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PROLOGO

as técnicas en microplacas aplicadas al campo de la transfusion

han supuesto mejoras cruciales en el campo del laboratorio de

inmunohematologia que, en su mayoria, permanecen actuales.
Las microplacas han aportado sencillez, posibilidad de automatizacion y
un enorme ahorro de costes. Sin embargo, si en serologia viral las micro-
placas se hicieron de inmediato insustituibles, en inmunohematologia
debieron ser resueltos diversos problemas antes de que se generalizasen.
Estos problemas estaban relacionados, sobre todo, con la calidad de los
lectores, con la disponibilidad de herramientas informdticas para inter-
pretar las aglutinaciones y con la posibilidad de transferir los resultados
a una unidad central.

Todos estos problemas estdn hoy satisfactoriamente resueltos y ello,
unido al avance conseguido en la versatilidad de los dispensadores, hace
que la totalidad de las técnicas bdsicas de inmunohematologia sean rea-
lizables en microplacas con muchas ventajas sobre otras técnicas, sobre
todo por su bajo coste en reactivos'y en consumibles.

Por eso, este manual dirigido por la Dra. Franco ha tenido una justifi-
cada aceptacion y seguird teniéndola en el futuro. Esta 2° edicion hace
mds énfasis que la previa en la automatizacion de los procedimientos,
aungue conserva las técnicas manuales e incluye los avances habidos en
los temas tratados.

Con toda seguridad, serdn muchos los profesionales de habla espa-
fiola que seguirdn encontrando muy 4til un texto tan claro y prdctico,
y la Sociedad Espafiola de Transfusion Sanguinea agradece su escritu-
ra a todos sus autores, porque contribuird a que realicemos mejor
nuestro trabajo.

Dr. Antonio Ferndndez Montoya
Presidente de la Sociedad Espafiola
de Transfusion Sanguinea




INTRODUCCION

INTRODUCCION A LA PRIMERA EDICION

L as técnicas en microplaca representan un eslabén intermedio entre las técnicas auto-
matizadas y las técnicas manuales convencionales.

Teniendo en cuenta las caracteristicas de la reaccién, las microplacas aportan un con-
siderable ahorro en tiempo de técnico, de reactivo, de material fungible, etc., y al mismo
tiempo proporcionan una sensibilidad igual o mayor a las técnicas en tubo.

El esfuerzo que para nuestro Banco de Sangre supuso la estandarizacion y puesta en
funcionamiento de estas técnicas en la rutina diaria y los buenos resultados obtenidos
nos hizo pensar en la utilidad de ofrecer, bajo el patrocinio de la Sociedad Espafiola de
Transfusién Sanguinea, un curso sobre el uso de las mismas.

El presente manual, basado en nuestra experiencia personal, nace como recopilacién
del contenido del curso, con la participacién de los mismos técnicos que como profeso-
res participamos en €l y se ha puesto especial cuidado en recoger todas las cuestiones
que consultaron los asistentes al mismo. Témeselo el lector como una orientacién que le
sirva para encontrar su propia experiencia optima.

Estaremos satisfechos si resulta itil para aquellos técnicos que se sientan interesados
por este tipo de técnicas.

Dra. Elena Franco Cama
1993

INTRODUCCION A LA SEGUNDA EDICION

Ante la 2* edicién de este Manual debo hacer referencia especial a la generalizacion
que de esta metodologia ha tenido lugar en estos dltimos afios.

La facilidad de automatizacién que presentan que va desde el montaje de las técni-
cas hasta la interpretacién de resultados ha sido fundamental en su difusién. Hoy en
dia, cuando la gestién informética de los bancos de sangre es casi una necesidad, tiene
especial consideraci6n el modo de asegurar tanto la realizacién correcta de las técni-
cas como la transmisién de datos directamente a la unidad central evitando posibles
errores humanos.

Me siento satisfecha de que esta nueva edicién haya sido solicitada por los destinata-
rios de la misma.

Dra. Elena Franco Cama
Julio de 1998

Nuestro agradecimiento a Ortho-Clinical Diagnostics que ha hecho posible esta 2* edicion.




1. USO DE LAS MICROPLACAS

Elena Franco
Matilde Sederio

a introduccién de las microplacas en Banco de Sangre tuvo lugar

en la década de los 60, siguiendo las técnicas desarrolladas por

Crawford, Gottman y Gottman. Han ido con posterioridad experi-
mentando una gran aceptacién debido a las ventajas que presentan sobre
los métodos convencionales, siendo una muy buena alternativa para pro-
cesar gran nimero de muestras sin el costo que supone la automatizacion.
Ademés, permiten ir adoptando una automatizacién progresiva a eleccion
del usuario.

Una microplaca puede considerarse como una gradilla de 96 tubos de
pequefio tamafio, con un volumen que oscila entre 200 y 300 microlitros,
dispuestos a lo largo de 8 filas horizontales y 12 verticales. Son 96 poci-
llos cuyo fondo puede ser en U, V o plano.

Las microplacas pueden ser rigidas o flexibles. La eleccién del tipo
depende de la preferencia y experiencia personal del técnico. No obstan-
te, las mds utilizadas son las rigidas y con pocillo en U, debido a que €éstas
permiten tanto la lectura macroscépica como por medio de lectores auto-
mAaticos.

Entre las ventajas del uso de las microplacas respecto a las técnicas en
tubo podemos subrayar las siguientes:

— Igual o superior sensibilidad.

— Ahorro de reactivo debido a las pequefias cantidades que se precisan y
a que se utilizan generalmente diluidos.

— Necesidad escasa de equipamiento especial.

— Rapidez en la ejecucién con ahorro de tiempo del técnico.

— Reduccién considerable de material de laboratorio.

MICROPLACAS: Su eplicacién en inmunohematologia bésica de banco de sangre 11



Uso de las microplacas

— El trabajo en micrométodo exige un especial cuidado de los detalles
técnicos, (volumen de muestra, reactivos) lo que facilita la estandari-
zacion.

— Posibilidad de semiautomatizacién o automatizacion.

Las técnicas en microplacas pueden usarse tanto para la deteccién de
antigenos en los hematies como de anticuerpos en el suero.

Ademiés de su uso en las técnicas virolégicas que no son motivo de éste
texto, en la actualidad, en Banco de Sangre, podemos utilizar las micro-
placas en:

— Determinacién del sistema ABO
e hematico
° sérico
— Determinacién del sistema Rh:
e fenotipo Rh
e prueba D"

— Determinacién de otros antigenos eritrocitarios.

— Escrutinio e identificacién de anticuerpos irregulares.
— Titulacién de anticuerpos, reactivos etc.

— Anticuerpos antiplaquetares y HLA.

— Serologia luética (RPR, TPHA).

1.1. EQUIPAMIENTO NECESARIO

Las técnicas en microplacas pueden realizarse de forma manual, auto-
matizada o parcialmente automatizada.
Dependiendo del procedimiento de trabajo el equipamiento va a variar.

A) Procedimiento manual:

Ademais de las microplacas mds idéneas para la técnica a desarrollar, es
necesario contar con una centrifuga (Figs. 1 y 2) en cuyo rotor se puedan
adaptar soportes para microplacas. Es imprescindible que permita realizar
centrifugados suaves sin excesivas vibraciones.

12 MICROPLACAS: Su aplicacién en inmunohematologia bdsica de banco de sangre
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Uso de las microplacas

Pipetas semiautomaticas (Fig. 3) para dispensar volimenes iguales en
pocillos o filas (monocanales, multicanales o repetidoras).

Agitador para microplacas (Fig. 4), que permite regular las revoluciones
y el tiempo de agitacion.

Visor con espejo de aumento y dispositivo de iluminacioén poste-
rior.

Para determinadas técnicas serd necesario un incubador para 37°C, tipo
calor seco o bafio maria.

Figura 3.

14 MICROPLACAS: Su aplicacién en inmunohematologia bdsica de banco de sangre



Uso de las microplacas

Figura 4.

MICROPLACAS: Su apiicacién en inmunohematologia bdsica de banco de sangre . 18



Uso de las microplacas

B) Procedimiento automatizado:

Ademis de todo lo expuesto anteriormente se necesita un dispensador-
pipeteador automatico (Fig. 5), lector de microplacas y programa informé-
tico para la interpretacién de los resultados (Figs. 6a y 6b).

Existen lavadores que pueden utilizarse para la técnica de antiglo-
bulina. '

T PO I I

16 MICROPLACAS: Su aplicacién en inmunohematologia bdsica de banco de sangre



Uso de las microplacas

Figura 6a.

Figura 6b.

MICROPLACAS: Su aplicacién en inmunohematologia bdsica de banco de sangre
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Uso de las microplacas

; Sistemas Mitis-2 compuesto por:
— Dispensador mixto para técnicas en microplacas y CAT (Técnicas de aglutinacion en columna)
— Lector digital para microplacas
— Lector digital para técnicas CAT
— Sistema informdtico

18 MICROPLACAS: Su aplicacién en inmunohematologia bdsica de banco de sangre



Uso de las microplacas

1.2. CONSIDERACIONES TECNICAS

1.

Hay que tener en cuenta que al trabajar en microplaca se estan utili-
zando micrométodos, por lo que es muy importante saber que la alta
concentracién de proteinas, la viscosidad y el exceso de concentracion
de anticuerpos pueden alterar los resultados.

Por este motivo los reactivos (antisueros) que contienen alta concen-
tracién de albimina, tienen que diluirse con albiimina al 3% para faci-
litar la posterior interpretacidn; los actuales antisueros en general tie-
nen baja concentracién de albimina.

Otros reactivos necesitan ser diluidos con otros diluyentes y algunos,
como los quimicamente modificados, no necesitan ser diluidos.

Es muy importante estandarizar los volimenes y concentraciones de
hematies que se van a utilizar. |

Las condiciones y técnica de resuspensién de los hematies mediante
agitadores, asf como las caracteristicas de la centrifugacién, como |
tiempo y revoluciones, también deben ser estandarizados.

Cuando la técnica requiera la utilizacién de enzimas, como por ejemplo la
bromelina, es muy importante poner siempre controles, debido a que los
enzimas pueden incrementar la sensibilidad y las reacciones inespecificas.
La presencia de fibrina en el plasma puede interferir en la interpreta-
cién. Para la deteccién de anticuerpos es preferible la utilizacion de
Suero por este motivo.

Las microplacas nuevas, deben tratarse con albiimina al 0,1% en sali-
na o con suero humano para prevenir la adherencia de las c€lulas por
las fuerzas electrostéticas del pléstico.

Cuando la técnica requiera incubacién a 37°C, las microplacas deben
taparse para evitar la evaporacion.

Las microplacas, una vez usadas, pueden volver a ser reutilizadas
durante bastante tiempo. Deben dejar de usarse cuando el fondo del
pocillo pierda su transparencia; ésto es especialmente critico cuando
se usan lectores automaéticos.

MICROPLACAS: Su aplicacién en inmunohematologia bdsica de banco de sangre 19



Uso de las microplacas

1.3. CUIDADOS ESPECIALES PARA SU USO

— Cada dia, antes de reutilizar una placa, hay que poner especial cuidado
en comprobar que todos los pocillos estén limpios.

— Asegurarse bien de la localizacién que corresponde a cada muestra, ya
que tiene cierta dificultad el acostumbrarse a trabajar con pocillos tan
pequefios. Se debe tener protocolizada la localizacién dentro de la
microplaca de las muestras y reactivos, que deben situarse siempre en
la misma posicién para una misma técnica. En el procedimiento auto-
matizado utilizando dispensadores éste punto estd garantizado.

— Los reactivos deben dispensarse con cuidado y procurando introducir-
los en el centro del pocillo, evitando salpicaduras que provoquen una
contaminacién entre los mismos. Con los dispensadores automaticos
éste problema no existe.

— Los sueros diluidos en el Banco de Sangre para usar en microplaca, pue-
den perder estabilidad en las soluciones bajas en proteinas, por lo que
deben guardarse entre 1 y 6 grados en nevera no mas de 7 dias. No asf
cuando est4n diluidos por el fabricante. Diariamente debe comprobarse
su reactividad y especificidad.

