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La presente version responde fielmente al contenido de la Resolucion Exenta N° 534 del 22.02.2019 del
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RECOMENDACIONES PARA LA PRUEBA DE
ANTIGLOBULINA DIRECTA

RESUMEN

Este documento presenta las recomendaciones para el procedimiento de la Prueba de Antiglobulina
Directa Poliespecifica y Monoespecificas IgG y complemento C3d. Esta dirigido a los Centros de Sangre,
Unidades de Medicina Transfusional, Bancos de Sangre y Laboratorios Clinicos. Su contenido ha sido con-
sensuado con el Comité de Expertos del drea de Inmunohematologia del Instituto de Salud Publica de Chile
y entrega directrices para la ejecucion correcta de este examen con el fin de contribuir al aseguramiento de
la calidad en las especialidades de Hematologia y Medicina Transfusional.

ALCANCE

Estas recomendaciones aplican a los Gentros de Sangre, Unidades de Medicina Transfusional, Bancos
de Sangre y Laboratorios Clinicos que realizan la prueba de antiglobulina directa poliespecifica (PAD) en
primera instancia y a quienes, de acuerdo a su complejidad, realizan la determinacion monoespecifica de
las fracciones 1gG y/o complemento C3d a donantes, pacientes y embarazadas segun corresponda.

INTRODUCCION

La Prueba de Antiglobulina Directa (PAD) es utilizada para detectar inmunoglobulinas IgG o fracciones
del complemento C3d unidas a la membrana de los globulos rojos (GR). Una PAD positiva puede 0 no
asociarse a hemolisis de tipo inmunoldgico. La PAD se emplea principalmente para la investigacion de
reacciones hemoliticas postransfusionales (RHT), enfermedad hemdlitica del feto y el recién nacido (EH-
FRN), anemias hemoliticas autoinmunes (AHAI), aloinmunes y anemia hemolitica inducida por drogas.

La PAD inicialmente se debe realizar con suero antiglobulina humana (SAGH) poliespecifico capaz de
detectar tanto 1gG como C3d. Si la prueba poliespecifica es positiva, se debe investigar con sueros mo-
noespecificos (anti-IgG y anti-C3d), lo que permite poner en evidencia el proceso inmunoldgico y colabo-
rar en la determinacion del diagnostico del paciente.

Dependiendo de la técnica y los reactivos utilizados, la PAD puede detectar de 100 a 500 moléculas de
lgG, y de 400 a 1100 moléculas de C3d por gl6bulo rojo.
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RECOMENDACIONES PARA LA PRUEBA
DE ANTIGLOBULINA DIRECTA

DEFINICIONES Y ABREVIACIONES

Prueba Antiglobulina Directa Poliespecifica: es la prueba que se ejecuta al hacer reaccionar los
globulos rojos de una muestra de sangre total con el suero antiglobulina humano poliespecifico.

Prueba Antiglobulina Directa Monoespecifica: es la prueba que se ejecuta al hacer reaccionar 10s
globulos rojos de una muestra de sangre total con sueros monoespecificos anti-lgG y anti-C3d. Esta prue-
ba se debe realizar siempre que la prueba poliespecifica esté positiva.

ABREVIACIONES
AABB: Asociacion Americana de Bancos de Sangre.

AHAI: Anemia Hemolitica Autoinmune.

CAP: Colegio de Patdlogos Americanos.

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

EHFRN: Enfermedad Hemolitica del Feto y del Recién Nacido.
PAD: Prueba antiglobulina directa.

PBS: Buffer fosfato salino.

SAGH: Suero Antiglobulina humana.

