por el equipo IH-Com, donde se debe confirmar que la cantidad de
cruces por columna que nos indica el equipo sea la correcta, una vez que todo el
andlisis visual este correcto se debe presionar el botén “Aceptar todos” y luego el
botdon “Guardar”. De esta forma el resultado confirmado del paciente sera enviado
al programa BiosLis-Net para su pronta firma y autorizacion.

Procurar que la columna de gel de control de la tarjeta SIEMPRE tenga un resultado
NEGATIVO, si esto no sucede, la tarjeta debe ser invalidada y la prueba se debe volver a
realizar.

6.1.4 Clasificacién de grupo ABO/Rh(D) para recién nacidos manual:

Para llevar a cabo este procedimiento debemos tener en cuenta las diferentes
suspensiones de glébulos rojos que se requieren para cada tipo de procedimiento.

Preparacion de la muestra: Centrifugue la muestra anti coagulada con EDTA a 3500 rpm
por 5 minutos, el volumen minimo que podemos aceptar es de 0.5 ml.

Procedimiento:

- Ultilice la tarjeta DiaClon ABO/Rh para recién nacidos DVI+.

- ldentifique la tarjera de RN con el numero de folio del RN vy retire el aluminio que
recubre la tarjeta.

- Prepare una suspension de GR al 0.8%, para esto agregue 1 ml de Diluyente-Il y
12.5 pl de concentrado de GR del paciente.

- Agregue 50 pl de suspension de GR del paciente a cada uno de los 6 pocillos de la
tarjeta.

- Centrifugue por 10 minutos en la Centrifuge 6 S DE BIORAD.

- Leaen el equipo BANJO e interprete en equipo IH-Com.
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Imagen 2. Clasificacion ABO Rh(D) para recién nacidos manual

6.1.5 Confirmacion de Rh(D) automatizada:

Esta prueba tiene como finalidad poder confirmar los casos de pacientes con grupo Rh-D
negativo, para esto existen dos formas de realizar la peticion al equipo para que lo lleve a
cabo. La primera es cuando se le indica al IH-500 realizar un grupo de adulto y el resultado
del gel que nos indica el Rh-(D) es inferior a dos cruces, en este caso, el equipo lo hace
automéaticamente.

En el caso que necesite pedirle al equipo la confirmaciéon del Rh-(D), debe depositar la
muestra que necesite analizar en el rack de muestras, procurando que el cédigo de barra
de los tubos siembre quede de frente hacia el usuario.

Presionar en la pantalla la opcidon que indica “Confirmaciéon Rh-D”, seguido del botén
“Confirmar” y espere 30 minutos a que el equipo lleve a cabo la peticion.

Interpretacién: Se debe observar cada una de las columnas de gel que nos presenta la
imagen dada por el equipo IH-Com, donde se debe confirmar que la cantidad de cruces por
columna que nos indica el equipo sea la correcta, una vez gue todo el analisis visual este
correcto se debe presionar el boton “Aceptar todos” y luego el boton “Guardar”. De esta
forma el resultado confirmado del paciente sera enviado al programa bioslis-net para su
pronta firma y autorizacion.

6.1.6 Confirmacion de Rh-(D) manual:

Para llevar a cabo este procedimiento debemos tener en cuenta las diferentes
suspensiones de glébulos rojos que se requieren para cada tipo de procedimiento, para el
caso de la confirmacién de Rh-D manual debemos:

Preparacion de la muestra: Centrifugar la muestra anti coagulada con EDTA a 3500 rpm
por 5 minutos, el volumen minimo recomendado de muestra son 1.5 mL.

Procedimiento:
- Utilice la tarjeta LISS/Coombs.

- ldentificar las tarjetas con el numero de folio o nombre del paciente y quitar el
aluminio que recubre los pocillos de la tarjeta.

- Prepare una suspension de GR al 0.8%, para esto agregue 1 mL de Diluyente-1l y
12.5 pL de concentrado de GR del paciente.
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- Agregue 50 pL de la suspension del paciente al pocillo que destiné para la
determinacion.

- Agregue 50 uL de reactivo Anti-D monoclonal al pocillo utilizado.

- Incube 15 minutos a 37° C en el Incubator 37 S Il de BIORAD.

- Saque del incubador y centrifugue la tarjeta por 10 minutos en la Centrifuge 6 S.

- Leaen el equipo BANJO e interprete en equipo IH-Com.