1.4. PREPARACION DE LAS MICROPLACAS
DE FORMA PREVIA A SU UTILIZACION

En las placas nuevas la electricidad estdtica representa un problema,
porque adhiere las células y el suero a los lados del pocillo. Disponemos
de varios métodos para eliminarla.

1. Poner las placas en remojo en agua destilada o desionizada durante
toda la noche.

2. Hacer una dilucién de albtimina al 1% en solucién salina. Llenar los
pocillos. Esperar varios minutos y aspirar el contenido de los pocillos
antes de poner los reactivos.

3. Llenar cada pocillo de la microplaca con plasma humano. Dejarla asi
durante 1 6 2 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se proce-
de al lavado de la placa con agua escasamente jabonosa. Aclarar con

20 MICROPLACAS: Su aplicacién en inmunohematologia bésica de banco de sangre



Uso de las microplacas

agua abundante, siendo muy importante efectuar el dltimo aclarado
con agua destilada. Dejar la placa sobre un papel de filtro invertida,
durante unas horas en una estufa a 37°C.

Cualquiera de estos procedimientos s6lo es necesario realizarlos la pri-
mera vez que se va a utilizar la microplaca.

Si a pesar del tratamiento previo se sigue observando electricidad esté-
tica, se puede eliminar frotando el fondo de la placa con una toallita
hiimeda o pasando la placa por la llama de un mechero.

1.5. REUTILIZACION DE LAS MICROPLACAS: LAVADO

Las placas pueden ser reutilizadas, durante un determinado tiempo.
Una vez utilizadas proceder a lavarlas de la siguiente forma:

1. Invertir la placa y vaciar su contenido en la pila o un recipiente, dando
un golpe seco con la mufieca.

2. Lavar con abundante agua del grifo para eliminar cualquier resto.

3. Colocar las placas durante 30 minutos en un recipiente que contenga
hipoclorito sédico al 2,5% aproximadamente.

4. Aclarar con agua, y hacer un iltimo aclarado con abundante agua des-
tilada.

5. Secar las placas en estufa a 37°C, colocéndolas invertidas sobre un
papel de filtro.

1.6. MICROPLACAS CON ANTIGENO
O ANTICUERPO PREFIJADO

Existen en el mercado microplacas que llevan prefijado en las paredes
del pocillo anticuerpos (antisueros) o antigenos. Actualmente se dispone
de ellas para la determinacién del grupo ABO, anticuerpos irregulares y
anticuerpos antiplaquetas. Estas microplacas no son reutilizables. La
metodologfa a seguir depende de cada tipo y siempre segiin las instruc-
ciones del fabricante.

MICROPLACAS: Su aplicacién en inmunohematologia bdsica de banco de sangre 21



2. REACTIVOS. CONDICIONES
QUE DEBEN CUMPLIR

Elena Franco
Matilde Sederio

uy pocas casas comerciales especifican que sus antisueros pue-

den utilizarse en microplaca, por lo tanto su utilizacién es en la

mayoria de los casos responsabilidad del usuario, aunque ya
existen algunas que disponen de antisueros diluidos para este uso. Cada
lote debe evaluarse en el laboratorio y establecer la dilucién éptima.

Los hematies reactivos utilizados para la determinacién del grupo séri-
co, pueden usarse, o bien comerciales, o bien preparados en el banco de
sangre, procedentes de donantes. Las células de casas comerciales pueden
usarse durante el tiempo que indiquen los fabricantes, mientras que las
células preparadas en el banco deben renovarse diariamente.

Los hematies para escrutinio de anticuerpos, pueden usarse o bien de
casas comerciales, o también de donantes de sangre. No deben usarse de
pacientes.

El diluyente para los antisueros, como la albimina al 3%, puede prepa-
rarse en el banco, a partir de albiimina bovina a cualquier otra concentra-
cidn.

Ia adicién de azida s6dica al 0,1% permite la conservacién de los reac-
tivos durante un periodo mas largo.

Las sustancias que se utilizan para lavados en la realizacion de la prue-
ba de antiglobulina indirecta, pueden ser: suero fisiolégico, albtimina al
0,1% o Tween 20 al 0,02% en solucién salina. Los resultados obtenidos
son los mismos. Se preparan diariamente.

Si se utilizan enzimas, deben prepararse diariamente.

Debe estudiarse cada nuevo lote de antiglobulina humana.

MICROPLACAS: Su aplicacién en inmunohematologia bdsica de banco de sangre 23



Reactivos: condiciones que deben cumplir

2.1. PREPARACION DE LOS REACTIVOS Y DILUYENTES

La sensibilidad de los reactivos que se utilizan para la determinacién de
grupo ABO y Rh puede verse favorecida al trabajar en microplaca.
Ademas como el patrén de reactividad puede ser igual o mejor a baja dilu-
cién, suelen diluirse antes de su uso.

En cada nuevo lote de reactivo se debe hacer una titulacién para asi
poder establecer la dilucién 6ptima de trabajo, estudidndose la especifici-
dad y sensibilidad del antisuero frente a antigenos débiles.

Los reactivos se diluyen con albimina al 3% u otro diluyente, (ver pagi-
na 27) pudiendo asi conservarse durante 5-7 dias en nevera.

Debe registrarse el estudio realizado a los reactivos, se anota el nimero
de lote, la especificidad, el diluyente empleado, la dilucién de trabajo, la
fecha de caducidad y las iniciales del técnico que realiz6 el estudio.

Cada dia debe efectuarse un control positivo y otro negativo con hema-
ties conocidos.

2.2. SUSPENSIONES CELULARES

Las suspensiones celulares deben prepararse con mucho cuidado. Para
las microplacas con el pocillo de fondo en V, la suspensi6n no debe ser
superior al 1%; para las microplacas con el pocillo de fondo en U pueden
utilizarse suspensiones entre €l 2 y el 4%.

Las diluciones demasiado bajas pueden dar falsos negativos y las altas
falsos positivos.

2.3. ENZIMAS

Si se usan enzimas en las pruebas de rutina, el estudio de los reactivos
debe realizarse con los hematies tratados previamente con los mismos
enzimas que serdn utilizados en la prictica diaria.

2.4. HEMATIES

Es importante que los hematies que se utilizan permanezcan el menor
tiempo posible fuera de la nevera. Antes de su uso deben haber estado a
temperatura ambiente unos diez minutos.

24 MICROPLACAS: Su aplicacién en inmunohematologia bésica de banco de sangre



3. CENTRIFUGACION DE
MICROPLACAS

Elena Franco
Matilde Sedefio

para cada centrifuga. A continuacién sefialamos unos valores
orientativos de fuerza de centrifugacién “g” y tiempo. Su conver-
sién en r.p.m. depender4 del radio de giro de la centrifuga. (Ver tabla de
conversién pagina 87). No obstante cada laboratorio debe estandarizar
cuidadosamente las condiciones de centrifugaci6n para obtener los mejo-

res resultados.

l as condiciones adecuadas de centrifugacién deben establecerse

MICROPLACAS EN U RIGIDAS

a) 400 g durante 30 segundos, para grupo hematico y sérico y la prime-
ra centrifugacién de la prueba de antiglobulina.

b) 400 g durante 40 segundos para el lavado de la prueba de antiglobulina.

¢) 400 g durante 30 segundos después de afiadir la antiglobulina.

MICROPLACAS EN U FLEXIBLES

a) 700 g durante 5 segundos para determinacion de grupo hemético y
sérico, para la primera centrifugacién de la prueba de antiglobulina y
escrutinio de los anticuerpos.

b) 700 g durante 20 segundos, para la fase de lavado.

c) 700 g durante 5 segundos después de afiadir la antiglobulina.

MICROPLACAS EN V RIGIDAS

a) 900 g durante 40 segundos, para grupo sérico y hemético y primera
centrifugacién de la prueba de antiglobulina.
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Centrifugacién de microplacas

b) 900 g durante 40 segundos, para el lavado de la prueba de antiglobu-
lina.
¢) 900 g durante 10 segundos, después de afiadir la antiglobulina.

MICROPLACAS EN V FLEXIBLES

a) 700 g durante 10 segundos, para grupo sérico y hemidtico, primera
centrifugacion de la prueba de antiglobulina.

b) 700 g durante 20 segundos para el lavado de la prueba de antiglobu-
lina.

c) 700 g durante 10 segundos después de afiadir la antigloblulina.
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4. INTERPRETACION DE LOS
RESULTADOS

Elena Franco

4.1. METODO MANUAL. MICROPLACAS EN U

Para el grupo hemitico y sérico y la primera fase de centrifugacién de
la prueba de antiglobulina, se procede del siguiente modo:

Agitar la placa con un agitador, hasta la resuspensién completa de los
hematies del control negativo. Usar para la lectura visores con luz o viso-
res con espejo de aumento.

Una reaccion positiva es igual a la aglutinacién que aparece en tubo.

En la reaccién negativa, las células estdn suspendidas en el pocillo de
forma homogénea.

Raras veces una reaccién débil presenta problemas de interpretacion, no
obstante si es preciso se procede del siguiente modo:

Agitar la microplaca para resuspender las células completamente, poner la
microplaca sobre un visor con espejo de aumento, esperar unos 20 minutos,
hasta que las c€lulas se asienten completamente en el fondo. Las reacciones
débiles positivas aparecen como un botdn celular rodeado de un halo.

4.2. METODO MANUAL. MICROPLACAS EN V

La lectura se realiza con la microplaca apoyada en posicién tal que
forme un 4ngulo sobre la horizontal de 60-70°.

1. Reacciones negativas; no hay un botén visible. Se produce una caida
de los hematies en forma de ldgrima al resbalar por el pocillo.

2. Reacciones positivas; aparece un firme botén en el centro del pocillo.
Algunas veces este boton puede caer entero por la pared del pocillo
dando un patrén ligeramente distinto.
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Interpretacion de los resultados

4.3. METODO AUTOMATICO. MICROPLACAS EN U

Hay distintos lectores automaticos en el mercado. Poseen un fotémetro
que realiza unas lecturas en base a un patrén, en el que se distingue la
aglutinacién de la suspension de hematies.

El fundamento de la lectura se basa en el grado de transmision de luz a
través de cada pocillo, que sera distinta si la luz atraviesa una suspensién
homogénea o si existen aglutinados. Para ello se efectian miltiples lec-
turas en cada pocillo. La interpretacién del resultado depende de la grafi-
ca del conjunto de lecturas efectuadas.

En cada tipo de lector es muy importante seguir los consejos estableci-
dos por el fabricante. En algiin caso se recomienda realizar la lectura de
forma inmediata a la agitacién de la microplaca, en otros se recomienda
esperar unos minutos.

En el empleo de lectores automdticos es de suma importancia la estan-
darizacién del tiempo y velocidad de agitacién de la microplaca median-
te los agitadores mecéanicos.

El programa informatico interpreta el grupo sanguineo de cada muestra
comparando el patron de reacciones de aglutinacin positiva y negativa
con los patrones de reacci6én previamente programados.

Los resultados pueden visualizarse por pantalla, imprimirse y transmi-
tirse al ordenador central, con lo cual se agiliza notablemente la trans-
cripcién de datos evitando errores.

Ante una posible no interpretacién automadtica del grupo de una mues-
tra problema, se tiene la opci6n de introducir manualmente el resultado
previa observacién visual de la microplaca. Esta situacién se debe a que
los lectores autométicos suelen requerir una mayor intensidad de agluti-
nacién que la lectura visual.

Otro motivo de no interpretacién automadtica es la presencia de hemoli-
sis (reaccién antigeno-anticuerpo de tipo hemolitico) o lipemias de alto
grado.
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5. SOLUCIONES Y REACTIVOS
MAS UTILIZADOS EN
INMUNOHEMATOLOGIA

Julia Mas

tivos empleados en inmunohematologia, inicamente se indica el

mecanismo de accién de algunos de ellos y las pequefias modifi-
caciones que es preciso efectuar para adecuarlos a las técnicas de micro-
placa.

N o se pretende hacer aqui una descripcidn exhaustiva de los reac-

5.1. SOLUCION SALINA FISIOLOGICA

Se prepara por disolucién de 8,5 g de CINa en 1 litro de agua destilada.
Debe utilizarse, a ser posible, recién preparada aunque no es rigurosa-
mente necesario que sea estéril.

