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Resumen

Los posibles efectos adversos que se producen en transfusiones incompati-
bles ABO son un riesgo latente en el uso de concentrados de plaquetas gru-
po O, por lo que la titulaciéon de hemolisinas anti-A/B constituye una de las
estrategias para su prevencion. El objetivo de este estudio fue determinar la
frecuencia de titulos de hemolisinas de isotipos 1gG e IgM anti-A/B en do-
nantes de sangre. Se traté de un estudio descriptivo, transversal y aleatorio
simple con un tamafio muestral de 308 muestras. Se aplicé la metodologia
en tubo, gel salino y anti-inmunoglobulina IgG y, mediante soluciones se-
riadas, se evidencié el titulo. Adicionalmente, se realiz6 una encuesta sobre
los posibles factores de riesgo para el aumento de estos titulos. Se aplicé
estadistica descriptiva mediante el uso del software informéatico SPSS ver-
sién 22.0 y la relacion entre variables independientes a través del analisis
estadistico de Chi-cuadrado y, para establecer la concordancia de las lectu-
ras visuales de las tarjetas de gel, se aplicé el indice kappa. Se determiné la
existencia de hemolisinas de isotipo IgG e IgM anti-A/B de titulos superiores
a 1/64. Existi6 una relacién estadisticamente significativa entre embarazos
y titulos de IgG anti-A/B >1/128 y el aumento de hemolisinas de isotipo
IgM y la ingesta de probidticos. Los resultados demostraron la necesidad de
implementar la titulacién de hemolisinas previo a la transfusion de concen-
trados plaquetarios no isogrupo, por lo que se recomienda una investigacion
de riesgo-beneficio y el seguimiento de pacientes con transfusiones de con-
centrados plaquetarios incompatibles ABO.

Palabras clave: Hemolisina; Titulacion; Hemolisinas anti-A/B; Isotipos
1gG-1gM; Incompatibilidad ABO

Titration of hemolysins in platelet concentrates
obtained from buffy coat from voluntary donours of
blood group“0” Rh D positive

Abstract

The possible adverse effects that occur in incompatible ABO transfusions are
a latent risk in the use of group O platelet concentrates, so the titration of
anti-A/B hemolysins is one of the strategies for its prevention. The objective
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of this study was to determine the frequency of hemolysins titers I1gG and IgM anti-A/B isotypes in blood
donours. It was a simple randomized descriptive cross-sectional study with a sample size of 308 samples.
The methodology was applied in tube, saline gel and anti-IgG anti-immunoglobulin and by means of serial
solutions the title was verified. Additionally, a survey was conducted on the possible risk factors for the in-
crease in securities. Descriptive statistics were used through the application of the SPSS version 22.0 soft-
ware and the relationship between independent variables through the Chi-square statistical analysis and the
kappa index was applied to match the visual readings of the gel cards. The existence of I1gG and IgM anti-A/B
isotype hemolysins of titers greater than 1/64 was determined. There was a statistically significant relation-
ship between pregnancies and anti-A/B IgG titres>1/128; and the increase in IgM isotype hemolysins and
probiotic intake. The results demonstrate the need to implement hemolysin titration prior to transfusion of
non-isogroup platelet concentrates, so a risk-benefit investigation and follow-up of patients with transfusions
of ABO incompatible platelet concentrates is recommended.

Keywords: Hemolysins; Titration; Anti A/B hemolysins; IgG-IgM isotypes; ABO incompatibility

Titulagdo de hemolisinas em concentrados de plaquetas obtidos a partir
de buffy coat de doadores voluntarios de sangue do grupo “O” Rh D positivo