DESARROLLO

Metodologia para la Prueba Antiglobulina Directa Poliespecifica:

a) Muestra

La muestra adecuada para realizar la PAD poliespecifica es sangre completa con anticoagulante EDTA,
aunque también se pueden utilizar muestras de sangre venosa tomadas con citrato, heparina o a partir de
bolsas de sangre con soluciones anticoagulantes-conservadoras o sangre de cordon. También es posible
utilizar muestras de sangre recogidas en tubos sin anticoagulante. Las muestras para estudio deben ser
procesadas inmediatamente o ser almacenadas a 4°C y las pruebas deben ser realizadas en el menor tiem-
po posible, no excediendo las 72 horas desde su obtencion.

b) Reactivos
1- Suero antiglobulina humana poliespecifico: la presentacion a emplear depende de la metodologia:

Técnica en tubo 0 microplaca:

Suero poliespecifico que posee anticuerpos contra IgG humanay el componente C3d del complemento
humano, también puede reaccionar con las moléculas de IgA e IgM. Seguir cuidadosamente las instruccio-
nes de uso del fabricante.

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
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RECOMENDACIONES PARA LA PRUEBA
DE ANTIGLOBULINA DIRECTA

Microcolumnas en tarjetas:

El suero reactivo presente en la microcolumna debe cumplir las mismas caracteristicas mencionadas
para la técnica en tubo o microplaca.

Independiente de la técnica utilizada, cada laboratorio debe elaborar procedimientos documentados
para la verificacion de los reactivos cuando se comienzan a utilizar y realizar el control de calidad de cada
nuevo lote.

2- Reactivo control: PBS, solucion salina o albumina 6% que den reacciones negativas para validar la
corrida analitica.

3- Suero fisioldgico, PBS o diluyente recomendado por el fabricante para la técnica utilizada.

4- Gélulas control Coombs: globulos rojos sensibilizados con moléculas 1gG para validar los resulta-
dos negativos obtenidos con la metodologia en tubo.

Los Anexos 1y 2 detallan los reactivos recomendados y aprobados por la FDA dtiles para la PAD po-
liespecifica y monoespecifica.

c) Técnicas
Pueden ser utilizadas técnicas manuales, semiautomatizadas y automatizadas; ya sea en tubo, microco-
lumna o microplaca.

d) Procedimientos

| PRUEBA DE ANTIGLOBULINA DIRECTA POLIESPECIFICA

Para lograr resultados confiables, seguros y de la calidad esperada, la técnica a emplear debe ser veri-
ficada en el laboratorio antes de su uso en rutina, se debe revisar el inserto del reactivo o técnica, lo cual
debe incluir: fabricante, nimero de lote, fecha de produccion y caducidad, fundamento de la técnica, origen
del reactivo (humano, monoclonal, recombinante, u otro), condiciones de conservacion y estabilidad, pro-
cedimiento para su uso, limitaciones, precauciones, valores de referencia.

Se deben seguir rigurosamente las indicaciones establecidas en el inserto y revisar nuevamente cada
vez que se cambia un lote reactivo o procedimiento. Con los datos obtenidos con el presente documento
de recomendaciones y/u otra referencia nacional o internacional, el laboratorio puede definir el Procedi-
miento Operativo Estdndar de la técnica, describiendo al menos: el sistema de identificacion de muestras,
los protocolos de ejecucion de técnicas, la verificacion del método, el control de calidad interno, externo y
el informe de resultados.

La recomendacion para la técnica a utilizar es la siguiente:

1. Identificar la muestra con un codigo o numero Unico.

2. Preparar en un tubo una suspension de los glébulos rojos a analizar utilizando suero fisiol6gico, PBS o
diluyente recomendado por el fabricante. Esta suspension debe ser preparada de acuerdo al inserto de la
técnica a utilizar: Ej: Tubo: 2-5%, Gel: 1%, Microplaca: 1-3%. De acuerdo a la metodologia a utilizar y a
las especificaciones del fabricante se debe proceder al tratamiento de las muestras. En la metodologia en

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
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tubo, se debe lavar una gota de globulos rojos tomados de una suspension (2-5%), mientras que en la
metodologia de aglutinacion en columna no es necesario lavarlas, se deben centrifugar para concentrar
los globulos rojos y preparar la suspension recomendada por el fabricante para la técnica.