Se utiliza en general como medio de suspensién de hematies. Es de facil
preparacion en el laboratorio.

5.2. SOLUCIONES DE ALBUMINA BOVINA

Se emplean como medio proteico destinado a potenciar determinados
anticuerpos de grupo sanguineo.

La materia prima es la albiimina obtenida por fraccionamiento del plas-
ma bovino, segiin métodos industriales bien estandarizados (fracciona-
miento salino, fraccionamiento alcohélico, métodos cromatograficos, fil-
tracién a través de gel, etc.).
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Soluciones y reactivos mds utilizados en inmunohematologia

Pardmetros muy importantes en la preparacién de soluciones de albi-
mina bovina son el pH, la conductividad especifica, la pureza de la frac-
ci6n albimina, la concentracién y el grado de polimerizacion.

Las soluciones de albtimina bovina ejercen un efecto potenciador gra-
cias a que aumentan la constante dieléctrica del medio en el que se hallan
los hematies y los anticuerpos; ésto tiene como resultado la disminucion
del potencial Z y, en consecuencia, la repulsién electrostética existente
entre los hematies cuando se hallan en suspensién en un medio salino.

Concentraciones més empleadas: 30%, 22%, 6%, 3%.

En microplaca la concentracién mas utilizada suele ser la del 3%.

La temperatura més adecuada para la conservacién de las soluciones de
albiimina es de 4°C. Ademd4s, para evitar la contaminacién bacteriana se
utiliza la azida sédica (N;Na) al 1:1.000.

El uso de soluciones de albimina a concentraciones elevadas (mds del
30%) puede favorecer la formacién de «rouleaux» o pilas de monedas.
Este inconveniente queda obviado en las técnicas en microplaca por la
dilucién que se aplica para su uso. Si la concentracién de proteinas es ele-
vada la viscosidad puede ser causa de resultados erréneos. Por ello, es
indispensable efectuar diluciones. Ademés de la soluci6n de albimina al
3% ya mencionada pueden emplearse otros diluyentes como el citrato tri-
sédico al 3,8% o el Tween 20 al 0,02% en solucién salina.

5.3. SOLUCIONES DE ENZIMAS PROTEOLITICAS

Los anticuerpos de grupo sanguineo de tipo IgG pueden aglutinar los
hematies si éstos se tratan con soluciones tamponadas de algunas enzimas
proteoliticas. El mecanismo de accién puede interpretarse como una dis-
minucién de la repulsién electrostética entre los hematies. La digestion
superficial de la membrana de los hematies con separaci6n de dcido sili-
co 0 NANA disminuye el nimero de cargas electrostticas negativas,
representado por G en la férmula del potencial Zeta:

e
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Soluciones y reactivos mds utilizados en inmunohematologia

La disminucién del potencial Zeta determinada por la disminucién de 6
permitird un mayor acercamiento de los hematies facilitando su aglutina-
cién por los anticuerpos de tipo IgG.

Los enzimas que se usan corrientemente en inmunohematologia son:
tripsina, papaina y bromelina. La ficina tiene su aplicacion limitada por
ser téxica, aunque es la que produce mayor disminucién del potencial
Zeta.

Las pruebas para la investigacién de anticuerpos mediante enzimas pro-
teoliticas son muy sensibles para determinados anticuerpos pero tienden a
dar resultados falsos positivos.

En las determinaciones de grupo ABO y Rh en microplaca suelen utili-
zarse suspensiones de hematies ligeramente bromelinizados aunque no es
imprescindible.

5.4. SOLUCIONES DE BAJA FUERZA IONICA (LISS)

La carga de iones positivos y negativos que poseen es inferior a la que
contiene la solucién salina fisiol6gica normal, por ello, la interaccién de
los iones del medio dificulta menos las uniones antigeno/anticuerpo (sen-
sibilizacién de los hematies) permitiendo tiempos de incubacién mas cor-
tos (Fig. 7).

En 1974, Low y Maseter describieron una solucién para ser utilizada en
lugar del suero salino fisioldgico en las suspensiones de hematies desti-
nadas a la investigacién de anticuerpos. En 1976 Moore y Mollison des-
cribieron otra solucién de baja fuerza idénica en cuya composicion entra
un tampoén de fosfatos, un aminoacido (glicina o glicocola), una pequefia
cantidad de CINa y azida sédica (N;Na) como conservante. Las solucio-
nes descritas por los mencionados autores, se mostraron particularmente
utiles en las pruebas indirectas de la antiglobulina humana sin aumento
significativo de falsos positivos. Si se afiaden medios macromoleculares
o policationes al medio de fuerza i6nica baja, ademas de un tiempo de
incubacién considerablemente mas corto, se puede lograr la aglutinacién
de los hematies antes de la fase de la antiglobulina (Rosenfield, 1978).
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ACCION DE LOS MEDIOS DE BAJA FUERZA IONICA

Figura 7. Estructuras reaccionantes del antigeno y del anticuerpo en medio salino normal. La
interaccién de los iones del medio exige un tiempo de incubacion largo (izda.).
Estructuras reaccionantes del antigeno y del anticuerpo en un medio de baja fuerza idnica. La
unién de ambas estructuras se logra con un tiempo de incubacion mds corto (dcha.).

En la actualidad es posible disponer de diversos preparados comercia-
les, que retinen las propiedades de acortamiento del tiempo de incubacion
y potenciacién de la aglutinacién de los hematies, que se afiaden como un
reactivo més a la mezcla de suero y hematies (LISS aditivo). Esto ofrece
la comodidad de no tener que lavar aquellos hematies con la solucién
LISS (ademis del lavado que se hace normalmente con el suero salino
fisioldgico normal).

Para evitar el posible deterioro de algunos antigenos heméticos debido
al medio de baja fuerza iénica, es preciso seguir muy estrictamente las
instrucciones que proporciona el fabricante de cada LISS aditivo.
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5.5. ANTISUEROS ESPECIFICOS

Los antisueros especificos a que nos vamos a referir son los mas utili-
zados en las técnicas de rutina del Banco de Sangre como por ejemplo
anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D, etc. Pueden ser de origen humano, de
origen animal o monoclonales producidos por hibridomas. También
pueden ser extractos de tejidos vegetales e incluso animales, que reac-
cionan con determinados componentes de la membrana del hematie y
pueden, por ello, ser utilizados como reactivos, por ejemplo las lectinas
anti-Al y anti-H.

Los anticuerpos monoclonales proceden de una séla clona o grupo de
c€lulas derivadas de una célula original tnica.

Los hibridomas se obtienen al fusionar, con células de mieloma, linfo-
citos procedentes de bazo de raton inmunizado. Para la fusién suele
emplearse polietilenglicol (PEG).

Las células fusionadas se cultivan en medio HAT (hipoxantina, ami-
nopterina y timidina). Las células de mieloma mueren en dicho medio
pues no pueden subsanar el bloqueo metabélico causado por la presencia
de aminopterina. Las células procedentes del bazo mueren en cultivo al
cabo de 1-2 semanas, quedando solamente los hibridomas, que conservan
la propiedad de producir anticuerpos y la propiedad de reproducirse en
medio de cultivo.

Se determina la especificidad de los anticuerpos producidos por los
hibridomas y se clonan los que producen el anticuerpo deseado.

La clonacién suele efectuarse diluyendo sucesivamente una poblacion
‘celular de modo que, en algunos pocillos quede una sé6la célula, cuyas
descendentes constituirdn una clona.

En los antisueros, ademas de su especificidad, debemos considerar su
potencia, es decir, el titulo o grado de dilucién que todavia daré resultado
positivo frente a los hematies adecuados, la intensidad de aglutinacion
indicada por el tamafio de los grupos que forman con los hematies y la
rapidez de la aglutinacién o avidez.

Cuando los antisueros llevan adicionada una cantidad importante
de albimina bovina, comeo por ejemplo algunos antisueros comer-
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ciales de origen humano, la lectura de la aglutinacién en micropla-
ca puede verse alterada, por lo que es necesario diluirlos conve-
nientemente.

5.6. REACTIVO ANTIGLOBULINA HUMANA

El suero antiglobulina humana se obtiene inyectando animales mamife-
ros, generalmente conejos, con globulinas humanas purificadas siguiendo
un protocolo estdndar de inmunizacién. De acuerdo con este protocolo se
prueba el suero de los conejos y se escogen los que han respondido mejor
a la inmunizacién. Se obtiene sangre total de los mismos (no es impres-
cindible sacrificarlos) y se hace una mezcla de plasmas que se procesa
para obtener un reactivo especifico que serd capaz de detectar globulinas
humanas, especialmente gamma globulinas y componentes del comple-
mento. La mezcla indicada se diluye con una solucién tampé6n (pH aprox.
de 7) que contiene una pequefia cantidad de albimina bovina; se le afiade
un 0,1% de azida sédica (N;Na) como conservante. Para evitar errores en
la utilizacién del reactivo obtenido, que es incoloro, puede adicionarse un
colorante verde.

La prueba de la antiglobulina humana permite detectar e identificar
inmunoglobulinas y/o componentes del complemento unidos a hematies,
ya que, afiadido a hematies sensibilizados producird su aglutinacién a
condicién de que dichos hematies hayan sido lavados a fondo con suero
salino fisiolégico para eliminar las proteinas plasméticas que no estén
unidas especificamente a los mismos (Fig. 8).

Prueba de antiglobulina directa

Detecta los anticuerpos o componentes del complemento fijados in vivo
en los hematies de un paciente. Por ellc, podemos aplicar dicha prueba al
estudio de la enfermedad hemolitica del recién nacido y de las anemias
hemoliticas, ya sean autoinmunes o inducidas por fdrmacos y de las reac-
ciones transfusionales (Tabla I).
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Figura 8. Mecanismo de accién del reactivo antiglobulina humana

PRUEBA DIRECTA

« Enfermedad hemolitica del recién nacido

» Anemia hemolitica por autoanticuerpos

* Anemia hemolitica debido a farmacos

« Investigacién de reacciones transfusionales

PRUEBA INDIRECTA

» Investigacion de anticuerpos
* Pruebas cruzadas

¢ Fenotipos eritrocitarios

Tabla I. Aplicaciones de la técnica antiglobulina.
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Prueba de antiglobulina indirecta

Detecta los anticuerpos o los componentes del complemento fijados in
vitro a los hematies durante un tiempo de incubacién en el laboratorio.
Tiene aplicacion en el estudio de anticuerpos en un suero problema a tra-
vés de hematies de composicién antigénica conocida (hematies de escru-
tinio, paneles de hematies, etc.), determinacion de antigenos eritrocitarios
a través de antisueros especificos y, por dltimo, en las pruebas de compa-
tibilidad pretransfusional (Tabla I).

El reactivo antiglobulina que se utiliza bisicamente en todas las aplica-
ciones indicadas es un suero poliespecifico que contiene principalmente
anti-IgG y anti-componente C3d del complemento, pudiendo contener
ademds anticuerpos de otras especificidades: anti-IgM, anti-IgA, anti-
C3b, etc., pero no es conveniente que contenga anti-C4, ya que dicha
especificidad no sélo carece de significado para el diagnéstico, sino que
los resultados positivos debidos a la misma pueden confundir por tratarse
de positivos falsos.

En una prueba de antiglobulina directa positiva con el suero poliespeci-
fico, puede tener interés investigar, mediante los sueros antiglobulina
monoespecificos, el tipo de anticuerpo unido a los hematies. Siempre que
en los hematies se detecte algiin anticuerpo fijado, se puede separar
mediante un proceso de elucién y proceder a su estudio. Si Gnicamente
estdn fijados componentes del complemento, no se puede efectuar ningu-
na elucién pero ello constituye un dato ttil para el diagnéstico (Tabla II).

 POLIESPECIFICO
Anti-IgG + Anti-componentes del complemento

« MONOESPECIFICO
Anti-IgG
Anti-componentes del complemento

Tabla II. Reactivo antiglobulina.
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Los diversos sueros antiglobulina monoespecificos se obtienen de
modo an4logo a los poliespecificos, pero se utilizan las distintas frac-
ciones separadas y purificadas para inyectar a los animales destinados a
producir el reactivo, aunque en la actualidad se obtienen reactivos de
calidad excelente gracias a los métodos de obtencién de anticuerpos
monoclonales.