Tabla 1. Interpretacion de resultados Rh(D)

Rh-(D) Positivo Rh-(D) débil/parcial Rh-(D) negativo
DEBIL/PARCIAL
++++ +a +++ )
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Imagen 3. Confirmacion Rh(D) manual
6.2 Deteccion de anticuerpos irregulares automatizada

La deteccién de anticuerpos irregulares tiene como principal objetivo detectar anticuerpos
presentes en el suero o plasma del paciente al cual le solicitaron el examen, dichos
anticuerpos pueden interferir en el procedimiento de transfusiones sanguineas, por lo que
es solicitado y realizado a toda persona que requiera una transfusion, que se le solicite el
Grupo ABO-RhD O pacientes a los que solamente se le solicita TAI.

La muestra requerida para llevar a cabo esta determinacion es plasma, a partir de un tubo
con anticoagulante EDTA, debe ser procesada antes de las 72 horas posteriores a su
extraccion.

Preparacion de la muestra: La muestra debe ser centrifugada a 3500 rpm por 5 minutos.

Procedimiento:
- Una vez la muestra tiene separada la parte globular del plasma se debe incorporar

la muestra en cualquiera de los racks de muestra pertenecientes al equipo, con la
etiqueta hacia el frente, donde sea visible completamente, introducir el rack de
muestras en el equipo, esperar a que lo reconozca y solicitar la realizacion del test
en el enunciado que dice “Coombs Indirecto”.

- El equipo demora 30 minutos en realizar la determinacion, una vez transcurrido el
tiempo, el rack puede ser retirado para la validacion de la muestra.
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- Interpretacion: En el IH-Com debemos aceptar o rechazar el resultado de la muestra,
teniendo en cuenta que la cantidad de cruces otorgadas por el equipo es la correcta,
para esto, debemos dar al boton “Aceptar todos” y posteriormente al botdn
“Guardar”.

6.2.1 Deteccién de anticuerpos irregulares manual

Para llevar a cabo este procedimiento debemos tener en cuenta las diferentes
suspensiones de glébulos rojos que se requieren para cada tipo de procedimiento, para la
Deteccion de anticuerpos irregulares manual debemos:

Preparacion de la muestra: Centrifugue la muestra anti coagulada con EDTA a 3500 rpm
por 5 minutos, el volumen minimo recomendado de muestra son 1.5 mL.

Procedimiento:
- Utilice la tarjeta LISS/Coombs.

- ldentificar las tarjetas con el numero de folio o nombre del paciente y quitar el
aluminio que recubre los pocillos de la tarjeta.

- Agregue 50 pl de suspension de células comerciales | y Il en los pocillos que
determind para la reaccion.

- Agregue 25 pul de plasma del paciente en cada uno de los pocillos.

- Incube 15 minutos a 37° C en el Incubator 37 S Il de BIORAD.

- Saque del incubador y centrifugue la tarjeta por 10 minutos en la Centrifuge 6 S.

- Leaen el equipo BANJO e interprete en equipo IH-Com.

Observacion: En el caso que sospeche de una aglutinina fria, incube la muestra a
4°C.
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Imagen 4. Deteccion de anticuerpos irregulares manual
6.3 Test de antiglobulina directa automatizada

El test de antiglobulina directa se utiliza para demostrar el recubrimiento in vivo de eritrocitos
con Anticuerpos (IgG, IgM) y/o fracciones del complemento (C3d). Para evidenciar esta
sensibilizacién se deben enfrentar los glébulos rojos de la muestra contra el reactivo de
Antiglobulina humana (AGH).

Esta prueba es solicitada para pacientes pediatricos con el fin de descartar una enfermedad
Hemolitica, asi como también a pacientes con sospecha de anemia hemolitica autoinmune
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y hemolisis inducida por drogas. Otra ocasion donde es posible solicitar la prueba es en
pacientes que requieren una transfusién sanguinea.

Preparacion de la muestra: Para llevar a cabo esta determinacion debemos usar sangre
total anticoagulada con EDTA, luego de una centrifugacién a 3500 rpm por 5 min.

Procedimiento:
- Una vez la muestra tiene separada la parte globular del plasma se debe incorporar

la muestra en cualquiera de los racks de muestra pertenecientes al equipo, con la
etiqueta hacia el frente, donde sea visible completamente, introducir el rack de
muestras en el equipo, esperar a que lo reconozca y solicitar la realizacion del test
en el enunciado que dice “Coombs directo”.