3. Por cada muestra, se deben efectuar las siguientes determinaciones:

PAD SAGH Muestra en concentracion Determinacion de IgG o Complemento unidos a
adecuada. la membrana de GR.
Control Globulos rojos sensibilizados .
N SAGH con IgG o complemento. Detectar falsos negativos.

CO”_”O' SAGH Glébulos rojos no sensibilizados. Detectar falsos positivos.

Los controles positivos y negativos deben ejecutarse en caaa corrida analitica.

4. Mezclar y centrifugar de acuerdo al tiempo y velocidad establecidos por el fabricante de la centrifuga
inmunohematoldgica para la visualizacion de la aglutinacion.

5. Observar en busca de aglutinacion y hemalisis, de acuerdo a la técnica de lectura automatizada o ma-
nual que recomiende el fabricante. En caso de no existir, usar aquella técnica que permita una mayor
sensibilidad del método.

6. Registrar los resultados obtenidos de acuerdo a la siguiente tabla de intensidad de reaccion:

Intensidad | Score o Aglutinacion Aglutinacion
de Reaccion | puntaje Tubo/Microplaca Gel

Banda homogénea de aglutinados en la

4+ Botdn anico. Fondo claro. Sin células libres. arte superior de la columna.
Varios aglutinados de gran tamafio. Fondo claro Banda superior de aglutinado y
3+ 10 TG ey * desplazamiento en la parte superior de
: la columna.
2% 8 Muchos aglutinados de mediano tamafio. Fondo  Aglutinados pequefios en la columnay a
claro. Sin células libres. lo largo de la columna.
1t 5 Numerosos aglutinados pequefios. Fondo turbio Algunos aglutinados pequefios en la
por GR libres. columna.
L 9 Apenas la aglutinacion es visible. Fondo turbio  Escasos aglutinados de peguefio tamafio
por GR libres. en la columna.
0 0 Ausencia de aglutinacion. Banda de GR al fondo de la columna,

resto de la columna sin aglutinados.

Se debe respetar la relacion SAGH/gl6bulos rojos recomendada para cada técnica, la cual puede ser
la recomendada por el proveedor o la estandarizada por el propio laboratorio. Ejemplo: Tubo (2 gotas de
SAGH + 1 gota de GR), Aglutinacion en columna (SAGH predispensado en tarjetas + 50 uL de GR), Micro-
placa (1 gota de SAGH + 1 gota de GR).

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
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RECOMENDACIONES PARA LA PRUEBA
DE ANTIGLOBULINA DIRECTA

Interpretacion

e Una reaccion negativa indica la ausencia de anticuerpos 1gG o componente de complemento C3d
detectables en los globulos rojos.

e Una reaccion positiva (+/- a 4+) indica que los glébulos rojos de la muestra se encuentran sensibili-
zados con IgG, C3d, 0 ambos.

e | os resultados se deben validar sobre controles positivos y negativos correctos.

Informe de resultados

Si bien se utilizan diferentes términos para informar los resultados de la Prueba de Antiglobulina Di-
recta, tales como: Test de Antiglobulina Directa (TAD), Test de Coombs Directo (TCD), la denominacion
recomendada es:

Prueba de Antiglobulina Directa Poliespecifica o PAD Poliespecifica
(el resultado se informa): Negativo o Positivo

Il PRUEBA DE ANTIGLOBULINA DIRECTA MONOESPECIFICA

Inicialmente se debe realizar una PAD poliespecifica capaz de detectar tanto 1gG como C3d. Si la prueba
poliespecifica es positiva, se debe evaluar este resultado y su utilidad clinica. Se puede apoyar al clinico
investigando con sueros monoespecificos (anti-lgG y anti-C3d), lo que permite evidenciar antecedentes del
proceso inmune y colaborar con el diagndstico del paciente.

Se recomienda el siguiente procedimiento a utilizar:

1. Rotular las muestras a examinar. De acuerdo a la metodologia a utilizar y a las especificaciones del
fabricante se debe proceder al tratamiento de las muestras. En la metodologia en tubo las muestras
deben lavarse, mientras que en la metodologia de aglutinacion en columna no es necesario lavar las
muestras, las cuales se deben centrifugar para concentrar los globulos rojos y preparar la suspension
recomendada por el fabricante para la técnica.

