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RECOMENDACIONES PARA LA CLASIFICACION
SANGUINEA ABO

RESUMEN

Este documento presenta una actualizacion de las recomendaciones para el procedimiento de clasifica-
cion sanguinea ABQ. Esta dirigido a los Centros de Sangre, Unidades de Medicina Transfusional, Bancos
de Sangre y Laboratorios Clinicos, y ha sido consensuado con el Comité de Expertos PEEC del rea de
Inmunohematologia del Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia del Instituto de
Salud Pablica de Chile. Se entregan las directrices para la realizacion de una adecuada clasificacion san-
guinea ABQ, a fin de contribuir en la calidad de los procesos de cada institucion para otorgar medicina
transfusional segura. Esta version del documento incluye las recomendaciones para el andlisis de muestras
discrepantes y pesquisa de subgrupos ABO.

ALCANCE

Estas recomendaciones aplican a los Centros de Sangre, Unidades de Medicina Transfusional, Bancos
de Sangre y Laboratorios Clinicos que realizan clasificacion sanguinea ABO en primera instancia y a quie-
nes, de acuerdo a su complejidad, realizan la resolucion de discrepancias y la determinacion de subgrupos
a donantes, pacientes en general y mujeres embarazadas, segun corresponda al nivel de complejidad del
servicio de sangre.

INTRODUCCION

La clasificacion sanguinea ABO, tiene como objetivo determinar la presencia de antigenos y anticuerpos
del Sistema ABO en sangre humana.

El sistema ABO posee 4 fenotipos o grupos sanguineos: A, B, AB 'y 0. Los 4 fenotipos estan determi-
nados por la presencia 0 ausencia de antigenos Ay B sobre los Globulos Rojos (GR) y por |a presencia o
ausencia de anticuerpos anti-A y anti-B en el suero. Existe una relacion reciproca entre antigenos en GR y
anticuerpos en suero. Esta caracteristica permite que al realizar la prueba globular (deteccion de los anti-
genos con antisueros especificos) y sérica (deteccion de anticuerpos con GR A4 y B, denominados GR tes-
tigos) se dispone de una contraprueba para la clasificacion ABO, debiendo corresponder inequivocamente
el antigeno detectado con los anticuerpos demostrados para asignar el grupo sanguineo, de lo contrario,
corresponde a una discrepancia, 1o que impide asignar el grupo ABO hasta aclarar la discrepancia.

En el estudio de las discrepancias ABO se debe tener en consideracion la relacion con el sistema san-
guineo H, el cual constituye la base para la expresion de los antigenos del sistema ABO en los GR. De esta
manera, las personas expresan el antigeno Hy dependiendo de los genes ABO expresaran os antigenos A
y B correspondientes. Sin embargo, existe el fenotipo raro Bombay que no expresan el antigeno H en los
GRy en el plasma se puede evidenciar anticuerpos anti-H.

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
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RECOMENDACIONES PARA LA
CLASIFICACION SANGUINEA ABO

Una consideracion especial corresponde a la clasificacion ABO para recién nacidos, debido a que se
estima que desarrollan los anticuerpos para este sistema alrededor de los 3 a 6 meses de vida, por lo que no
es posible realizar en ellos la prueba sérica, postergando su clasificacion formal después de este periodo
0 al primer afio de vida.

NOMENCLATURAS, ABREVIACIONES Y DEFINICIONES

Nomenclaturas
a) Elsistema sanguineo ABO consta de 4 fenotipos principales:

Antigenos en el GR Anticuerpos en el suero o plasma

0 H anti-A y anti-B

A A anti-B

B B anti-A
AB A B ausencia de anticuerpos ABO

Cabe mencionar que todos los fenotipos (0, A, B'y AB) tienen antigeno H, de hecho existe una propor-
cion descendente en su cantidad desde el fenotipo 0>Ao>B>AgB>A1>A1B>H+W.,

b) No se debe utilizar la nomenclatura 0 (cero) para definir al grupo O debido a que:
- Ladesignacion O es ampliamente utilizada en Servicios de Sangre y en Ia literatura cientifica.

- La similitud “cero positivo” con el término “seropositivo”, genera confusion, siendo el término
seropositivo utilizado en pacientes sometidos a una prueba seroldgica diagnostica que presenta
anticuerpos contra un agente infeccioso (Ej. VIH).

C) No se debe utilizar la nomenclatura numérica antigua (AB-I, A-Il, B-IIl, O-1V) debido a que:
- No define al grupo sanguineo y redunda en la designacion del mismo.
- No es utilizada en la literatura cientifica.
- Su uso confunde cuando debemos designar algin subgrupo ABO (Ej. Ao, Ag, Bs).