Para los estudios de anticuerpos irregulares en sueros problema y las
pruebas cruzadas, se ha cuestionado la utilidad de la presencia de anti-
complemento en los reactivos antiglobulina humana, pero lo cierto es que
favorecen la detecci6én de algunos anti-Jk?, anti-JkP, anti-Fy? y anti-K.

Anticuerpos monoclonales

La aplicacién y perfeccionamiento de la técnica de los hibridomas
(Kohler, 1975) ha permitido el uso de los sueros reactivo con anticuerpos
monoclonales, es decir, derivados de una clona tnica de células y poseen
por tanto, una sola especificidad.

Los anticuerpos monoclonales han sido dtiles en el estudio de antigenos
de los hematies asi como de otras células tisulares.

En el campo de los grupos sanguineos han permitido la deteccién de
subgrupos débiles de algunos antigenos.

También son valiosos los reactivos antiglobulina humana obtenidos por
este procedimiento.

Para obtener los mejores resultados con los mencionados reactivos
es preciso seguir las instrucciones de uso de cada preparador o fabri-
cante.
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5.7. HEMATIES REACTIVO

Son suspensiones de hematies conocidos, destinados al estudio de anti-
cuerpos en suero o plasma.

1. Suspensiones de hematies de los grupos Al y B para la determinacién
del grupo sérico. Ocasionalmente se emplean hematies A2 y hematies
0 como control.

2. Suspensiones de hematies 0, extensamente fenotipados, destinados a la
deteccién de anticuerpos irregulares.

3. Paneles de hematies del grupo 0 extensamente fenotipados, que se con-
servan en soluciones isoténicas tamponadas especiales y se utilizan
para la identificacién de anticuerpos irregulares.

La concentracién de las suspensiones de hematies utilizadas en las téc-
nicas de microplaca no suele ser superior al 1% en las placas con los poci-
llos en V y entre un 2 y un 4% para los pocillos de fondo en U.

5.8. POLYBRENE

Es un policatién de amonio cuaternario (bromuro de exadimetrina) que
agrega reversiblemente los hematies normales, mediante la adicién de
citrato. Si los hematies estin sensibilizados esta aglutinacién persiste.

5.9. POLIETILENGLICOL (PEG)

La solucién de Polietilenglicol (PEG), especialmente en un medio de
baja fuerza i6nica, agrega los hematies y aumenta la sensibilidad de las
técnicas de deteccién de anticuerpos, consiguiendo la disminucién del
tiempo de incubacién. Suele utilizarse como complemento de otras técni-
cas convencionales para la deteccién de reacciones antigeno-anticuerpo
débiles.
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5.10. CONSERVACION DE LOS REACTIVOS
USADOS PARA PRUEBAS EN MICROPLACA

Temperatura Tiempo
Suspensiones de hematies 2-8°C El indicado por el fabricante
para grupo sérico y estudio
de anticuerpos irregulares
comerciales
Preparadas en laboratorio 2-8°C 12 horas
Anticuerpos comerciales 2-8°C El indicado por el fabricante
no diluidos
Antisueros comerciales diluidos 2-8°C Una semana
Suero antiglobulina humana 2-8°C El indicado por el fabricante
comercial no diluida
Suero antiglobulina humana diluida 2-8°C Una semana .
Solucién stock de bromelina 1% -18°C Un afio
Solucién de trabajo de bromelina 2-8°C 12 horas
Tween 20 Temp. Amb.  Indefinidamente
Solucién albiimina bovina 0,1% 2-8°C 12 horas
Solucién salina fisiolégica 2-8°C 12 horas
con Tween 20
Solucién albimina bovina 3% 2-8°C 7 dias
Solucién de azida sédica 2% 2-8°C Indefinidamente
Solucién salina normal Temp. Amb.  El indicado por el fabricante
Polybrene Temp. Amb.  El indicado por el fabricante
Tabla III.
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6. DETERMINACION DE LA
DILUCION OPTIMA DE LOS
ANTISUEROS

Julia Mas
Elena Franco

pruebas en tubos estdndar, por ello es posible diluir los sueros

reactivo. El diluyente empleado es una solucién de albimina
bovina 3% y el grado de dilucién se escoge después de efectuar extensas
titulaciones frente a hematies portadores de antigenos de baja reactividad.
La mencionada solucién de albimina bovina 3% puede utilizarse para
diluir todos los antisueros incluidos los anti-Rh y los controles.

La adici6én de azida sédica (N;Na) 0,1% al diluyente permite conser-
varlo durante una semana. En caso de no afadir azida sédica la solucion
debe prepararse diariamente.

La dilucién de trabajo 6ptima para los antisueros se establece como
sigue:

Por ejemplo para un anti-A seleccionaremos 4 muestras de hematies de
reactividad baja (A,B) con las que prepararemos suspensiones del orden
del 2-4% en albimina bovina 3% para microplacas de pocillos en U.

Efectuaremos una serie de diluciones del antisuero que estamos pro-
bando, con la solucién de albtimina bovina 3% antes mencionada, desde
1/1 hasta 1/128 empleando pipetas automdticas de puntas desechables
(Fig. 9).

Enfrentaremos las diluciones del antisuero con cada una de las suspen-
siones de hematies preparadas al efecto mediante la técnica en placa de
microtitulacién. Como dilucién éptima de trabajo se elige la que propor-

l as técnicas en microplaca ofrecen mayor sensibilidad que las
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Determinacion de la dilucién optima de los antisueros

ciona una aglutinacion clara, tanto para la lectura visual como para el lec-
tor automatico. Las lecturas automadticas suelen requerir mayor intensidad
de aglutinacion que las lecturas efectuadas a simple vista.

100pl /"_“‘N\‘/""_‘"*\/'_—"\‘/—-"'-\/""'“‘\‘

J U !

1115 1z 1764 1/1z28
4 4 4

100 pl 100 pt
plasma s. salina

Figura 9.

De igual forma se procede con los restantes antisueros, escogiendo
siempre para el estudio a hematies de reactividad baja.
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7. REACCION SEROLOGICA
DE AGLUTINACION

Julia Mas

n las técnicas de grupos sanguineos eritrocitarios las reacciones

mds importantes son las de aglutinacién. Los antigenos situados

en la membrana de los hematies reaccionan con los anticuerpos
y el resultado de la reaccién es la formacién de grumos de hematies o
aglutinados. Las determinaciones de antigenos hematicos y el estudio
de anticuerpos en sueros se basan principalmente en la aglutinacién de
los hematies, aunque en ocasiones la unién antigeno/anticuerpo que
activa la via clasica del sistema del complemento puede ser detectada
por una hemolisis «in vitro». Los anticuerpos de grupo sanguineo
esencialmente hemoliticos son: anti-A, anti-B, anti-Le?, anti-Vel y
anti-PP1pk.

La reaccién hemolitica «in vitro» debida a los anticuerpos de grupo
sanguineo se produce con poca frecuencia ya que la secuencia de la
activacién del complemento se interrumpe a partir del componente C3.

Un factor muy importante es el tipo de inmunoglobulina a que per-
tenecen los anticuerpos reaccionantes. Si los anticuerpos son del tipo
IgM la aglutinacién se produce directamente. Por su tamafio molecu-
lar y la distribucién de los lugares de reaccién con los antigenos, pue-
den unirse ficilmente con varios hematies y producir su aglutinacion
(Figs. 10 y 11).

La sensibilizacién de hematies por anticuerpos de tipo IgG no puede
producir aglutinacién. La molécula de IgG es demasiado pequefia para
unirse a més de un hematie a no ser que se introduzca algin artificio que
ya indicaremos (Figs. 12 y 13).
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Reaccion seroldgica de aglutinacion

E
k4

300 A

Figura 10. Esquema de la molécula IigM Figura 11. Hematies aglutinados por
una molécula de anticuerpo de tipo IgM

—————"150 :’-&-——-—-—-—D

||

Figura 13. Hematies sensibilizados por
Figura 12. Esquema de la molécula IgG moléculas de IgG
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Reaccion serologica de aglutinacion

La distancia que han de salvar los anticuerpos para producir aglutina-
cién es la que guardan entre si los hematies en suspensiéon en su propio
suero o plasma o en un medio salino isoténico, distancia que viene
impuesta por las fuerzas de repulsién existentes entre los hematies. La
teoria mds ampliamente aceptada para explicar este hecho es la del poten-
cial Zeta. ‘

La superficie de los hematies tiene cargas eléctricas negativas debidas a
los carboxilos del 4cido sidlico (NANA) de la membrana. Si los hematies
estdn en suspensién en un medio que contiene iones libres, los cationes
forman una envoltura de cargas positivas alrededor de aquéllos convir-
tiéndolos en particulas cargadas de electricidad del mismo signo que
experimentan una fuerza de repulsién entre ellas. Esta fuerza de repulsién
se denomina potencial Zeta y puede expresarse mediante la férmula

siguiente (Fig. 14):
c
Z= f( J
D4nu

POTENCIAL Z

Figura 14. Cdlculo del Potencial Zeta
O = carga eléctrica de los hematies
D = constante dieléctrica del medio

M = fuerza idnica del medio
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Reaccion serologica de aglutinacion

El potencial Zeta puede ser disminuido por el aumento de la constante
dieléctrica (D) mediante la adicién de sustancias macromoleculares (albi-
mina bovina, etc.); por la disminucion de las cargas negativas de los
hematies (6) mediante la accién de enzimas proteoliticas. Es decir, podre-
mos lograr la disminucién de la distancia entre los hematies favoreciendo
la sensibilizacién y aglutinacién de los mismos. En la Tabla IV se dan
como ejemplo diversos valores del potencial Zeta y su influencia sobre la
aglutinabilidad de los hematies.

-23 mV No hay aglutinacién

- 18 mV Critico para IgM

- 16 mV Solucién NaCl 0,15 M

- 10 mV Critico para IgG

- 7mV Aglutinacién no especifica

Tabla IV, Aglutinabilidad de los hematies en funcion del potencial Z

La base molecular de la unién de los antigenos con los anticuerpos la
constituyen multiples atracciones intermoleculares no covalentes, reversi-
bles:

Uniones hidréfobas con exclusién de moléculas de agua en las zonas de
interaccidn.

Puentes de hidrégeno (O-H-O, N-H-N, O-H-N).

Fuerzas de Van der Waals, resultantes de la interaccién entre nubes elec-
trénicas y uniones hidréfobas. Son fuerzas débiles pero la suma de las
mismas puede ser importante en las uniones antigeno/anticuerpo.

Fuerzas electrostiticas procedentes de la atraccién entre amino4cidos de
cargas opuestas.

La reaccién serolégica de aglutinacién de los hematies que constituye el
punto final de técnicas en las que intervienen antigenos hematicos y anti-
cuerpos de grupo sanguineo, estd influenciada por diversos factores que
deben tenerse en cuenta para obtener los mejores resultados en el labora-
torio y que a continuacion se exponen.
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Reaccidon seroldgica de aglutinacion

7.1 REACCION SEROLOGICA DE AGLUTINACION.

FACTORES QUE INFLUYEN SOBRE SUS DOS FASES

Fase de sensibilizacién
Unién de los anticuerpos con los antigenos de la membrana del hematie.

Temperatura 6ptima para cada sistema antigeno/anticuerpo.

pH entre 6,5 y 7.6.
Concentracién relativa del antigeno y del antlcuerpo (Fig. 15).

Fuerza i6nica del medio.
Tiempo de incubacién (Fig. 16).

9@(?
Y

Exceso de Ac
Protozona

Equivalencia

Exceso de Ag

v,
O

Periodo de equilibrio

Incubacién prolongada

Figura 15.
Reaccion de
aglutinacion

segiin la
concentracion
de antigeno y
anticuerpo

Figura 16.
Formacion del
complejo
antigeno-
anticuerpo en
Sfuncion del
tiempo
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Reaccién serolégica de aglutinacioén

Fase de aglutinacion

Se produce cuando los hematies estdn lo bastante pr6ximos para que una
molécula de anticuerpo pueda hacer de puente entre células adyacentes.

Potencial i6nico del medio. Potencial Zeta.

Temperatura. '

Densidad del antigeno.

Agrupacion y movilidad de los antigenos.