R esumo

Os possiveis efeitos adversos que ocorrem em transfusées incompativeis ABO sdo um risco latente no uso de
concentrados de plaquetas do grupo O, portanto a titulagdo de hemolisinas anti-A/B é uma das estratégias
para sua prevengéo. O objetivo deste estudo foi determinar a frequéncia de titulos de hemolisinas de isotipos
1gG e IgM anti-A/B em doadores de sangue. Trata-se de um estudo descritivo transversal aleatério simples,
com tamanho de amostra de 308 amostras. A metodologia foi aplicada em tubo, gel salino e anti-imunoglo-
bulina IgG e utilizando solugbes em série, o titulo foi verificado. Além disso, foi realizada uma pesquisa sobre
0s possiveis fatores de risco para o aumento destes titulos. A estatistica descritiva foi utilizada através da
aplicagdo do software informético SPSS versdo 22.0 e a relagdo entre varidveis independentes por meio da
andlise estatistica do qui-quadrado e, para estabelecer a concordancia com as leituras visuais dos cartoes de
gel, o indice kappa foi aplicado. Foi determinada a existéncia de hemolisinas de isotipo IgG e IgM anti-A/B
de titulos maiores que 1/64. Existiu uma relacdo estatisticamente significante entre gestacdes e titulos de
1gG anti-A/B>1/128; e o aumento de hemolisinas do isotipo IgM e a ingestao de probidticos. Os resultados
demonstram a necessidade de implementar a titulacdo da hemolisina antes da transfusdo de concentrados
de plaguetas n&o isogrupo, por isso, recomenda-se uma investigagdo de risco-beneficio e acompanhamento
de pacientes com transfusbes de concentrados de plaquetas incompativeis com ABO.

Palavras-chave: Hemolisinas; Titulagdo; Hemolisinas anti A/B; Isotipos IgG-IgM; Incompatibilidade ABO

Introduccién

En los servicios de medicina transfusional ecuato-
rianos se ha generalizado el uso terapéutico de con-
centrados plaquetarios no isogrupo debido a que, pro-
bablemente, existe un mayor nimero de donantes de
grupo O. Sin embargo, la transferencia de anticuerpos
anti-A/B desde el concentrado plaquetario al receptor
de un grupo sanguineo diferente puede desencadenar
reacciones hemoliticas (1). Las personas de grupo san-
guineo “O” presentan anticuerpos naturales de isotipo
IgM anti-A/B en titulos inferiores a 1/64; sin embar-
go, estos isotipos pueden aumentar o puede producir-
se la estimulacion de hemolisinas de tipo IgG como
resultado de la exposicion a varios factores como em-
barazos, abortos, transfusiones o ingesta de probiéti-
cos (2). Mantener la compatibilidad ABO durante la
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transfusion de concentrados plaquetarios (CPQ) es
clinicamente importante debido a que investigaciones
recientes han determinado que existe un aumento en
el titulo de hemolisinas, de isotipos IgM e IgG, que
ocasionan hemolisis en pacientes de grupos sangui-
neo A o B. Sin embargo, otros autores mencionan que
no ameritan su deteccién por no reportarse casos ad-
versos. Algunas investigaciones han comprobado que
a mayor titulo de anticuerpos la reaccién hemolitica
es severa y que a titulos bajos el organismo es capaz
de diluir estas sustancias y atenuar el efecto (2) (3). El
proposito de este estudio fue establecer la frecuencia
de donantes de CPQ con titulos altos de anticuerpos
anti-AB isotipos IgM e IgG y de esta manera determi-
nar si es necesaria la implementaciéon de pruebas de
deteccion de titulos de anticuerpos en CPQ utilizados
en pacientes de grupo sanguineo AB.



Materiales y Métodos
Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio descriptivo, transversal en do-
nantes de sangre del Hospital de Especialidades Carlos
Andrade Marin, Quito-Ecuador. Se determiné un tama-
no muestral de 308 CPQ con un 95% de confianzay un
5% de error.

Aspectos éticos

Se solicitaron los permisos al Comité de Etica de la
Investigacion en Seres 2018-19MB vy a la Direcciéon Na-
cional de Inteligencia de la Salud — DNIS aprobacién

MSP-DNGA-SG-10-2019-2706-E.

Metodologia

Se utilizé la metodologia en gel, tarjetas Coombs
lote: 50540.04.07, kits de células Ay B, de la casa comer-
cial Bio-Rad, Lote 45101.35.1.