- El equipo demora 15 minutos en realizar la determinacion, una vez transcurrido el
tiempo, el rack puede ser retirado para la validacion de la muestra.

- Interpretacién: En el IH-Com debemos aceptar o rechazar el resultado de la muestra,
teniendo en cuenta que la cantidad de cruces otorgadas por el equipo es la correcta,
para esto, debemos dar al boton “Aceptar todos” y posteriormente al botdn
“Guardar”.

6.3.1 Test de antiglobulina directa manual

Para llevar a cabo este procedimiento debemos tener en cuenta las diferentes
suspensiones de glébulos rojos que se requieren para cada tipo de procedimiento, para el
caso del Test de antiglobulina directa manual debemos:

Preparacion de la muestra: Centrifugue la muestra anti coagulada con EDTA a 3500 rpm
por 5 minutos, el volumen minimo que podemos aceptar es de 0.5 mL.

Procedimiento:
- Utilice la tarjeta LISS/Coombs.

- ldentificar las tarjetas con el numero de folio o nombre del paciente y quitar el
aluminio que recubre los pocillos de la tarjeta.

- Prepare una suspensiéon de GR al 0.8%, para esto agregue 1 mL de Diluyente-ll y
12.5 pl de concentrado de GR del paciente.

- Agregue 50 pl de la suspension del paciente al pocillo que destind para la
determinacion.

- Centrifugue la tarjeta por 10 minutos en la Centrifuge 6 S.

- Leaen el equipo BANJO e interprete en equipo IH-Com.
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Imagen 5. Test de antiglubulina directa manual

6.4 Prueba de compatibilidad automatizada y manual en gel BIO-RAD

Solo se realizaran pruebas de compatibilidad a unidades de glébulos rojos, las cuales seran
registradas en libro ““Pruebas de compatibilidad” y programa e-delphyn.

Las transfusiones de plasmas, crioprecipitados seran en primera opcion isogrupo, Yy
segunda opcion ABO compatibles los registros de estas seran directamente en el programa
e-delphyn.

Las transfusiones de plaquetas seran en primera opcién isogrupo, y segunda opciéon ABO
compatible y en Ultima opcién de cualquier grupo, seran registradas directamente en
programa e-delphyn.

Las clasificaciones inmunohematoldgicas seran registradas en sistema informatico e-
delphyn.

La prueba de compatibilidad es utilizada para determinar si la/s unidad/es de glébulos rojos,
ya sean leucodepletados o leucorreducidos, del donante son compatibles con el plasma del
paciente que requiere la transfusion.

Para dicha prueba es necesario enfrentar los glébulos rojos del donante contra el plasma
del paciente, con la funcién de brindar una transfusion lo mas segura posible.

Para la realizacién de las pruebas de compatibilidad en sistema automatizado o manual, se
debe tener en cuenta que la cantidad de muestra requerida es de 3 mL, los cuales deben
venir en tubo lila con anticoagulante EDTA, el cual debe ser centrifugado a 3500 rpm por 5
minutos, dejando asi separados el plasma del paquete globular de la muestra.

La muestra debe ser corroborada con los datos de la solicitud de transfusion y con el
consentimiento informado firmado por el paciente y el médico tratante (en el caso de que el
paciente no se encuentre consciente, sea menor de edad y/o tenga discapacidad mental
puede firmar su tutor legal o en su defecto el médico tratante).
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La bolsa a elegir debe ser del mismo isogrupo del paciente al que se le solicita la transfusion,
en el caso de no tener en stock bolsas con el mismo isogrupo se debe solicitar el centro de
sangre y/o si el paciente lo requiere en poco tiempo, elegir con otro isogrupo que sea
compatible con el paciente.

Antes de realizar el procedimiento, se debe ingresarlos datos del paciente al registro manual
de pruebas de compatibilidad, en el cual se debe escribir:

- Fecha del procedimiento.

- Nombre del paciente.

- Grupo ABO/Rh-D del paciente.

- Procedencia.

- Diagnostico.

- Porcentaje de hematocrito.

- Resultados en cruces de prueba de compatibilidad, prueba autologa, deteccion de
anticuerpos irregulares | y II.

- Numero de matraz con el que se enfrenta el plasma del paciente.

- Fecha de extraccion del matraz.

- Grupo ABO/Rh-D del matraz.

- Firma del responsable del procedimiento.