Abreviaciones
CPD-A: Citrato, fosfato, dextrosa, adenina

EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético

GR: Globulos rojos

ISPCH: Instituto de Salud Publica de Chile
IGIV: Inmunoglobulina intravenosa

LISS: Solucion de baja fuerza ionica

PBS: Buffer fosfato salino pH6.9a 7.2

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
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RECOMENDACIONES PARA LA
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Definiciones

Discrepancia ABQ: Cuando los resultados eritrocitarios (prueba globular) de la clasificacion sanguinea
ABQ no se complementan con los resultados séricos (prueba sérica). También cuando los resultados his-
toricos en un mismo paciente no concuerdan con la clasificacion actual.

Globulos rojos testigos ABO: corresponden a globulos rojos de fenotipos conocidos que se utilizan como
reactivos para evidenciar anticuerpos naturales del sistema ABO. En la prueba sérica de la clasificacion de
rutina se utilizan los GR A4 y B, mientras que para la evaluacion de discrepancias se deben agregar los GR
de fenotipo Ao y 0.

DESARROLLO

MUESTRA

La muestra preferente para realizar la clasificacion ABO es sangre completa con anticoagulante (EDTA,
citrato o CPD-A). Los globulos rojos deben ser suspendidos en PBS, LISS o plasma autélogo. Las mues-
tras para estudio deben ser procesadas inmediatamente o ser almacenadas a 4°C y las pruebas deben ser
realizadas en el menor tiempo posible, no excediendo las 72 horas desde su obtencion. Para todas las
condiciones, se deben sequir las especificaciones del fabricante del método o reactivos que se utilizan.

REACTIVOS

- Sueros clasificadores para técnicas en tubo o microplacas, o tarjetas de geles que contengan anti-A,
anti-B y anti-AB (opcional). Debido a la gran potencia de estos reactivos para aglutinar directamente a
sus antigenos respectivos, no es necesaria la utilizacion del suero anti-AB, el cual tiene su utilidad en
la clasificacion ABO para recién nacidos, en control de calidad y la resolucion de discrepancias para el
sisterna ABO.

- GRtestigos A1y B en la concentracion adecuada para cada técnica: tubo: 2-4%, microcolumna: 0,8-
1%, microplaca: 1-3%. De preferencia de procedencia comercial, 0 en su defecto, de fabricacion
propia en el laboratorio. Si la opcion es la Gltima, los GR testigos A4 y B deben ser controlados en su
aspecto (libre de hemolisis, coloracion alterada y codgulos) y evidenciar reacciones claras e inequivo-
cas (especificidad) para los antigenos que fueron fabricados. Debe existir un procedimiento documen-
tado que asegure la calidad de los reactivos de fabricacion propia, en base a referencias nacionales o
internacionales reconocidas por el Instituto de Salud Publica de Chile (ISPCH).

- Suero fisiol6gico, PBS o solucion diluyente recomendada para la técnica utilizada.

TECNICAS

Se recomienda la utilizacion de metodologias manuales, semiautomatizadas y automatizadas que utili-
cen tubos, microplacas o microcolumnas. La utilizacion de técnica en lamina para la clasificacion sangui-
nea ABO no se encuentra reconocida por el ISPCH, debido a lo siguiente:

e Eslatécnica menos sensible para clasificacion ABO, y por lo tanto presenta mayores errores.
e (Generalmente involucra solo la parte globular (directa) de la clasificacion ABO.
e No permite detectar discrepancias y subgrupos en la clasificacion ABO.

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

5




6

RECOMENDACIONES PARA LA
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Dado lo anterior, la técnica en lamina solo sirve para “reclasificar” y verificar el grupo sanguineo ABO
previamente establecido por una técnica en tubo, microplaca o microcolumna. En consecuencia, no debe
ser utilizada en la rutina'y no es reconocida para informar resultados en donantes, pacientes y en el Progra-
ma de Evaluacion Externa de la Calidad (PEEC) de Inmunohematologia del ISPCH.