Titulacién de hemolisinas anti-A y anti-B

Se realizo6 en técnica de tubo, mediante diluciones se-
riadas hasta 1:256, con 100 pL de suero del donante y
100 pL de solucién salina. Para ello se utilizaron pipetas
calibradas y caracterizadas por ELICROM (acreditadas
por SAE).

Deteccién de IgG e IgM por técnica en gel

En las tarjetas de gel, previamente rotuladas con el
codigo de identificacion proporcionado por las investi-
gadoras, se colocaron 50 pL de cada una de las dilucio-
nes (titulacion de hemolisinas), tanto en las tarjetas de
Coombs IgG como en las de gel salino. Posteriormente
se adicionaron 40 pL de células comerciales A1/B (Bio-
Rad) en todos los pocillos. Para IgG la tarjeta de Coombs
se llevé a incubacion a 37 °C por 15 minutos y se centri-
fugd a 1.030 r.p.m. por 10 min. Para IgM las tarjetas de
gel salino se incubaron a temperatura ambiente por 15
minutos y se centrifugaron a 1.030 r.p.m. por 10 min. En
ambos casos se determiné hasta qué dilucion presen-
taban una reaccioén positiva. Para la interpretacion y el
informe de resultados se utiliz6 la plantilla de lectura
proporcionada por la casa comercial Bio-Rad.

Analisis estadistico

Se utiliz6 estadistica descriptiva y para la relacion de las
variables se aplicé la prueba de Chi ? corregido (razén de
verosimilitud) con un a de 0,05y se aplicé el indice kappa.

Control de calidad

Se utiliz6 el suero de una paciente multipara con
titulos IgM (1/512) e IgG (1/256) verificados en tres
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réplicas de cada dilucién realizada e interpretada por
dos técnicos, y de un donante masculino que no to-
maba probidticos ni habia recibido transfusiones. Se
obtuvieron titulos de IgM e IgG (1/32) bajo la misma
metodologia de analisis. Se aplic6 el indice kappa de
concordancia a la lectura de resultados y se obtuvo un
grado de acuerdo inter-operador altamente significati-
vo, con un valor entre 0,864 y 0,916.

Resultados

Se analiz6 un total de 308 muestras de donantes de
CPQ, de las cuales el 50% provenian de mujeres y el
50% de hombres, de una muestra tomada al azar.

Presencia de hemolisinas |gG anti-A/B

Se identificé la existencia de hemolisinas de tipo
IgG anti-A y anti-B con titulos de hasta 1/512 (3 CPQ);
los mas frecuentes observados fueron 1/64 (125 CPQ)
y 1/128 (115 CPQ), y el mas prevalente fue el isotipo
anti-A (Fig. 1).

IgM anti-A/B

Se determiné que existian CPQ con titulos de 1/256
(57 CPQ) y 1/128 (98 CPQ) y tinicamente 3 con titulo
de 1/512 de anti-A. El titulo mas frecuente encontrado
en este tipo de hemolisinas fue anti-B 1,/256 (89 CPQ).
(Fig. 2).

Género

El andlisis de la relacion entre la presencia de hemo-
lisinas y el género determiné que el masculino present6
el 35,96% (54 CPQ) anti-A de isotipo IgM con titulos
de 1/128, mientras que en el femenino existia un por-
centaje de 21,43% (33 CPQ) de anti-A IgM en titulos
de 1/256. Sin embargo, esta relacién no fue estadistica-
mente significativa ($<0,005).

Las hemolisinas anti-A/B de isotipo IgG presenta-
ron titulos de 1/256 y 1/128 en el género femenino.
Los titulos de hemolisinas anti-A/B isotipo IgG 1/64
se identificaron mayoritariamente en hombres, y esta
relacion fue estadisticamente significativa, $<0,005.
(Tabla I). No existi6 relacion estadistica entre la pre-
sencia de hemolisinas con la edad.