6.4.1 Pruebas de compatibilidad automatizada

Una vez corroborados los datos del paciente donde concuerdan con los datos de la solicitud
de transfusion y el consentimiento informado, la muestra debe ser incorporada en
cualquiera de los rack de muestra pertenecientes al equipo, con la etiqueta hacia el frente,
donde sea visible completamente, introducir el rack de muestras en el equipo, esperar a
que lo reconozca y solicitar la realizacion del test en el enunciado que dice “PRUEBAS
CRUZADAS” luego presionar el codigo de la muestra, seguido del boton “PRUEBAS
CRUZADAS?” e indicar cuales son las muestras que quiere enfrentar al plasma del donante.
El equipo demora 35 minutos en realizar la determinacion, una vez transcurrido el tiempo,
el rack puede ser retirado para la validacion de la muestra.

Interpretacion: En el IH-Com debemos aceptar o rechazar el resultado de la muestra,
teniendo en cuenta que la cantidad de cruces otorgadas por el equipo es la correcta, para
esto, debemos dar al botdn “Aceptar todos” y posteriormente al botén “Guardar”.

Dejar registro de los resultados en el libro de pruebas de compatibilidad.

IMPORTANTE: Cualquier cantidad de cruces igual o mayor a +/- debe ser considerada
como un donante incompatible y debe realizar el procedimiento con otra bolsa.



H — Cdédigo: APTr 1.2

CLAUDIO Hospital Claudio Vicufia Edicién: Quinta

V Ml Protocolo determinacion ABO/Rh-D y deteccién de P&gina 13 de 20
anticuerpos irregulares Fecha: agosto 2023

6.4.2 Pruebas de compatibilidad manual

Para la realizacion de este procedimiento, debemos tener confirmado que la informacién de
la muestra del paciente corresponde a la informacion de la solicitud de transfusién y a la del
consentimiento informado.

Una vez tenemos la muestra del paciente, centrifugada debemos tener en consideracion la
concentracion de glébulos rojos que enfrentaremos contra el plasma del paciente.

Procedimiento:

- Utilice la tarjeta LISS/Coombs.

- ldentificar las tarjetas con el numero de folio o nombre del paciente y quitar el
aluminio que recubre los pocillos de la tarjeta.

- Prepare una suspension de GR al 0.8%, para esto agregue 1 ml de Diluyente-Il y 20
pl de concentrado de GR del donante.

- Agregue 50 pl de la suspension en el pocillo previamente identificado.

- Agregue 25 pl de plasma del paciente al pocillo.

- Incube 15 minutos a 37° C en el Incubator 37 S Il de BIORAD.

- Saque del incubador y centrifugue la tarjeta por 10 minutos en la Centrifuge 6 S.

- Leaen el equipo BANJO e interprete en equipo IH-Com.

Interpretaciéon: En el IH-Com debemos aceptar o rechazar el resultado de la muestra,
teniendo en cuenta que la cantidad de cruces otorgadas por el equipo es la correcta, para
esto, debemos dar al botén “Aceptar todos” y posteriormente al botén “Guardar”.

Dejar registro de los resultados en el libro de pruebas de compatibilidad.

IMPORTANTE: Cualquier cantidad de cruces igual o mayor a +/- debe ser considerada
como un donante incompatible y debe realizar el procedimiento con otra bolsa.

6.5 Clasificacion de grupo ABO/Rh(D) EN ABD PAD (DIAGAST)

Los dispositivos PAD utilizan la tecnologia M-TRAP patentada la cual permite detectar, a
partir de una muestra de sangre, una reaccion entre un antigeno eritrocitario y un anticuerpo
dirigido especificamente contra este antigeno.

Esta técnica se fundamenta en un test de inmuno-fijacion por circulos (spots). Los hematies
testeados que son portadores de un antigeno, interaccionan con los anticuerpos
correspondientes, revelando un circulo de color rojo. Los hematies que no portan un
antigeno, no interaccionan con los anticuerpos y atraviesan una membrana. El spot
aparecera blanco.

Dicha implementacion se aplica solamente para la reclasificacion de un paciente y/o
bolsa de GR a transfundir, por ningdn motivo sirve como determinacion ni
confirmacién de grupo ABO, por lo que su uso debe ser limitado.

Para la determinacion y/o confirmacién de un grupo ABO/Rh-D debe realizarse a través de
las técnicas estandarizadas para estos procedimientos.
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Procedimiento:
- Corroborar el nombre y Rut del paciente con la orden de transfusién, en el caso de

un paciente inconsciente mirar el brazalete de identificacion.