PROCEDIMIENTO

I. CLASIFICACION SANGUINEA ABO DE RUTINA

Para lograr resultados confiables, sequros y de la calidad esperada, el profesional que realice la técnica
debe comprender el fundamento en el que se basa y debe realizar una lectura acuciosa del inserto de los
reactivos que se utilizardn y procedimientos operativos estandarizados (POEs) involucrados en el proceso,
para su cabal comprension, debiendo seguir rigurosamente todas las indicaciones establecidas en él. Esto
se debe realizar cada vez que se cambia un lote de un reactivo o se realiza alguna modificacion del méto-
do. Gon lo anterior, el laboratorio debe definir el procedimiento a realizar para la correcta aplicacion de la
técnica. A partir de las especificaciones de métodos, equipos y reactivos declarados en los insertos, y de la
bibliografia actualizada disponible en relacion a éstos, se debe desarrollar el POE, describiendo al menos: i)
requisitos de las muestras, ii) sistema de identificacion de muestras, iii) protocolos requeridos del método,
iv) técnica de visualizacion e interpretacion de los resultados, v) control de las condiciones ambientales y
de seguridad, vi) indicar los controles de calidad para asegurar los resultados de las técnicas, e vii) inter-
valo valido para informar resultados, viii) informe de resultados.

A modo de ejemplo se entrega el siguiente procedimiento tipo:

1. Numerar las muestras que se van a clasificar y centrifugarlas de acuerdo al tiempo estandarizado en la
centrifuga para obtener plasma.

2. Preparar en un tubo una suspension de los GR a tipificar en el diluyente definido, PBS o su propio
plasma. Esta suspension se debe preparar de acuerdo al inserto de la técnica a utilizar: Ej: Tubo: 2-4%,
Gel: 5%, Microplaca: 1-3%.

3. Acontinuacion, se detallan las reacciones que se deben realizar por muestra analizada:

Identificacidn Antisuero o

Muestra en concentracion adecuada

Determinacion de antigeno A en los GR
a la técnica usada g

anti-A (comercial)

Muestra en concentracion adecuada

B anti-B (comercial) 2 13 t6cnica usada Determinacion de antigeno B en los GR
AB anti-A,B Muestra en concentracion adecuada  Determinacion de antigenos Ay B en
(comercial) a la técnica usada los GR
GRA e GR testigos A1 Determinacion de anticuerpos anti-A en
plasma
GRB Muestra GR testigos B Determinacion de anticuerpos anti-B en

plasma

Cabe destacar, que en la clasificacion para recién nacidos so6lo se debe realizar la clasificacion globular
que incluye los 3 primeros reactivos (anti-A, anti-B, anti-A,B) agregando a esta clasificacion una prueba de
antiglobulina directa.

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
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4. Homogenizar y centrifugar de acuerdo a la calibracion de tiempo y velocidad de la centrifuga para la

lectura de la aglutinacion.

5. Observar la presencia 0 ausencia de aglutinacion y hemolisis de acuerdo a la técnica de lectura au-
tomatizada o manual 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:

Caracteristicas de la aglutinacion de acuerdo a la técnica utilizada

Intensmad ([ Score i]

Botdn Unico. Fondo claro. Sin células
libres.

Varios aglutinados de gran tamafio.
Fondo claro. Sin células libres.

Muchos aglutinados de mediano
tamafio. Fondo claro. Sin células
libres.

Numerosos aglutinados pequefios.
Fondo turbio por GR libres.

Aglutinacion escasamente visible.
Fondo turbio por GR libres.

Ausencia de aglutinacion

INTERPRETACION

Banda homogénea de aglutinados en la parte
superior de la columna.

Banda superior de aglutinado y desplazamiento
en la parte superior de la columna.

Aglutinados pequefios en la columnay a lo
largo de la columna.

Algunos aglutinados pequefios en la columna.

Escasos aglutinados de pequefio tamafio en la
columna.

Banda de GR al fondo de la columna, resto de
la columna sin aglutinados.

+

3+

2+

1+

10

La asignacion del grupo sanguineo debe realizarse de acuerdo a los resultados de la siguiente tabla:

0 0
+ 0
0 +
+ +

0 = No hay reaccion de aglutinacion

+ +
0 +
+ 0
0 0

= Intensidad de aglutinacion de cualquier tipo (4+, 3+, 2+, 1+)

AB

Cualquier otra combinacion de resultados constituye una discrepancia, la que deberd ser estudiada y
aclarada antes de informar el grupo sanguineo.

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

Actualmente existen multiples terminologias que se utilizan para informar los resultados de la clasifica-
cion ABO, no necesariamente todas de base correcta, pero que se han instaurado y se utilizan masivamente.
Ej: Grupo, grupo sanguineo, clasificacion ABO.

Dado que la clasificacion de grupo sanguineo, tal como la sefialan las distintas referencias nacionales
e internacionales, incluye el sistema ABO y el antigeno D del sistema Rh, la denominacion recomendada
del examen es:

CLASIFICACION ABO y RhD

(Ejemplos del informe de resultados son) A RhD negativo; O RhD positivo; AB RhD positivo, entre otros
segun corresponda.