Embarazos

La relacién entre embarazos y la existencia de he-
molisinas anti-A y anti-B de isotipo IgG demostré una
dependencia altamente significativa con un valor de
$<0,005 (Tabla II).
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Frecuencia de hemolisinas isotipo IgG anti-A y anti-B

160
140
120
100
g 80
60
40
20
0
1/512 1/256 1/128 1/64 1/32 1/16 1/8 1/4
M Anti-A IgG 3 48 115 125 10 4 3 0
M Anti-B 1gG 3 35 78 146 36 7 3 0
Figura 1. Presencia de hemolisinas isotipo IgG en muestras de donantes de concentrado de plaquetas.
Tabla |. Relacién del género y la presencia de anti-A y anti-B de isotipo IgG.
Anti-A isotipo 1gG y género
GENERO
Total p
Femenino % Masculino %
1/512 0 0 3 1,95 3 0,001
1/256 33 21,43 15 9,74 48
1/128 78 50,65 37 24,03 115
Anti-A 1gG 1/64 36 23,38 89 57,79 125
1/32 4 2,60 6 3,90 10
1/16 1,30 2 1,30 4
1/8 1 0,65 2 1,30 3
Total 154 100 154 100 308
Anti-B isotipo IgG y género
GENERO
Femenino % Masculino % fotal P
1/512 3 1,95 0 0 3 0,001
1/256 24 15,58 11 7,14 35
1/128 46 29,87 32 20,78 78
Anti-B IgG 1/64 69 44,81 77 50,00 146
1/32 10 6,49 26 16,88 36
1/16 2 1,30 5 3,25 7
1/8 0 0 3 1,95 3
Total 154 100,00 154 100 308
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Frecuencia de hemolisinas isotipo IgM anti-A y anti-B

S
L°
1/512 1/256 1/128 1/64 1/32 1/16 1/8 1/4
M Anti-A IgM 3 57 98 54 59 31 6 0
M Anti-B IgM 4 69 89 64 49 25 5 3
Figura 2. Presencia de hemolisinas isotipo IgM en muestras de donantes de concentrado de plaquetas.
Tabla Il. Presencia de hemolisinas anti-A y anti-B de isotipo IgG en donantes que informan embarazos previos.
Anti-A IgG vs. embarazos Anti-B 1gG vs. embarazos
Embarazos Embarazos
Total Total
0 1 2 3a6 0 1 2 3a6
1/256 5 10 7 11 33 1/256 1 9 6 11 27
1/128 | 16 19 26 17 78 1/128 13 9 18 6 46
Anti-A IgG 1/64 | 21 5 6 4 36 Anti-B IgG 1/64 29 14 14 12 69
1/32 5 1 0 1 1/32 4 3 1 4 12
p=0,006 p=0,007
Total 47| 35 | 39 33 154 | Total 47 | 35 [ 39| 33 |154
Abortos con un valor de $<0,005 (Tabla IV). Esto contrasté con

No se obtuvo una relacién estadisticamente significa-
tiva entre la existencia de hemolisinas de isotipo IgM. Sin
embargo, en las hemolisinas de isotipo IgG se identifico
que, en la muestra de donantes multiparas, existia una
mayor probabilidad de alcanzar titulos de hasta 1/512 de
hemolisinas anti-By 1/256 de anti-A, y esta diferencia fue
significativa con un valor de $<0,005 (Tabla III).

Probidtico

El analisis de resultados establecié que el desarrollo
de anticuerpos anti-A/B de isotipo IgM estaba relacio-
nado a la toma de probiéticos en forma semanal y no
diariamente, resultados estadisticamente significativos

la presencia de hemolisinas isotipo IgG cuyo andlisis no
fue estadisticamente significativo (p=0,122), por lo que
no estaria relacionado con el uso de probiéticos.

Discusion y Conclusiones

Las normas de la Asociacion Americana de Bancos de
Sangre (AABB) han mencionado que el servicio de me-
dicina transfusional deberia tener una politica relaciona-
da a la transfusion de hemocomponentes no isogrupos
que pudieran ocasionar reacciones transfusionales (4).
La reduccion de este riesgo ha tomado especial inte-
rés en investigaciones relacionadas al uso de plasmas
incompatibles. En esta investigacion se ha determinado
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Tabla Ill. Presencia de hemolisinas anti-A y anti-B de isotipo IgG en donantes que informan abortos.