- Tener a mano todos los implementos a utilizar, algodén con alcohol, lancetas,
algodén limpio seco, pipeta para depositar la sangre, DIAGAST ABD PAD, PAD
BUFFER.

- Agregar 3 gotas de PAD BUFFER en cada uno de las almohadillas a utilizar (A,B,D).

- Limpiar el dedo del paciente mediante algodén empapado de alcohol.

- Dejar que se evapore el alcohol.

- Pinchar el dedo con la lanceta elegida, presionar un poco el dedo hasta obtener la
cantidad de sangre necesaria.

- Tomar la gota de sangre y depositarla en la almohadilla A, By D.

- Agregar 3 gotas de PAD BUFFER en cada uno de las almohadillas a utilizar (A,B,D).

- Interpretar segun corresponda, si la almohadilla es de color rojizo esta positivo, si
gueda en color blanco la reaccion es negativa.

- Poner un algoddn limpio en el dedo del paciente y/o limpiar el dedo para eliminar
restos de sangre.

Tabla 2. Interpretacion de resultados ABD (DIAGAST)

A B D RESULTADO
@ O @ A Positivo
O @ @ B Positivo
@ @ @ AB Positivo
O O @ O Positivo
@ O O A Negativo
O @ O B Negativo
@ @ O AB Negativo
O O O O Negativo
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6.6 Clasificacién de grupo ABO/Rh(D) en lamina

La técnica de clasificacion de grupo en lamina nos permite la determinacién de distintos
grupos sanguineos del sistema ABO y Rh(D), mediante la deteccién de los antigenos A, B,
los cuales pueden ser interpretados como grupo A, B, AB Y O, mientras que para el grupo
Rh-D este puede ser Positivo como Negativo.

Actualmente se recomienda la utilizacion de técnicas manuales, semi-automatizadas y
automatizadas de tubo, sistema de geles y sistema de microplaca.

La utilizacion de técnica en lamina para la clasificacion ABO no constituye una metodologia
reconocida por el Instituto de Salud Publica de Chile, debido a que la técnica es menos
sensible para la clasificacion de ABO y puede presentar errores, involucra solamente la
parte globular para la clasificacion, no permite detectar discrepancias y/o subgrupos.

Es por esto que la técnica de clasificacion ABO/Rh-D en lamina solamente sirve para
reclasificar y verificar un grupo previamente establecido, como lo son la reclasificacion a los
pies del paciente que sera transfundido y/o la reclasificacion de bolsas de GR a transfundir.

Para este procedimiento, ya sea para reclasificacion de paciente y/o bolsa necesitara los
siguientes reactivos: Antisuero anti-A (color azul), Antisuero anti-B (color amarillo),
Antisuero anti-AB (transparente) y Antisuero anti-D (transparente), una placa de vidrio
asignhada para su procedimiento o en su defecto portaobjetos limpios.

Se debe tener en cuenta la realizacion de inspeccion visual de todos los reactivos y laminas
a utilizar, confirmar la fecha de vencimiento, laminas limpias, portaobjetos sin fisuras ni
quebrados.

En el caso de la determinacién de los grupos a pacientes que seran transfundidos.

Procedimiento:
- Corroborar el nombre y Rut del paciente con la orden de transfusién, en el caso

de un paciente inconsciente mirar el brazalete de identificacion

- Tener a mano todos los implementos a utilizar, algodén con alcohol, lancetas,
algodon limpio seco, lamina o portaobjetos, pipeta para depositar la sangre,
antisueros A, B, ABy D.

- Limpiar el dedo del paciente mediante algodon empapado de alcohol.

- Dejar que se evapore el alcohol.

- Pinchar el dedo con la lanceta elegida, presionar un poco el dedo hasta obtener
la cantidad de sangre necesaria.

- Tomar la gota de sangre y depositarla en la lamina o portaobjetos.

- Agregar una gota de cada antisuero a las 4 gotas de sangre que deposit6 en la
lamina o portaobjetos.

- Homogenizar la muestra y el antisuero con otro porta objetos, teniendo en
cuenta que para cada antisuero debe ser una parte diferente del portaobjetos.

- Realizar movimientos circulares con la lamina o portaobjetos.