2. Preparar en un tubo una suspension de los globulos rojos a analizar suero fisioldgico, PBS o diluyente
recomendado por el fabricante. Esta suspension se debe preparar de acuerdo al inserto de la técnica a
utilizar: Ejemplo: Tubo: 2-5%, Gel: 1%, Microplaca: 1-3%.

3. Para cada muestra a analizar, se deben efectuar las siguientes reacciones:

Glébulos Rojos Objetivo

Suero anti-IgG Muestra en concentracion adecuada. Determinacion de GR sensibilizados "in vivo'

con IgG.
. ” Determinacion de GR sensibilizados “in vivo”
C3d Suero anti-G3d Muestra en concentracion adecuada. con Complemento.
Control Globulos rojos sensibilizados con ;
N SAGH 19G 0 complemento. Detectar falsos negativos.
Control . , . »
h SAGH Globulos rojos no sensibilizados. Detectar falsos positivos.

Los controles positivos y negativos deben ejecutarse en cada corrida analitica.

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
Instituto de Salud Pablica de Chile

7




8

RECOMENDACIONES PARA LA PRUEBA
DE ANTIGLOBULINA DIRECTA

Mezclar y centrifugar de acuerdo al tiempo y velocidad establecidos por el fabricante de la centrifuga
inmunohematoldgica para la visualizacion de la aglutinacion.

Observar en busca de aglutinacion y hemalisis, de acuerdo a la técnica de lectura automatizada o ma-
nual que recomiende el fabricante. En caso de no existir, usar aquella técnica que permita una mayor
sensibilidad del método.

Registrar los resultados obtenidos de acuerdo a la tabla de intensidad de reaccion de la parte poliespecifica.

Se debe respetar la relacion SAGH/gl6bulos rojos recomendada para cada técnica, la cual puede ser
la del proveedor o la estandarizada por el propio laboratorio. Ej. Tubo (2 gotas de suero anti-IgG o C3d +
1 gota de GR), Aglutinacion en columna (Suero anti-lgG o C3d predispensado en tarjetas + 50 uL de GR),
Microplaca (1 gota de Suero anti-IgG 0 C3d + 1 gota de GR).

Interpretacion
Anti-lgG Anti-C3d Controles Informe Observacion

0 0K PAD Monoespecifico lgG Los glébulos rojos se encugntran

* Positivo sensibilizados con IgG.

0 0K PAD Monoespecifico C3d Los gl6bulos rojos se encuentran
* Positivo sensibilizados con C3d.

N N 0K PAD Monoespecifico IgG y C3d Los gl6bulos rojos se encuentran

Positivo sensibilizados con IgG y C3d.

Informe de resultados
La denominacion recomendada para el informe de las pruebas es la siguiente:

Prueba de Antiglobulina Directa Monoespecifica IgG o PAD Monoespecifica IgG
(el resultado se informa): Negativo o Positivo

Prueba de Antiglobulina Directa Monoespecifica C3d o PAD Monoespecifica C3d
(el resultado se informa): Negativo o Positivo

Interpretacion clinica y de laboratorio
Los resultados obtenidos con los reactivos monoespecificos pueden ayudar a interpretar un cuadro clinico:

La AHAI se clasifica de acuerdo a la amplitud térmica del anticuerpo involucrado, es decir, aquel
rango de temperatura en la cual el anticuerpo causa el efecto antigénico, esta puede ser de tipo
caliente, frio y mixta. En la AHAI por anticuerpos calientes presentan en la mayoria de los casos glo-
bulos rojos recubiertos por IgG, si bien también pueden detectarse componentes de complemento
C3d en aproximadamente un 24% de estos pacientes. Con menor frecuencia (alrededor del 7%) en
los globulos rojos Unicamente se observa complemento. En la enfermedad de aglutininas frias, el