Caracteristicas del anticuerpo (clase de inmunoglobulina y su modifica-
cién quimica) (Fig. 17).

L]
150 A

Q
\; . / 250-300 A ;
E=5 SS
o~ SE—

Figura 17. Tratamiento quimico de una molécula de IgG.
Mediante reduccién de los puentes disulfuro que unen las dos cadenas L se consigue que la
molécula de IgG tenga mayor envergadura y pueda cubrir mds fdcilmente la distancia que
existe entre hematies adyacentes

Para potenciar las reacciones de aglutinacién y facilitar asi la lectura e
interpretacién de los resultados, se emplean diversos métodos, que pue-
den consistir simplemente en una centrifugacién, controlada en cuanto a
tiempo y velocidad, y/o en la adicién de soluciones de enzimas proteoli-
ticas, soluciones coloidales de compuestos macromoleculares, etc., y en
la aplicacién de la técnica de antiglobulina. La centrifugacién logra la for-
macién de grumos visibles en el momento de efectuar las lecturas y la adi-
cién de medios macromoleculares, de enzimas proteoliticas, y €l uso de
antiglobulina permiten detectar la sensibilizacién de los hematies por
anticuerpos de tipo IgG, que generalmente no producen aglutinacion.
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8. LA AUTOMATIZACION DEL
PROCESO EN MICROPLACA

Elena Franco

as técnicas en microplaca empezaron a realizarse de forma exclu-

sivamente manual, por las ventajas que ya se han detallado ante-

riormente (ahorro de tiempo de técnico, rapidez, ahorro de reacti-
vo y poco utillaje preciso). Dependiendo del volumen de trabajo y de las
posibilidades de los laboratorios, los procesos pueden ir automatizandose
de forma progresiva.

Desde hace ya unos afios la automatizacién en el laboratorio es una rea-
lidad.

El Banco de Sangre, aunque algo mds tardfamente también se ha ido
automatizando, inicidndose este proceso por las técnicas consideradas
mds engorrosas; que duda cabe que una de ellas es la determinacion del
grupo ABO.

Para todas las técnicas las muestras problema y reactivos pueden ser
dispensados por medio de pipeteadores-muestreadores automaticos, pro-
gramando mediante ordenador la localizacién que queramos dar a cada
muestra y reactivo en la microplaca. De forma igualmente automatica se
preparan las suspensiones de hematies. Los pipeteadores automaticos son
versétiles y programables para realizar distintas funciones tales como
diluir, distribuir, dispensar reactivos, etc.

La lectura también puede ser automatizada. Para las reacciones de
hemaglutinacién se utiliza una técnica fotométrica. Disponemos de dis-
tintos tipos de lectores en el mercado. Unos efectian una lectura del poci-
llo y varias periféricas; otros, realizan una lectura en forma de barrido de
todo el pocillo. La interpretacion del resultado depende de la grafica del
conjunto de lecturas efectuadas
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La automatizacién del proceso en microplaca

Para la correcta interpretacién de resultados de forma automética, es
mds critico que nunca conseguir un buen patrén de aglutinacién. Una
aglutinacién débil, pero perceptible a simple vista, puede no ser interpre-
tada por el lector. Por esta razén el conseguir los mejores aglutinados
mediante el uso de antisueros adecuados, de las suspensiones de hema-
ties correctas y de una adecuada agitacién final de la microplaca, es fun-
damental.

Gracias al uso de etiquetas con c6digo de barras podemos conseguir una
correcta identificacién de muestra y resultado. Estos resultados pueden
transferirse directamente al ordenador central; de esta forma, se archivan
grandes volimenes de informacién sin posible error al transcribir los
datos, hecho éste de gran importancia en transfusién.

El usuario tiene gran flexibilidad a la hora de disefiar el procedimiento
de ensayo a seguir y es libre para elegir los reactivos a emplear.

La automatizacién de todo el proceso descrito puede ser modular, adap-
tandose asi a las disponibilidades de Banco de Sangre con distintos volu-
menes de procesamiento. Es evidente que la relacién coste-beneficio, con
aplicacion de tecnologia de alto costo, se justifica para el procesamiento
de grandes volimenes. Sin embargo, la adopcién de un sistema modular
puede ser rentabilizado para diferentes situaciones intermedias.

A la hora de realizar un estudio de costo de la automatizacién del pro-
ceso es importante destacar el ahorro de tiempo de técnico y la seguridad
que proporciona al minimizar errores técnicos y de transcripcién de datos.

A continuacién se detalla la realizacion de las técnicas, tanto de forma
manual como automatizada.
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9. DETERMINA CION DEL
GRUPO ABO Y Rh
EN MICROPLACA

Elena Franco
Matilde Sedefio

MATERIAL
Técnica manual

— Muestra problema extraida en tubo con anticoagulante (EDTA-K).

— Antisueros: anti-A, anti-B, anti-AB, anti-D. Control anti-D, en dilucion
6ptima de trabajo.

— Albiimina al 3%, para la dilucién de los antisueros.

— Solucién salina para la dilucién de los hematies problema. También
puede utilizarse bromelina al 0,1% en salina. Los resultados son los
mismos.

— Hematies A, B y O, suspendidos al 2-4%, para la determinaci6n del
grupo Ss€rico.

— Microplacas con fondo en U de 96 pocillos.

— Pipetas de 0 a 10 lambdas.

— Pipetas de 10 a 100 lambdas.

— Pipetas repetidoras de 10 a 50 lambdas.

Técnica automatica

Ademas de las muestras y reactivos anteriormente descritos:

— Pipeteador-muestreador automatico.

— Lector de microplacas y programa que interprete los resultados.
— Etiquetas con c6digo de barras en las muestras problema.
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Determinacién del grupo ABO y Rh en microplaca

TECNICA MANUAL

Una vez centrifugados los tubos de muestra, proceder como sigue:

Grupo hematico

Dispensar 30 lambdas de solucién salina ayudados de una repetidora, en
los pocillos destinados a la determinacién del grupo hemitico; pocillos A,
B, C, D, E (Fig. 18).

Afiadir 1 lambda de concentrado de hematies problema en cada uno de
estos pocillos, de forma que en cada columna se estudie una muestra.

Con una pipeta repetidora afiadir 30 lambdas del antisuero correspon-
diente (anti-A en la fila A, anti-B en la fila B, anti-AB en la fila C, anti-D
en la fila D y control anti-D en la fila E).

Grupo sérico
Dispensar 50 lambdas de plasma o suero de la muestra, en los pocillos
destinados a la determinacién del grupo sérico, pocillos F, G, H (Fig.18).
Con una pipeta repetidora afiadir 30 lambdas de suspension de hema-
ties A en la fila F, 30 lambdas de suspension de hematies BenlafilaGy
30 lambdas de suspensién de hematies O en la fila H.
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Figura 18. Columnas 1 a 12: muestras. Filas A, B, C, D, E: suspensiones de hematies. Filas F,
G, H: suero o plasma.
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Determinacién del grupo ABO y Rh en microplaca

TECNICA AUTOMATICA

Colocar el rack de muestras, la solucién salina, los antisueros y las
microplacas en el pipeteador automatico.

Proceder a la dispensacion de las placas con el programa adecuado (ABO, Rh).

Una vez dispensadas las muestras de hematfes para grupo hematico y
suero para grupo sérico, seguir los pasos de centrifugado, etc. como en la
forma manual.

Centrifugar a 400 g durante 30 segundos.

Agitar hasta conseguir la resuspension del botén de hematies de los con-
troles (control anti-D y hematies O).

Proceder a la lectura de las placas, con lectores autométicos que puedan
pasar la informaci6n al ordenador central.

En el caso de que la lectura se haga visual, el procedimiento seria
semiautomatico (Fig. 19).

Figura 19. Ejemplo de resultados de la determinacion ABO (prueba hemdtica y sérica)
v Rh en microplaca.
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Determinacién del grupo ABO y Rh en microplaca

EJEMPLO DE RESULTADOS AUTOMATIZADOS

BANC DE SANG DE BALEARS

Anti-A  AntiB  Ani-AB  Anti-D ContolD HematA  HematB  HematO  Grupo

12336(1) + - + + - - + & A+
12337(2) - - - % = + " = 0-
12338(3) + + + - - - - - AB-
12335(4) - - - + - + + - O+
12340(5) + - + + = = + s A+
12341(6) + - + - - - + - A-
12342(7) + + + - - - - = AB-
12343(8) + - + + - - + = A+
12344(9) - - - + - + + - 0+
12345(10) + - + + - — + - A+
12346(11) - - - + ~ + + = 0+
12347(12) - + + - - + - - B-
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10. PRUEBA DV EN
MICROPLACA

Matilde Sederio
Elena Franco

MATERIAL
Técnica Manual

— Muestras problemas extraidas en tubo con anticoagulante.

— Suero anti-D en dilucién 6ptima de trabajo.

— Control de Rh a la misma dilucién.

— Suero antiglobulina diluido a .

— Solucién de lavado: solucién salina fisioldgica.

— Hematies sensibilizados con IgG como control antiglobulina.
— Incubador a 37°C.

— Hematies D" positivo como control.

— Placa de microtitulacién con pocillos en U.

— Pipetas para 20 lambdas y repetidores de 25 a 200 lambdas.

Técnica Automatica:

Ademas de las muestras y reactivos anteriormente descritos:
— Pipeteador-muestreador automatico.
— Lector de microplacas y programa que interprete los resultados.
— Etiquetas con c6digo de barras en las muestras problema.

TECNICA MANUAL

Se necesita una microplaca para preparar la dilucién y otra para la rea-
lizacién de la técnica.
1. Dispensar 100 lambdas de suero fisiolégico en el pocillo 1; y 100
lambdas en el 2, en la microplaca de dilucion.
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Prueba D* en microplaca

B2

Afiadir 20 lambdas de hematies problema en el pocillo 1. De esta

dilucién, coger 20 lambdas y trapasarlas al pocillo 2.

De la dilucién obtenida en el pocillo 2 (2,7%), transferir 20 lambdas

al pocillo A y 20 lambdas al pocillo B, de la placa de trabajo.

Afiadir 20 lambdas de anti-D en el pocillo A.

Afiadir 20 lambdas de control Rh en el pocillo B (Fig. 20).

Incubar de 30 a 45 minutos a 37°C, tapando la microplaca.

Centrifugar 20 segundos a 800 g.

Decantar el sobrenadante.

. Agitar el botén de hematies.

0. Dispensar 200 lambdas de soluci6n salina en cada pocillo.

1. Centrifugar 40 segundos a 400 g y decantar. Repetir este proceso dos

veces maés.

12. Afiadir 25 lambdas de antiglobulina.

13. Centrifugar 30 segundos a 400 g.

14. Agitar suavemente hasta la resuspension de los hematies y observar
la presencia de aglutinacion.

Un resultado positivo en los pocillos de control Rh invalida la prueba.

W

B g AR B0 B 1O [

Prueba control antiglobulina

Afiadir 25 lambdas de hematies control antiglobulina, a los negativos y
comprobar el viraje hacia la positividad, después de centrifugar 10 segun-
dos a 400 g y agitar suavemente y leer.

TECNICA AUTOMATICA

La puesta en marcha de esta técnica aconseja trabajar en paralelo con el
método convencional hasta que el personal técnico esté convenientemen-
te entrenado y los resultados sean los esperados.

Dado el escaso volumen de D" que habitualmente se realiza, esta técni-
ca se hace de forma semiautomaética .

Los pasos 1y 2 de la técnica manual pueden automatizarse utilizando la
placa de dilucién de los grupos sanguineos ABO y Rh, que ha sido dis-
pensada por el pipeteador automético, y cuya dilucién es la 6ptima para
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Prueba D" en microplaca

-

la realizacién de esta técnica, ahorrdandonos asi tiempo en su preparacion.

6n se realiza de forma visual o automatica.
Para proceder a la lectura automética se precisa de un programa que inter-

prete los resultados de las muestras problema y de los controles (Fig. 21).