Ml Protocolo determinacion ABO/Rh-D y deteccién de P&gina 16 de 20

anticuerpos irregulares Fecha: agosto 2023

H HOSPITAL Cdédigo: APTr 1.2
CLAUDIO Hospital Claudio Vicufia Edicion: Quinta
Vv

- Interpretar la aglutinacion de cada uno de los antisueros.
- Poner un algodén limpio en el dedo del paciente y/o limpiar el dedo para eliminar
restos de sangre.

IMPORTANTE: la interpretacion del grupo ABO Rh-D en lamina es a través de positivo o
negativo y no a través de cruces como es en la técnica en gel y/o tubo.

Tabla 3. Interpretacion de resultados en lamina, sistema ABO

ANTI-A ANTI-B ANTI-AB RESULTADO
+ - + A
- + + B
+ + + AB
- - - 0]

Tabla 4. Interpretacion de resultados en lamina sistema Rh(D)

ANTI-D RESULTADO
+ D POSITIVO
- D NEGATIVO

Tabla 5. Interpretacion de resultados en lamina sistema ABO

Grupo
sanguineo

Suero A B AB O

Clasificador
Anti-A + ) + )
Anti-B ) * + A

. +

Anti-AB + + )
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6.7 Clasificacion de grupo ABO adulto y recién nacido en tubo
Procedimiento:
- En una gradilla colocar 6 tubos Khan, 4 de ellos rotulados con letras A, B, AB y D

respectivamente y dos tubos rotulados como GAl y GB.

- Agregar 2 gotas de suero clasificador: anti-A al tubo marcado A, 2 gotas anti-B al tubo
marcado B, 2 gotas AB al tubo marcado AB y dos Gotas anti-Rh(D) al tubo marcado D
(prueba directa).

- En los tubos marcados como GAl y GB agregar 2 gotas del suero del paciente.

- Hacer una suspension de los globulos rojos del paciente, suspendidos en una
concentracién de 2 al 4% en su propio suero (buffer PBS o NaCl 0,9%) y dispensar una
gota a los tubos marcados con la letra A, B, AB, D.

- Con glébulos rojos testigos A 'y B suspendidos a una concentracion de 2 al 4 % agregar
1 gota de los globulos rojos A al tubo marcado como GAL y una gota de los glébulos
rojos B al tubo marcado como GB (prueba inversa).

- Incubar en la misma gradilla a temperatura ambiente durante 1 hora, en caso de
necesitar resultados con premura, centrifugar durante 1 minuto a 1000 rpm, leer en
fuente de luz agite suavemente y observe si existe 0 no aglutinacion macroscopica,
registrar en cruces.

Interpretacion de resultados: los resultados obtenidos para la prueba directa e inversa
deben ser analizados segun lo expuesto en el siguiente cuadro:

Tabla 6. Interpretacion de resultados clasificacion ABO adulto y recién nacido

Gr,upo
guineo A B AB @) GA1l GB

Suero
Clasificador

Anti-A + ) + ) )

ANtiB () + + () + ()

Anti-AB ©) ©) ©)

Falsos Positivos:
- Prueba autologa positiva en pacientes con autoanticuerpos.

- Presencia de crioaglutininas o panaglutininas.

Falsos Negativos:
- No agregar el suero clasificador a la lamina.

- Suspensioén de los globulos rojos en concentracion incorrecta.
- No observacion de hemolisis
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6.8 Confirmacién de Rh(D)

Utilizada para determinar la presencia en forma parcial o débil, o confirmar la ausencia
del antigeno D en la membrana de los globulos rojos del paciente. Realizar en pacientes
que al momento de realizada la determinacion de antigeno D resulten negativos en
determinacion en tubo.

Procedimiento:

- El mismo tubo en que se realiz6 la clasificaciéon Rh(D) y que resulto negativo, se agrega
nuevamente 1 gota de suero anti Rh(D) se centrifuga por 1 minuto a 1000 rpm y se lee
sobre una fuente de luz.

- De ser negativo se agrega LISS y se incuba por 15 minutos a 37 °C en bafio
termorregulado.

- Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se centrifuga por 1 minuto a 1000 rpm y
se lee. De constatar la ausencia de aglutinacion se procede a lavar los glébulos rojos 3 a
5 veces con NaCl 0,9% (o Buffer PBS).

- Posterior al tltimo lavado, se deja que escurra la mayor cantidad de NaCl 0,9% por las
paredes del tubo.