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
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RECOMENDACIONES PARA LA PRUEBA
DE ANTIGLOBULINA DIRECTA

resultado mas habitual es que se detecte (nicamente complemento recubriendo los globulos rojos,
pero es posible detectar simultaneamente IgM, IgA o ambas. En |a AHAI de tipo mixto suelen apa-
recer tanto IgG como C3d.

e |a hemoglobinuria paroxistica por frio suele mostrar inicialmente un recubrimiento de los globulos
rojos por complemento. En caso que se laven con suero salino frio (4°C), ademas puede detectarse
autoanticuerpo IgG.

e EnlaEHFRN los eritrocitos neonatales estan recubiertos in vivo con anticuerpos IgG de origen mater-
no. Por su parte, los estudios de deteccion e identificacion de anticuerpos que se realizan en el plasma
materno deben relacionarse con el hallazgo de los anticuerpos IgG adheridos a los GR del recién
nacido. Se debe eluir los anticuerpos y determinar su especificidad.

e Esimportante tener en cuenta que un resultado positivo de 1a PAD puede deberse a otros fenémenos,
y que los resultados de esta prueba deben considerarse en paralelo con el cuadro clinico del paciente,
sus antecedentes y otros datos de laboratorio.

e Un resultado positivo de la PAD no siempre indica una supervivencia disminuida de los globulos
rojos, y un resultado negativo no descarta la posibilidad de un proceso hemolitico de origen inmuno-
l0gico, ya que el anticuerpo causante puede tener una baja afinidad, o la inmunoglobulina unida a los
eritrocitos puede estar por debajo del umbral de deteccion.

e Para identificar los autoanticuerpos lgG (detectados en PAD monoespecifica 1gG), se debe efectuar
técnicas de elucion y evaluar el eluado con un panel de identificacion.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Se deben sequir los procedimientos de control de calidad recomendados por los fabricantes de reacti-
VoS y equipos. Cada laboratorio debe realizar control de calidad en las siguientes situaciones:

a) Con cada serie de analisis: los reactivos que se utilicen deben dar reacciones apropiadas e in-
equivocas, segun la siguiente tabla:

SAGH Gldbulos rojos sensibilizados con IgG y/o C3d  Globulos rojos no sensibilizados con IgG y/o C3d

b) Con cada nuevo lote de reactivos: corresponde a la verificacion para asegurar la conformidad
con los criterios. Cualquier reactivo que no cumpla con las especificaciones requeridas para los test,
no se debe utilizar.

c) Con cada nueva técnica o tecnologia: ademds de probar los reactivos como se describen ante-
riormente, es conveniente realizar junto a este nuevo método, si es posible, en paralelo con el método
que se estaba usando, de acuerdo al protocolo de verificacion implementado en el laboratorio. Inclu-
yendo al menos 10 muestra de globulos rojos PAD positivos, para evaluar reproducibilidad y concor-
dancia de los resultados. Ese periodo de prueba también puede utilizarse como etapa de induccion y
capacitacion del personal que utilizard la nueva técnica o tecnologia. En esta etapa es imprescindible
la participacion del proveedor para la entrega de informacion, asesoria y capacitacion. Para las verifi-
caciones se pueden utilizar protocolos descritos por la AABB, CLSI, entre otros. Esto deberd asegurar
que el método es apto para su uso rutinario.

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia. 9
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RECOMENDACIONES PARA LA PRUEBA
DE ANTIGLOBULINA DIRECTA

d) Inspeccidn visual

- Etiqueta debe contener el nombre del producto, el nimero de lote (serie), la fecha de vencimiento,
las condiciones de almacenamiento y el nombre del fabricante o su logo. Una vez abierto un reactivo
se debe marcar la fecha de apertura e iniciales del responsable.

- Inserto del producto debe aportar los mismos detalles que los sefialados en Ia etiqueta, pero in-
formando el método recomendado para su uso, los controles de calidad a aplicar, los diluyentes reco-
mendados que pueden ser necesarios, ademas de cualquier limitacion o advertencias en el uso de ese
reactivo. Debe incluir también detalles de la composicion del reactivo, advertencias de bioseguridad y
aportar detalles para su uso seguro.