La interpretaci

microplaca
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11. FENOTIPO Rh EN
MICROPLACA

Elena Franco
Matilde Sederio

ara el fenotipado Rh en microplaca, ademds de todas las conside-
raciones técnicas generales necesarias, hay que tener en cuenta lo
siguiente:
e Tipo de antisuero empleado (viscosidad, si precisa o no incubaciodn,
segln las instrucciones del fabricante).
 Debe adoptarse un adecuado procedimiento de control. Ya que trabaja-
remos con antisueros de bajo nivel de proteinas, el control debe tener

similares caracteristicas. Habitualmente se usa albimina al 3%.

Es muy conveniente procesar una muestra conocida; por ejemplo, de
panel (habitualmente R1 R2) como control.

Siguiendo lo que ya se ha explicado en las generalidades, la concentra-
cién de las suspensiones de hematies y las revoluciones de centrifugacion
variaran segun el tipo de microplacas utilizadas.

Cada laboratorio debe estandarizar la técnica que emplee, tras realizar
las pruebas necesarias hasta conseguir los mejores resultados.

MATERIAL

— Muestra problema extraida en tubo con anticoagulante (EDTA-K).

— Antisueros (salinos, quimicamente modificados o monoclonales. En el
caso de utilizar albuminosos, deben ser siempre diluidos). La dilucién
de los antisueros se hace con albimina al 3% hasta la dilucién de tra-
bajo escogida para cada uno de ellos.

— Solucién salina.

— Microplacas en U o en V igual a las empleadas para determinar el grupo
ABO.
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Fenotipo Rh en microplaca

— Pipetas de 25 y 10 lambdas.
— Centrifuga para microplacas.
— Agitador de microplacas.

— Visor.

TECNICA

Distribuir los antisueros y las muestras problema, siguiendo el siguien-
te esquema: (Fig. 22).

>
.
v

T Q = m U 0 w »

De esta forma podremos hacer 12 determinaciones por cada microplaca.

11.1. MICROPLACAS EN U

1. Dispensar 10 lambdas de reactivo diluido en los pocillos de las filas
correspondientes, asi como la misma cantidad de albimina al 3% como

control.
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Fenotipo Rh en microplaca

2. Dispensar 500 lambdas de solucién salina en una serie de tubos.

Afiadir a cada uno de ellos, 25 lambdas de los hematies de las muestras
a estudiar y de una muestra conocida, generalmente R1R2 como control
(Fig. 23).

Figura 23. Resultados del fenotipo Rh en microplaca con fondo en U.
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Fenotipo Rh en microplaca

De esta mezcla, transferiremos 10 lambdas en los 6 pocillos de la fila
correspondiente.

Tapar la microplaca. Mezclar e incubar 30 minutos a 37°C.

Centrifugar aproximadamente a 400 g durante 40 segundos.

Agitar y leer.

Interpretacion

Aglutinacién: resultado positivo.

11.2. MICROPLACAS EN V

Dispensar 10 lambdas de reactivos en los pocillos correspondientes.

En una serie de tubos dispensar 500 lambdas de Tween 20 al 2,2% y
afiadir 7 lambdas de concentrado de hematies problema.

De esta mezcla, transferir 10 lambdas en los 6 pocillos de la fila corres-
pondiente.

Tapar la microplaca, mezclar e incubar 30 minutos a 37°C.

Centrifugar a 900 g durante 10 segundos.

Colocar la microplaca de modo que forme una angulacién con la hori-
zontal de 60-70° sobre un visor con luz posterior, durante unos 5 minutos.

Leer en esta posicion.

Interpretacion

La reaccién negativa provoca un descenso de los hematies en forma de
l4grima al resbalar por el pocillo.

La reaccién positiva da imagen de un aglutinado puntiforme en el fondo
del pocillo.

Este aglutinado puede también caer, dando un patron de positividad
ligeramente distinto, pero en cualquier caso totalmente diferenciado a la
imagen de ldgrima del resultado negativo (Fig. 24).
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Fenotipo Rh en microplaca

Figura 24. Resultado del fenotipo Rh en microplaca con fondo en V.
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12. DETECCION DE
ANTICUERPOS
IRREGULARES EN
MICROPLACA

Elena Franco
Matilde Sederio

sta técnica suele realizarse con microplacas con pocillos en U por-

que la apreciacion del grado de aglutinacién es més fécil, tanto

para la lectura manual como automdtica. Al ser algo mayor la
capacidad de los pocillos en U, reduce el peligro de contaminacién poci-
llo a pocillo durante los lavados.

Cada laboratorio estandarizard convenientemente la técnica (volime-
nes, suspensiones de hematies, velocidad de centrifugacion, dilucién de
antiglobulina). Especial importancia adquiere la agitacion final para con-
seguir una resuspension del botén célular.

Una agitacion excesiva o escasa puede desvirtuar la lectura de una aglu-
tinacién débil.

La puesta en marcha de esta técnica aconseja trabajar en paralelo con un
método convencional, hasta que el personal técnico esté conveniente-
mente entrenado y los resultados sean los esperados. Muestras positivas y
sus respectivas diluciones deben ser estudiadas por micrométodo para
asegurar la sensibilidad de la técnica.

En la rutina diaria siempre es conveniente trabajar con un control posi-
tivo débil junto a las muestras problema.

Después de la interpretacion de los resultados, el control con hematies
sensibilizados IgG puede hacerse a todos los negativos, o a unas determi-
nadas muestras por serie, y observar el viraje a la positividad.
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Deteccién de anticuerpos irregulares en microplaca

MATERIAL
Técnica manual

— Suero problema.

— Suspensién de hematies reactivos al 3%.

— Solucién salina.

— LISS.

— Antiglobulina poliespecifica.

— Control antiglobulina (hematies sensibilizados IgG).
— Suero control positivo débil.

— Microplacas en U.

— Pipeta de 50 lambdas.

— Pipeta repetidora de 25 a 200 lambdas.

— Opcional, pipeta multicanal de 200 lambdas.
— Centrifuga para microplacas.

— Agitador de microplacas.

— Visor con espejo de aumento.

Técnica automatica

Ademis de todo el material arriba descrito para la técnica manual es
necesario:
— Pipeteador automaético.
— Lector de microplacas, programa que interprete los resultados.
— Etiquetas con c6digo de barras en las muestras problema.

TECNICA MANUAL

Emplear tantos dobles pocillos como muestras debemos procesar, mas
un control positivo en cada microplaca.
— Dispensar:
* 50 lambdas de suero en dos pocillos.
* 25 lambdas de hematies reactivos I 'y II.
e 50 lambdas de LISS en cada pocillo.
— Agitar.
— Incubar 10 minutos a 37°C con la microplaca tapada.
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Deteccién de anticuerpos irregulares en microplaca

— Centrifugar a 400 g durante 40 segundos.
— Decantar el sobrenadante con un movimiento rédpido de muiieca.
— Secar los bordes de la microplaca.

— Agitar el botén de hematies.

— Dispensar con una pipeta, repetidora o multicanal, 200 lambdas de solu-

ci6n salina.

— Volver a centrifugar a 400 g durante 40 segundos y repetir el proceso.
— En total deben hacerse 3 lavados.
— Despué€s de decantar el tltimo sobrenadante (tras el tercer lavado), agi-

tar el boton.

Prueba control antiglobulina

— Anadir 50 lambdas de antiglobulina diluida a 1/2.
— Centrifugar a 400 g durante 10 segundos.

— Agitar y leer.

— Una vez leido el resultado afiadir, a los negativos, 50 lambdas de hema-
ties sensibilizados IgG (control antiglobulina), y observar la positividad

de la prueba, tras haber centrifugado 10 segundos a 400 g (Fig. 25).
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Figura 25.
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Deteccion de anticuerpos irregulares en microplaca

TECNICA AUTOMATICA

Colocar el rack de muestras, microplacas, hematies reactivos y LISS en
el pipeteador automaético.

Los hematies reactivos, el LISS y la antiglobulina pueden dispensarse
con el pipeteador automético; no obstante el laboratorio puede optar por
hacer estos pasos tal como se describe en la técnica manual

Hay dificultad para que un lavador de microplacas no pierda hematies
durante el proceso. Por esta razén, se opta por realizar los lavados con la
ayuda de pipetas multicanales, tal y como describimos en el procedi-
miento manual.

La lectura se realiza mediante un lector de microplacas y se interpreta
con el programa correspondiente.

La deteccién de anticuerpos irregulares clinicamente significativos, uti-
lizando polietilenglicol en solucién de baja fuerza iénica como potencia-
dor de la interaccién eritrocitaria antigeno-anticuerpo, se realiza siguien-
do la misma técnica anteriormente descrita, sustituyendo la adicién de
LISS por polietilenglicol (PEG).

La agregacion inespecifica que provoca el polietilenglicol hace que la
lectura se base exclusivamente en la fase antiglobulina, no detectdndose
en general anticuerpos de tipo IgM.

Se recomienda en este caso el empleo de antiglobulina IgG (monoespe-
cifica), para evitar reacciones inespecificas debidas a autoanticuerpos que
fijan la fraccién 3 del complemento (C3).

Existen en el mercado unas microplacas que llevan fijada la antiglobu-
lina en las paredes del pocillo (antiglobulina en fase s6lida) y otras, que
llevan fijados los antigenos heméticos. Las reacciones positivas por la
unién del antigeno con el anticuerpo especifico se muestran por la adhe-
rencia de los hematies sensibilizados sobre las paredes del pocillo for-
mando un tapiz homogéneo y las reacciones negativas producen botones
en el fondo del pocillo (Figs. 26ay 26b).
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Deteccidn de anticuerpos irregulares en microplaca

Figura 26a y b. Resultado de la deteccién de anticuerpos irregulares en microplaca.
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13. DETECCION DE
ANTICUERPOS
ANTILUETICOS (R.PR. Y
TPHA) EN MICROPLACA

Matilde Sedefio
Elena Franco

cidn, de las técnicas de inmunohematologia de banco de sangre en

microplaca, hemos decidido incluir este capitulo por la agilidad y
fiabilidad que proporciona al laboratorio que ya trabaja con microplacas, la
deteccién de los anticuerpos antiluéticos también con esta metodologia

ﬁ unque el objetivo de este Manual es la descripcién, para su realiza-

R.PR.
Material

— Microplaca rigida con pocillos de fondo plano.

— Reactivo: suspensi6n coloidal cardiolipidica en frasco dispensador.
— Control positivo.

— Agitador de microplacas.

— Pipetas para 5-50 lambdas.

Técnica
— Dispensar 25 lambdas de suero o plasma problema en cada pocillo més

un control positivo
— La dispensacién de muestras y reactivos puede realizarse mediante

cualquier dispensador automaético.
— Afiadir con el dispensador 1 gota (12 lambdas) de reactivo.

— Mezclar.
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Deteccion de anticuerpos antiluéticos (RPR y TPHA) en microplaca

— Agitar durante 10 minutos.
— Leer visualmente.

Interpretacion del resultado

Segiin el reactivo utilizado, en general la positividad muestra una ima-
gen més o menos importante de punteado por aglutinados (Fig. 27).

Figura 27. Resultado de la deteccién de anticuerpos antiluéticos (R.P.R.) en microplaca.

TPHA
Material

— Microplacas con fondo en U.

— Antigeno Reactivo: hematies sensibilizados.
— Reactivo Control: hematies no sensibilizados.
— Diluyente de las muestras (tampén fosfato).
— Control Positivo.
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Deteccion de anticuerpos antiluéticos (RPR y TPHA) en microplaca

— Control Negativo.

— Pipeteador automatico.

— Agitador de microplacas.

— Programa para interpretar la lectura de las microplacas.

Técnica

— Mediante el programa adecuado del pipeteador se procede a la dispen-
sacion de muestras, diluciones y reactivos.

— Agitar.

— Incubar 1 hora a temperatura ambiente.

— Leer con lector de microplacas y programa que interprete las lecturas.

Interpretacion del resultado

Un resultado positivo da una imagen de células indicadoras (hematies
sensibilizados) sobre toda la superficie del pocillo, formando una capa
homogénea.

Un resultado negativo da una imagen de un bot6n de células indicado-
ras (hematies sensibilizados) en el centro del pocillo. No se aprecian célu-
las rodeando al botén central.

La lectura también puede ser automatizada, se requiere un lector capaz
de llevar a cabo lecturas en puntos multiples del mismo pocillo y un pro-
grama informaético que interprete los resultados (Fig. 28).