- Luego de lavar tres veces los glébulos se secan completamente, invirtiéndolo sobre
papel absorbente y se les afiaden dos gotas de suero anti globulina humana. Se centrifuga
por 1 minuto a 1000 rpm, leer en fuente de luz, agite suavemente y observe si existe o no
aglutinacién macroscaépica, registrar en cruces.

Interpretacion de Resultados: Los resultados obtenidos deben ser analizados segun la
presencia o ausencia de aglutinacién que asi mismo indica presencia o0 ausencia de
antigeno en la membrana del glébulo rojo.

Falsos Negativos:
- No agregar el suero clasificador al tubo
- Suspension de los glébulos rojos en concentracion incorrecta.

Falsos Positivos:
- Prueba autdloga positiva en pacientes con autoanticuerpos.
- Presencia de Crioaglutininas o Panaglutininas.

Registro de resultados: en sistema informatico Bioslis.

6.9 Prueba autéloga:

Es utilizada para determinar la presencia de autoanticuerpos y corroborar que la
aglutinacién obtenida en los procedimientos realizados sea por positividad de la prueba y
no un falso positivo.

- En un tubo Khan marcado como PA agregar dos gotas de suero paciente.

- Luego agregar una gota de glébulos rojos suspendidos en el mismo suero del paciente
en una concentracion entre 2 al 4 %

- Dejar a temperatura ambiente por 1 hora o centrifugar a 1 minuto a 1000 rpm.

- Leer en fuente de luz, agite suavemente y observe si existe o no aglutinacion
macroscopica, registrar en cruces.
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6.10 Deteccion de anticuerpos irregulares
Se utiliza para detectar anticuerpos irregulares de tipo IgG presentes en el suero del
paciente frente a antigenos especificos conocidos.

Procedimiento:

- Rotular dos tubos de Khan con nimeros romanos | y Il y agregar dos gotas de suero
paciente en cada uno de ellos.

- Afadir al tubo I, 1 gota de glébulos rojos de panel comercial |

- Afadir al tubo Il, 1 gota de gldbulos rojos de panel comercial Il

- Centrifugar a 1 minuto a 1000 rpm, leer en fuente de luz, agite suavemente y observe si
existe 0 no aglutinacion macroscépica, registrar en cruces.

- De ser negativa la lectura anterior, a los tubos | y Il agregar 2 gotas de LISS e incubar a
37°C por 15 minutos.

- Centrifugar a 1 minuto a 1000 rpm, leer en fuente de luz, agite suavemente y observe si
existe 0 no aglutinacion macroscépica, registrar en cruces.

- De seguir siendo negativa la lectura lavar los glébulos rojos de los tubos |y Il con NaCl
0,9% (o PBS) por 3 veces, en el tltimo lavado eliminar la mayor cantidad de sobrenadante
decantando en papel absorbente todo el NaCl 0,9% posible y agregar una gota de SAGH y
re suspender el botdn de eritrocitos.

- Centrifugar a 1 minuto a 1000 rpm, leer en fuente de luz, agite suavemente y observe si

existe 0 no aglutinacion macroscépica, registrar en cruces.

Falsos Negativos:
- No agregar el suero del paciente a cada tubo.
- Suspension de los glébulos rojos en concentracion incorrecta.

Falsos Positivos:
- Prueba ant6loga positiva en pacientes con autoanticuerpos.
- Presencia de crioaglutininas o panaglutininas.

Registro de resultados: en sistema informatico Bioslis.

6.11 Test de antiglobulina directa
Se utiliza para la pesquisa de anticuerpos de tipo IgG o fracciones del complemento
adherido a la membrana del glébulo rojo del paciente “in vivo”.

Procedimiento:

Lavar globulos rojos del paciente con suero fisiologico (o buffer PBS)3 a 5 veces, en el
ultimo lavado re suspender los glébulos en suero fisiolégico a una concentracion entre 2
al 4 %.

Colocar una gota de ésta suspension en un tubo de khan previamente marcado como
“CD” y agregar 1 gota de SAGH.

Centrifugar a 1 minuto a 1000 rpm, leer en fuente de luz, agite suavemente y observe si

existe 0 no aglutinacion macroscépica, registrar en cruces.
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Imagen 6. Test de antiglobulina directa

7. Criterios de Calidad: N/A
8. Flujograma: N/A

9. Distribucion:
- Unidad de Medicina Transfusional

10. Anexos: N/A

11. Formulario de control de cambios:

NUmero de edicion Cambios Fecha Firma