Anti-A IgG vs. abortos Anti-B 1gG vs. abortos
Abortos Abortos
0 13 Total 0 13 Total
1/256 19 14 33 1/512 0 3 3
1/128 57 21 78 1/256 16 8 24
AntiA lg@ 1/64 33 3 36 ANti-B 1gG 1/128 30 16 46
1/32 3 1 1/64 59 10 69
1/8 3 0 1/32 10 2 12
p>0,005 p>0,005
Total 115 39 154 Total 115 39 154
Tabla IV. Relacién entre los titulos de anti-A y anti-B de isotipo IgM con la ingesta de probicticos.
Anti-A IgM vs. probiéticos
Probidticos
0 1-2 veces 3-4 veces Diariamente Total
por semana por semana
1/512 1 0 2 0 3
1/256 6 16 26 9 57
1/128 15 47 29 7 98
Anti-A I1gM 1/64 15 29 8 2 54
1/32 15 29 11 4 59
1/16 10 16 4 1 31
1/8 1 4 1 0 6
Total 63 141 81 23 308
p<0,005
Anti-B IgM vs. probidticos
Probidticos
0 1-2 veces 3-4 veces Diariamente Total
por semana por semana
1/512 1 0 1 2 4
1/256 5 23 33 8 69
1/128 14 43 25 7 89
Anti-B g 1/64 19 35 7 3 64
1/32 11 24 11 3 49
1/16 12 4 0 25
1/8 3 2 0 5
1/4 1 2 0 3
Total 63 141 81 23 308
p<0,005
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la existencia de titulos elevados de hemolisinas isotipo
IgG anti-A/B, asi como del isotipo IgM. En paises eu-
ropeos existen politicas universales para prevencion
de reacciones hemoliticas, sin embargo, no han sido
implementadas de forma uniforme (5). En contraste,
en los servicios de medicina transfusional ecuatorianos
aun no existe una politica establecida.

Las investigaciones han determinado umbrales criti-
cos de titulos de anticuerpos que van desde 1/64 para
anti-A/B como prevencion o reduccion del riesgo de
reacciones (6) (3). En este estudio se tomaron como
limites a titulos de 1/64 para isotipo IgM y 1/128 para
isotipo IgG basados en investigaciones previas (1) (2).

Los isotipos IgM anti-A y anti-B son isoaglutininas
naturales en las personas de grupo sanguineo “O”. Sin
embargo, los de isotipo IgG pueden desarrollarse lue-
go de recibir una transfusiéon sanguinea incompatible,
durante el embarazo o vacunacién y como resultado se
producen anticuerpos de tipo inmune o adquiridos (7).
Los estudios sugieren que en ciertas poblaciones los fac-
tores ambientales, las bacterias entéricas y los parasitos
han modificado los titulos de anti-A y anti-B e incluso
en poblaciones asiaticas y de raza negra, la picadura de
mosquitos e infecciones parasitarias intestinales han ele-
vado los titulos de hemolisinas (8). En este estudio se re-
laciond la presencia de hemolisinas con el género, em-
barazos y abortos. De esta manera se identificé que en
mujeres existia una frecuencia elevada de isotipos IgG
anti-A y anti-B, lo que se convierte en un factor de riesgo
que debia ser considerado en los bancos de sangre. Da-
tos similares fueron encontrados en el estudio realizado
por Khampano et al., que determinaron que los titulos
altos de hemolisinas se asociaban con donantes mujeres
con embarazos previos, como resultado de la estimula-
cién inmune por incompatibilidad de grupo sanguineo
entre madre e hijo (8).

En el presente estudio se determiné que la frecuen-
cia de hemolisinas de isotipo IgG e IgM anti-A era mas
elevada y prevalente que la de anti-B. Daniel-Johnson
et al. describieron los primeros casos de reaccion hemo-
litica transfusional asociada a un concentrado de plaque-
tas por aféresis de grupo sanguineo A, y demostré que el
anticuerpo implicado era el anti-B cuyo titulo elevado se
debid a la ingesta de probioticos (9).