Figura 28. Esquema de
los resultados negativo y
- 5 . , positivo de la técnica

S — - - : TPHA.
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14. TIPIFICACION DE
ANTIGENOS
ERITROCITARIOS CON
POLYBRENE. TECNICA EN
MICROPLACA

Neus Boto
Sergi Esrich

cuaternario que aglutina los hematies, de forma no especifica, al
neutralizar la carga negativa de éstos.

La sensibilizacién de los hematies es realizada en un medio de baja fuer-
za i6nica (LIM).

El Polybrene produce aglutinacién no especifica de los hematies, lo que
causa estrecha aproximacién de éstos y, consecuentemente, permite la
formacién de puentes de moléculas de anticuerpo.

Para garantizar la aglutinacién inespecifica del Polybrene es fundamen-
tal la adicién de los reactivos como se describe en la técnica. No debe ana-
dirse nunca el Polybrene antes del LIM.

La aglutinacién no especifica de los hematies causada por el Polybrene
es dispersada por la adicién del citrato sédico. Se reconoce la presencia
de antigenos eritrocitarios por la persistencia de aglutinacion una vez neu-
tralizado el efecto del Polybrene.

Los distintos lotes de Polybrene presentan diferencias que pueden cau-
sar variaciones en la prueba. Para evitar tales problemas es necesario
estandarizar cada lote de Polybrene. Ademds debe existir un balance entre
la concentracién de Polybrene y su antagonista, el citrato sédico.

E 1 Polybrene (hexadimethrine bromide) es un polimero de amonio
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Tipificacion de antigenos eritrocitarios con Polybrene. Técnica en microplaca

Una vez preparada la solucién de trabajo de Polybrene debe conservar-
se a temperatura ambiente en un envase de plastico, ya que el vidrio lo
inactiva. En estas condiciones mantiene su actividad durante, aproxima-
damente, un mes. El resto de los reactivos a utilizar pueden conservarse
hasta un mes a 4°C. Debe dejarse que alcancen la temperatura ambiente
antes de usarlos.

REACTIVOS
1. Antisueros

Cualquier antisuero, sea comercial o no, debe ser probado y estandari-
zado antes de su utilizacién en Polybrene, pues no todos los antisueros
son aptos, ya sea porque:

 Produzcan poliaglutinabilidad.

e Detecten algiin otro anticuerpo asociado que en tubo, o en la técnica
aconsejada por el fabricante, no se detecte.

e No sean reactivos.

Seleccion de antisueros

El antisuero a estudiar debe enfrentarse, en esta técnica, a un panel
eritrocitario para comprobar que las reacciones de aglutinacién obser-
vadas corresponden al anticuerpo presente en el reactivo que estd en
estudio.

Una vez comprobada la especificidad, se debe establecer la dilucion
mas elevada (1/2,1/4,1/8, etc., en suero AB al 5%.) en la que todavia
muestra aglutinaciones claras con hematies portadores de la expresion
més débil del correspondiente antigeno (heterocigotos). Esta serd la
dilucién que se utilizaré posteriormente en la tipificacion (dilucion de
trabajo). Este punto es muy importante, ya que la sensibilidad del
Polybrene permite obtener unos resultados fiables con reactivos dilui-
dos, lo que supone un notable ahorro de unos reactivos muchas veces
escasos y unos costes inferiores con respecto a las técnicas habituales
en tubo.
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Tipificacion de antigenos eritrocitarios con Polybrene. Técnica en microplaca

2. Hematies

Lo mas frescos posible o, como minimo, de una antigiiedad no superior
a 15 dias, los extraidos sobre CPD y a 3 dias, los recogidos sobre EDTA.

En suspension salina (ClNa 0,9%) al 2%, tanto los hematies a fenotipar,
como los hematies control positivo y negativo.

3. Solucién de Polybrene (Hexadimethrine Bromide- Sigma (H9268)

e Solucion stock: Polybrene al 10% en CINa 0,9%.
* Solucion de trabajo: Polybrene al 0,025-0,050% en CINa 0,9%.

4. LIM
* Glucosa al 5%: 5 g de dextrosa en 100 ml de agua destilada.
* EDTA-Na, - 2H,0 (TITRIPLEX®).
— Diluir 0,22 g de EDTA Na, - 2H,0 en 100 ml de glucosa al 5%.

5. Solucion de resuspension

* Disolver 3,53 g de citrato trisédico (Na;CcHsO, - 2H,0) y 2 g de dex-
trosa en 100 ml de agua destilada.

6. Suero AB

Carente de anticuerpos eritrocitarios, para control negativo de las reac-
ciones positivas que se produzcan.

MATERIAL

— Microtubos (1 ml)

— Gradillas microtubo

— Cubetas de reactivos

— Microplacas en U

— 2 pipetas multicanal (12 puntas) graduables: de 0 a 50 pl y de 50 a 250 pl.
— Cronémetro

— Centrifuga con cabezal para microplacas (Fig. 29).
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Tipificacion de antigenos eritrocitarios con Polybrene. Técnica en microplaca

Hematies
Hematies problema fenotipado Control

R

IR 2R
1 2

Figura 29.
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TECNICA

— Dispensar 20 pl de suero AB en fila B.

— Dispensar 20 i de antisuero en fila A.

— Dispensar 20 l de LIM en filas A y B (empezando por B para evitar
una posible contaminacién).

— Incubar 1 minuto a temperatura ambiente.

— Afiadir 20 pl de Polybrene (0,025-0,050%) en filas A 'y B.

— Incubar 15-30 segundos.

— Centrifugar 1 minuto a 200-260 g.

— Decantar sobrenadante (dando un golpe seco con la muiieca).

— Anadir 20 pl de solucién de resuspension en filas Ay B.

— Proceder de modo similar en las demas filas de la placa.

LECTURA E INTERPRETACION

Se hace inmediatamente después de la adicién de la solucién de resuspen-
sién, agitando hasta que los hematies con suero AB estén bien resuspendidos.

La completa resuspension de los hematies al cabo de unos segundos se
interpreta como resultado negativo.

La persistencia de aglutinados se interpreta como resultado positivo.
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15. INVESTIGACION DE LOS
ANTICUERPOS
ANTIPLAQUETARIOS EN
MICROPLACA POR
TECNICA DE
INMUNOFLUORESCENCIA

Eduardo Muriiz

paraformaldehido (PFA), descrita por Von dem Borne en 1980,
estd basada en el principio de la «antiglobulina» que permite
demostrar la presencia de anticuerpos antiplaquetarios con la ayuda de un
segundo anticuerpo (inmunoglobulina antihumana) marcado, en este
caso, con fluoresceina. El tratamiento de las plaquetas con PFA actua blo-
queando el receptor plaquetar para el fragmento Fc de las inmunoglobu-
linas IgG impidiendo, por tanto, la fijacion inespecifica de inmunoglobu-
linas IgG, de agregados, o de complejos inmunes. Ademas, tiene la pro-
piedad de inhibir la agregacién plaquetar favoreciendo la manipulacién de
las plaquetas, de expulsar la IgG intraplaquetar que podria interferir en la
evaluacién de los resultados, y de producir un aumento del tamafio de la
plaqueta que la hace més visible en el microscopio.
La técnica consta de las siguientes etapas:
— Prueba directa. Con ella se valora la presencia de inmunoglobulinas
fijadas a las plaquetas del paciente con la ayuda de la antiglobulina,
polivalente o monoespecifica, marcada con fluoresceina.

l a técnica de inmunofluorescencia para plaquetas tratadas con
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Investigacion de los anticuerpos antiplaquetarios en microplaca por técnica de inmunofluorescencia

— Elucién. Permite confirmar que las inmunoglobulinas detectadas en la
prueba directa son verdaderos autoanticuerpos. En este caso el eluido
debe de ser reactivo con unas plaquetas control a las que es enfrentado.
La elucién se efectda por diferentes procedimientos, si bien, los mds
frecuentemente utilizados son el método de éter y el del cloroformotri-
cloroetileno.

— Prueba indirecta. Se emplea para el estudio del eluido y para valorar si
existe, ademads, anticuerpo libre en el suero del paciente.

A diferencia de otros ensayos, con la técnica de inmunofluorescencia es
posible precisar si otras inmunoglobulinas distintas de la IgG estdn impli-
cadas en la citopenia (IgM y/o IgA), asi como las subclases de IgG, y la
posible participacién del complemento. Ademds, se trata de la tnica téc-
nica de las basadas en el principio de la antiglobulina que consta de un
control verdaderamente negativo, un suero AB procedente de un varén no
transfundido. Las plaquetas empleadas como control normal deben ser
ABO compatibles con el paciente. Como control positivo, que marca el
correcto desarrollo de la técnica, suele emplearse un anticuerpo HLA plu-
riespecifico, es decir con la capacidad potencial de reaccionar con cual-
quier plaqueta utilizada como control.

La sencillez y fécil reproducibilidad de esta técnica motivaron que el
Comité de Expertos en Estandarizacién de la Sociedad Internacional de
Transfusién la considerara en Munich, en 1984, la técnica de eleccion
para la investigacion rutinaria de los anticuerpos antiplaquetarios.

Los resultados pueden valorarse de forma semicuantitativa por Mmicros-
copia de fluorescencia o bien, de forma totalmente cuantificable, median-
te un citofluorémetro. En el primer caso, se utiliza una escala en la que
los resultados positivos pueden oscilar entre €l positivo débil (+), y +, ++,
+++, ++++. Se acepta el estudio como positivo cuando la prueba directa
y el eluido son positivos. La presencia de autoanticuerpos libres en el
suero es un dato complementario, pero que no tiene valor diagndstico s
no se cumple el requisito anterior.

Cuando la prueba directa es positiva y el eluido es negativo, puede
deberse a una fijacién inespecifica de inmunoglobulinas o de complejos
inmunes, pero también deben de excluirse otras posibilidades: anticuer-
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Investigacion de los anticuerpos antiplaquetarios en microplaca por técnica de inmunofluorescencia

pos de baja afinidad que se pierden durante el proceso de elucién, insufi-
ciente nimero de plaquetas en el paciente para conseguir una concentra-
cién de eluido suficiente, etc. En algunos casos, el empleo de una técnica
de elucién distinta a la inicialmente empleada (elucién en 4cida o en éter-
4cida), 1a concentracién del eluido obtenido o, simplemente, esperar a que
el paciente presente un nivel de plaquetas mads aceptable, son medidas que
permiten clarificar el diagndstico. En los pacientes con menos de 20 x
109/1 plaquetas no es factible realizar el estudio, por lo que se recomien-
da esperar hasta que se rebase esta cifra. La instauracién de tratamiento
con esteroides no enmascara, en general, el resultado, cuando no se han
sobrepasado los 15 dias desde su inicio.

La cantidad de sangre del paciente necesaria para efectuar esta técnica
depende de la cifra de plaquetas que éste presente. Los criterios utilizados
para determinar esta cantidad se sumarizan en la Tabla V.

Contaje de plaquetas N.° de tubos con EDTA-Na,
NINOS > 4 ANOS:

25.000-45.000/mm3 56 mas (45 ml)
50.000-65.000/mm?> 4 (36 ml)
70.000-90.000/mm3 3 (36 ml)
Mis de 90.000/mm? 2 (18 ml)
NINOS < 4 ANOS 2 tubos (18 ml)
ADULTOS:

30.000-40.000/mm?> 10 (90 ml)
50.000-60.000/mm?> 8 (72 ml)
60.000-80.000/mm?> 6 (54 ml)
80.000-95.000/mm?> 4 (36 ml)
Mis de 95.000/mm?> 2 (18 ml)

Ademads se extraerdn 2 tubos (18 ml) de un testigo sano (ABO compatible con el
paciente).

Tabla V. Protocolo de extracciones para la realizacion del estudio de
las trombocitopenias autoinmunes
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Investigacién de los anticuerpos antiplaquetarios en microplaca por técnica de inmunofluorescencia

En 1986 se describié una modificacién de esta técnica para su utiliza-
ci6én en placa de microtitulacién que ha supuesto un acortamiento notable
del tiempo requerido para la realizacién de la misma, un ahorro de la can-
tidad de reactivos necesarios y la posibilidad de efectuar un mayor nime-
ro de estudios por la facilidad de manejo de las muestras. Estas ventajas
la convierten en el método de eleccion para la investigacién rutinaria de
anticuerpos antiplaquetarios.