Todos los reactivos no-celulares deben estar libres de precipitados, particulas o formacion de gel.

e) Especificidad
Se deben obtener reacciones positivas con:

e (lobulos rojos RhD positivos (preferiblemente R1r) sensibilizados con un anti-D débil (0,1 Ul/mL o
20 nanogramos/mL).

e (Gl6bulos rojos recubiertos con C3d.

Se deben obtener reacciones negativas con:
e Los mismos globulos rojos, pero no sensibilizados con anti-D ni complemento.

f) Sensibilidad (Potencia)
Obtener el mismo titulo 0 mas alto, sin prozona, que el obtenido con una “solucion de
Potencia minima” o un SAHG con licencia al dia (FDA o CE), usando globulos rojos RhD
Positivos recubiertos con un anti-D de 0,1 Ul/mL o 20 nanogramos/mL.

CONTROL DE CALIDAD EXTERNO

Los Centros de Sangre, Unidades de Medicina Transfusional, Bancos de Sangre y Laboratorios Clinicos
del pais que realizan esta determinacion deben participar en algin Programa de Evaluacion Externa de la
Calidad.

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
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RECOMENDACIONES PARA LA PRUEBA
DE ANTIGLOBULINA DIRECTA

ANEXO 1

Reactivos aprobados por la FDA para la prueba de antiglobulina directa.

Nombre del Reactivo SAGH Clase y clones

lgG C3d
Albaclone—a;gifélggjan globulin, Tubo - 3G8 (monoclonal)
Alba Biosciencg;]etlirltlidguman globulin, Tubo Conejo (policlonal) -
Alba BiOSCieng]E:’Tlgg:Eléfélan globulin, Tubo Conejo (policlonal) 3G8 (monoclonal)
Immucor, agtri&irlllggan globulin, Tubo 16H8 (monaclonal) -
lmmuoorél rz]itril_tiégg’mggdglobulin, Tubo - GAMAQO4 (monoclonal)
Biotest, ggtt;:glér[‘g%gmb““”' Tubo Conejo (policlonal) BRIC 8 (monoclonal)
Biotest, angr_l?iL—Jlrgén globulin, Tubo Conejo (policlonal)
Diagast, anti-human globulin, i 18833, 18896 _
anti-lgG (monoclonal)
Diagast, an;[i]-t?_ucné?jn globulin, Tubo - 12011D10 (monoclonal)
Diagast, ;nnttii_-lgtérpggdglobulin, Tilig 1(%%?]5’501' gﬁj? 12011D10 (monoclonal)

BioRad, IH-Card AHG Anti-lgG,-C3d Ag'““”g?si?e”meglﬁo'“m”a Congjo (policlonal)  053A-714 (monoclonal)

BioRad, IH-Card AHG Anti-lgs.  AOIUINACIONEn COUMNa - Gone (poiclonal) -

Novaclone, anti-IgG, -C3d Tubo 5H4, 8D2-8 (monoclonal) SOOI Lali

(monoclonal)
Novaclone, anti-IgG Tubo 5H4, 8D2-8 (monaclonal)
Novaclone, anti-C3d Tubo 8(%%\{%&%%;?4
Solidscreen Il anti-lgG Tango Conejo (policlonal) -

Grifols Aglutsl?séigﬁg %%ngfmna Conegjo (policlonal) -
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RECOMENDACIONES PARA LA PRUEBA
DE ANTIGLOBULINA DIRECTA

ANEX0 2

Reactivos aprobados por la FDA para el control de calidad de la prueba de antiglobulina directa.

Nombre del Reactivo Control Reconocimiento por SAGH

Albacyte, IgG sensitized red blood cells Tubo lgG
Biotest, Coombscell-E Tubo lgG
Immucor, Checkeell Tubo lgG
Immucor, Checkeell (weak) Tubo lgG
Immucor, Complement control cells Tubo C3
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