Los probioéticos previenen la colonizacion intestinal
por patégenos y modulan la respuesta inmune estimu-
lando la produccién de anticuerpos anti-A debido a que
contienen antigenos de tipo B (9). En el presente estu-
dio se determiné que los donantes de sangre que inge-
rian probioticos de 3 a 4 veces en la semana presentaban
una mayor frecuencia de titulos elevados en el isotipo
IgM anti-A 'y anti-B. Este hallazgo pone de manifiesto que
en el cuestionario o interrogatorio se deberia preguntar
al donante acerca del consumo de probiéticos, y como
manejar esta informacion para el diferimiento o reinser-
cion del donante al sistema de donacion de sangre (9).

Hemolisinas en concentrados plaquetarios 291

Las reacciones transfusionales hemoliticas en trans-
fusiones de concentrados de plaquetas ABO incompa-
tibles son un riesgo al que se enfrentan los servicios de
medicina transfusional. En Estados Unidos, aproxima-
damente entre 10 y 40% de los servicios de hemotera-
pia mantienen la practica de transfundir plaquetas in-
compatibles, pero la frecuencia de reacciones adversas
es baja (entre 1:2.000 y 1:46.176). Esto depende de la
respuesta inmune del receptor, pues se conoce que los
anticuerpos de isotipo IgM transfundidos pasivamente
estimulan la respuesta inmune, mientras que los de iso-
tipo IgG pueden bloquearla o reaccionar tardiamente.
Otra consideracion es que no existe relaciéon entre re-
accion adversa y el titulo de anticuerpos, ya que existen
informes en los que titulos bajos (1/64) también oca-
sionaron hemolisis (5) (10).

Los autores creen que es necesario determinar el ti-
tulo de hemolisinas en los donantes de plaquetas previo
a su produccion, especialmente si van a ser utilizadas en
pacientes de grupo sanguineo diferente. Sin embargo,
el stock de concentrados de plaquetas isogrupo es limi-
tado debido a que el grupo sanguineo “O” es prevalen-
te en los donantes de sangre ecuatorianos disponibles,
por lo que es imprescindible definir un titulo de hemo-
lisinas y asi evitar reacciones hemoliticas.

Diversos estudios e informes de casos indican que
titulos de hemolisinas entre 1/32 y <1/512 estan impli-
cados en reacciones transfusionales hemoliticas por lo
que es necesaria la creacién de politicas y normas para
el uso de concentrados de plaquetas que contengan an-
ticuerpos ABO incompatibles (1). Esto propiciara que
las autoridades sanitarias promuevan nuevos examenes
y estrategias de deteccion de hemolisinas para ofrecer
una seguridad transfusional de plaquetas no isogrupo.
En el estudio realizado por Romphruk et al. se utilizé
como estrategia la disminucién de titulos anti-A/B en
concentrados plaquetarios de un solo donante grupo
O, por la adiciéon de plasma de grupo AB y la elimina-
cion del plasma del donante mediante centrifugacion
y obtencion del sedimento de plaquetas. Mediante esta
estrategia, se logré disminuir los titulos que inicialmen-
te fueron de 1:1.024 a valores entre 1:8 y negativos, su-
perando asi el riesgo de reaccién transfusional y logran-
do un mejor mantenimiento del stock de concentrados
plaquetarios (11).

Cualquier estrategia que conlleve a proteger tanto al
receptor como al mantenimiento del stock de plaquetas
debe ser analizada para su posible aplicacion. El deba-
te en el uso de concentrados de plaquetas isogrupo ha
sido extenso debido a la escasez de grupos sanguineos
A, B o AB, o bien, a situaciones de emergencia y a la
vida corta del hemocomponente (12). A pesar de ello
es recomendable que se realicen estudios de riesgo-be-
neficio y seguimiento a pacientes que han sido trans-
fundidos con concentrados de plaquetas de grupo san-
guineo diferente.
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