El proceso de aislamiento de las plaquetas a partir de sangre total anti-
coagulada en EDTA-Na, es el mismo que se sigue con la técnica original
para la obtencién de la suspension de trabajo, tal como se describe a con-
tinuacion.

En la Figura 30 se muestra el esquema a seguir, en el caso del estu-
dio de una trombocitopenia de supuesto mecanismo autoinmune, para
la dispensacién de las muestras en los pocillos de la placa de microti-
tulacion.

INDIRECTO
DIRECTO Suero Eluido C4 C—

Ig IgG IgM IgA Ig | Ig IgG IgM IgA
1 2 3 415 61!7 8 9 10/11 12

omoQ Tm Mmoo YN W

Figura 30. Esquema de trabajo en el estudio de trombocitopenias autoinmunes
con la técnica de microplaca
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Investigacién de los anticuerpos antiplaquetarios en microplaca por técnica de inmunofluorescencia

REACTIVOS

1. PBS (liofilizado comercial) o:
- 8,2 g CINa.

- 1,6 g PO,HNa, - 2H,0.

-0,2 g PO,H,Na - 2H,0.

— Hasta 1.000 ml de agua destilada.

2. EDTA-Na, al 5%
5 g de EDTA-Na, hasta 100 ml de PBS.

3. PARAFORMALDEHIDO (PFA)

e Solucién madre al 4%:

— 4 g de PFA hasta 100 ml de PBS.

— Calentar a 75°C durante 5-10 minutos.

— Afiadir NaOH 1M hasta que la solucidn sea transparente.
— Dejar una hora a 4°C.

— Filtrar con filtro Millipore.

_ Guardar en una botella estéril y cubierta con aluminio.

— Ajustar el pH a 7,3 con CIH 1IN.

— Guardar a 4°C.

* Solucién de trabajo al 1%:
_ 1 volumen de PFA al 4% + 3 volimenes de PBS.

— Comprobar el pH.

4. PBS-EDTA

— 8,186 g ClNa.

—3,35016 g EDTA-Na,.

- 4,6968 g PO,HNa, - 2H,0.

Afiadir agua destilada hasta 1.000 ml

5. PBS-EDTA BSA
— Afiadir 5 ml de albimina bovina al 20% a 1.000 ml de PBS-EDTA.
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6. GLICEROL-PBS

— 3 voliimenes de glicerol y
— 1 volumen de PBS.

7. PBS-BSA al 0,2%
5 ml de albimina bovina al 20% mds 495 ml de PBS.

8. ANTIGLOBULINA LIOFILIZADA

— Seguir las indicaciones del fabricante.

_ Habitualmente un vial se reconstituye con 1 ml de agua destilada.
_ Una vez reconstituido el vial, centrifugar 10 minutos a 1.900 g.

— Separar el sobrenadante y guardarlo en alicuotas a -20°C.

TECNICA
I Preparacién de la suspensién de plaquetas y del eluido

— Centrifugar los tubos de sangre total 7 minutos a 300 g con el freno no
conectado y el termostato a 22°C para la obtencién de un plasma rico
en plaquetas (PRP).

— Traspasar el PRP a otro tubo de cristal y centrifugar, nuevamente,
7 minutos a 2.000 g, con el freno conectado y a 22°C.

— Aspirar el plasma pobre en plaquetas (PPP) sobrenadante.

— Lavar 3 veces el botén de plaquetas en solucion PBS-EDTA-BSAYy cen-
trifugar tras cada lavado, 7 minutos a 2.000 g, freno conectado y a 22°C.
Para los lavados es recomendable afiadir al botén plaquetar 1 ml de
solucién de lavado, resuspender las plaquetas con una pipeta Pasteur
hasta la total disolucién de los agregados y completar el llenado del
tubo con la misma solucién.

— Después del tltimo lavado, separar los tubos con las plaquetas del
paciente en dos mitades: una para la obtencién del eluido y la otra para
el tratamiento con PFA y la posterior preparacién de la suspensién de
trabajo.

_ Afiadir 2 ml de soluci6én de PFA al 1%, resuspender las plaquetas en esta
solucién y dejar reposar durante unos cinco minutos.
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_ Lavar 2 veces en solucién PBS-EDTA-BSA y centrifugar 7 minutos a
2.000 g con el freno conectado y a 22°C.

— Aspirar el sobrenadante del dltimo lavado y preparar la suspensién de
trabajo afiadiendo PBS-EDTA-BSA hasta que empiece 2 visualizarse la
pipeta Pasteur a través de la suspensi6n. La concentracién de plaquetas
final que se pretende es de 3 x 103/ml.

II. Elucién

a) Elucion por éter

_ Resuspender el botén de plaquetas destinado a elucién en una solu-
cién de PBS-BSA 0,2%, hasta que comience a visualizarse la punta de
la pipeta Pasteur.

— Afiadir 2 volimenes de éter y tapar el tubo.

— Agitar vigorosamente durante 2 minutos.

_ Incubar la mezcla durante 30 minutos a 37°C, manteniendo el tapén y
agitando regularmente.
— Centrifugar el eluido 10 minutos a 2.000 g. Se formarén tres capas,
que corresponden de arriba a abajo al éter, los estromas y el eluido.
— Recoger el eluido con una pipeta Pasteur atravesando, cuidadosamen-
te, las capas de éter y de estromas.

_ Centrifugar el eluido, nuevamente, 10 minutos a 2.000 g y traspasar-
lo a continuacién a un tubo limpio.

_ Si el eluido no se emplea en el mismo dia, es posible conservarlo a

— 20°C hasta su utilizacion.

b) Elucién por el método de cloroformo-tricloroetileno

— Resuspender el botén de plaquetas en solucién PBS-BSA al 0,2%
hasta que comience a visualizarse la punta de la pipeta Pasteur.

— Afiadir un volumen igual de una mezcla de cloroformo-tricloroetile-
no, que debe de prepararse al dia.

— Agitar vigorosamente durante 2 minutos.

_ Incubar durante 10 minutos a 37°C, agitando regularmente.

— Centrifugar 10 minutos a 3.400 g. La capa superior corresponde al
eluido, que deberemos de recoger y traspasar a un tubo limpio.
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II1. Prueba indirecta

— Dispensar 20 pl de suero y eluido del paciente, y de los sueros control
positivo y negativo en los pocillos correspondientes, tal como se indica
en la Figura 30. |

— Dispensar 20 pl de la suspensién de plaquetas del paciente y del testigo
sano, y mezclar.

— Incubar 30 minutos a temperatura ambiente.

—Lavar 3 veces en la solucién de lavado PBS-EDTA-BSA y centrifugar
la microplaca en su adaptador durante 3 minutos a razén de 300 g, con
el freno conectado. Tras cada lavado, eliminar el sobrenadante por
decantacién y secar la superficie de la microplaca en celulosa.
Resuspender el bot6n de plaquetas en el ciclomixer.

— Tras el tltimo lavado desechar el sobrenadante y afiadir 20 pl de anti-
globulina humana marcada con fluoresceina. Mezclar.

— Incubar 30 minutos a temperatura ambiente y a oscuras.

_ Lavar 2 veces mas, tal como se ha explicado anteriormente.

_ Desechar el sobrenadante del dltimo lavado y afiadir 20 pl de la solu-
cién glicerol-PBS (3:1). Mezclar.

— Traspasar el contenido de cada pocillo a un porta y cubrirlo con un
cubre de 24 x 24. Mantener a 4°C todos los portas, protegidos de la luz
hasta el momento de la lectura (minimo 30 minutos).

IV. Prueba directa

— Dispensar en los pocillos correspondientes 20 ul de la suspensién de
plaquetas del paciente y del testigo.

— Centrifugar la microplaca 3 minutos a 300 g. Decantar para eliminar el
sobrenadante y secar la superficie con celulosa. Resuspender con cui-
dado el botén de plaquetas en el ciclomixer.

_ Afiadir 20 pl de la antiglobulina marcada con fluoresceina (polivalente
y monoespecificas) al pocillo correspondiente.

— Incubar 30 minutos a temperatura ambiente y a oscuras.

_ Lavar 3 veces con 150 pl de la solucién de lavado PBS-EDTA-BSA'y
centrifugar 3 minutos a 300 g. Eliminar el sobrenadante por decantacion
y resuspender los botones de plaquetas.
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— Tras el dltimo lavado, resuspender el botdn y afiadir 20 ul de glicerol-
PBS.

— Traspasar el contenido de cada pocillo a un porta y cubrir (cubre 24 x
24). Mantener los portas a 4°C, protegidos de la luz, hasta el momento
de la lectura (minimo 30 minutos).

— La lectura en microscopio de fluorescencia es recomendable efectuaria
utilizando un objetivo de inmersién en agua (x 50).

NOTA: La dispensacién de las muestras para la prueba directa se efec-
tda intercalando las mismas tras la primera incubacién de la prueba indi-
recta, antes de la centrifugacién que sigue al tercer lavado.

V. Control de las antiglobulinas

Realizar un test de inmunofluorescencia indirecto con un suero AB de
var6n no transfundido y un suero testigo positivo (anti-HLA o especifico
de plaquetas), con varias diluciones de la antiglobulina en PBS.

Escoger aquella dilucién en la que los resultados con el suero AB sean
negativos y el maximo positivos con el suero testigo positivo.

15.1. INVESTIGACION DE ANTICUERPOS
ANTI-PLAQUETARIOS EN FASE SOLIDA

En los ultimos afios han sido comercializadas una serie de técnicas para
la investigacién de anticuerpos antiplaquetarios que utilizan como sopor-
te microplacas. Entre estas técnicas se pueden citar las siguientes:

CAPTURE-P (Immucor). Se trata de un sistema en fase solida basado
en los métodos originalmente descritos por Rachel et al (Med Lab Sci
1985; 42:194) y Shibata et al (Vox Sang 1981; 41:25). Las plaquetas del
paciente o del donante son dispensadas y fijadas en el fondo de los poci-
llos correspondientes y, posteriormente, se incuban con el suero en estu-
dio. Para valorar la presencia de los anticuerpos antiplaquetarios se
emplean en la fase final unos hematies indicadores recubiertos de IgG que
reaccionan de manera distinta segin estén 0 no presentes estos anticuer-
pos determinando, en cada caso, un patr6n de lectura caracteristico.
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PAKPLUS™ (GTI-Reactiva). Se trata de otro método en fase sélida
basado en los principios del enzimoinmunoensayo (ELISA). En este
caso, las microplacas ya llevan prefijado el antigeno (moléculas HLA de
clase I, glicoproteinas de membrana IIb/I1Ia, Ib/IX, Ia/Ila y IV). Tras la
incubacién antigeno-anticuerpo se utiliza una antiglobulina humana
marcada con fosfatasa y finalmente un substrato que producird la reac-
cion de color. La densidad 6ptica del color producido se valora con un
espectrofotémetro.

MASPAT (CLB-Menarini). Se trata también de una técnica en fase
s6lida. La microplaca lleva prefijado un anticuerpo antiplaquetario
monoclonal de ratén que inmoviliza a las plaquetas dispensadas poste-
riormente. Tras la dispensacion del suero en estudio, se afiade una anti-
globulina de raton anti-IgG humana y hematies sensibilizados. En el
caso de que el suero contenga anticuerpos antiplaquetarios (IgG), la
antiglobulina de ratén y los hematies sensibilizados se unirdn a éstos.
En caso contrario, los hematies sensibilizados formaran un botén en el
centro del pocillo.

En conjunto, las tres técnicas resultan muy eficaces para la deteccién
de aloanticuerpos antiplaquetarios (HLA de clase I y especificos de
plaquetas), y una de sus indicaciones principales es la bisqueda de
donantes de plaquetas compatibles (prueba cruzada plaquetaria) en los
pacientes que desarrollan refractariedad inmune a las transfusiones de
plaquetas. Sin embargo, no resultan suficientes para la investigacion de
autoanticuerpos plaquetarios en los pacientes con sospecha de Purpura
trombocitopénica autoinmune (PTAI), como sucede con todas las téc-
nicas que basan esta investigacién en el estudio del suero del paciente
(Fig. 31).
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Figura 31.
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