Il. RESOLUCION DE DISCREPANCIAS Y ESTUDIO DE SUBGRUPOS ABO

Si se obtienen discrepancias en la clasificacion ABO en la que no concuerdan la prueba directa con la
inversa, o es dificil interpretar los resultados obtenidos por aglutinaciones débiles, positivas inesperadas,
doble poblacion, entre otros; se recomienda el siguiente orden para determinar la causas raices de la dis-
crepancias y acciones para su solucion:

- Repetir la clasificacion sanguinea ABO en la misma muestra y bajo las mismas condiciones anteriores.

- Siempre se deben revisar la historia clinica (diagndstico, medicamentos, transfusiones, resultados
inmunohematoldgicos anteriores) para buscar antecedentes que puedan ser la causa de las discrepan-
cias. De acuerdo a esta informacion se puede orientar la investigacion de las causas raices.

- Revisar los resultados obtenidos en la prueba autéloga, prueba de antiglobulina directa y deteccion de
anticuerpos por posible interferencia de auto o aloanticuerpos eritrocitarios.

- Revisar el comportamiento de los controles de calidad utilizados.
- Solicitar nueva muestra para repetir la clasificacion.

- Sise obtienen discrepancias asociadas a la prueba globular o directa, se sugiere lavar los GR en so-
lucion salina y repetir la prueba.

- Con estos primeros antecedentes se sugiere sequir lineas de investigacion dependiendo si la discre-
pancia se observa a nivel de la prugba globular o sérica (Anexo 1).

- Siladiscrepancia se resuelve, se recomienda realizar un chequeo final que constate la concordancia
de la informacion en la muestra, los tubos y las hojas de trabajo. Interpretar la clasificacion ABO e
interpretar los resultados.

Discrepancia globular-reacciones positivas inesperadas con anti-A o anti-B: Posibles causas
de discrepancias son presencia de un autoanticuerpo frio de alto titulo, hiperproteinemia, tratamiento con
inmunoglobulina intravenosa, gelatina de Wharton, fibrina, anticoagulante que interfiere con el examen,
entre otros. Las posibles resoluciones serian: repetir la determinacion ABO con GR lavados; en caso de
presencia de autoanticuerpos frios se deben lavar los GR con solucion salina a 37°C. Si se sospecha
de un fenotipo B adquirido, el principal antecedente va a ser la presencia de una infeccion bacteriana en
el paciente. En caso del fendmeno de poliaglutinacion se debe repetir la clasificacion utilizando sueros

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
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monoclonales. Si existe una PAD positiva con IgG, se debe realizar la clasificacion en células eluidas. Si
se sospecha de anticuerpos contra antigeno de baja frecuencia o dirigidos contra colorantes o drogas, se
puede solucionar utilizando antisueros de otro lote.

Discrepancia globular-reacciones déhiles (<3+) con anti-A o anti-B: Se debe comenzar por
investigar si la persona ha sido transfundida en los Gltimos 3 meses con componentes sanguineos no iso-
grupo. A su vez, es recomendable evaluar la presencia de aglutinacion de campo mixto, ya que, en ausencia
de transfusiones recientes, 1a causa de la discrepancia pudiese estar orientada a trasplante de progenitores
hematopoyéticos, hemorragia feto materna, subgrupos débiles (A3), expresion alterada de antigenos A y/o
B por enfermedad conocida, poliaglutinacion o quimerismo.

Discrepancia sérica-reacciones débiles (<2+) con GR A4 0 B: en estos casos se debe establecer
Si se trata de neonatos, ancianos 0 pacientes inmunosuprimidos en que la resolucion de la discrepancia
consiste en la utilizacion de métodos que incrementen la reactividad de los anticuerpos (incubacion en
frio). Si se trata de un paciente que ha recibido un trasplante de progenitores hematopoyéticos, la resolu-
cion se debe realizar considerando antecedentes historicos y 1a genotipificacion puede servir para clarificar
|a clasificacion sanguinea.

Discrepancia sérica-reacciones positivas inesperadas con GR Aq o B: Si el paciente es de
grupo A o AB, la causa mas probable de la discrepancia en el grupo inverso es la presencia del anticuerpo
anti-Aq. Otras causas pueden corresponder a la presencia de hiperproteinemia, autoanticuerpos frios o
aloanticuerpos frios (Anti-M, -N, -P1, -Lea). Si la investigacion de aglutininas frias revela que no se trata
de un aloanticuerpo clinicamente significativo, se puede realizar la prueba sérica de la clasificacion enti-
biando tanto muestras como reactivos a 37°C en un bafio termorregulado seco o0 himedo con temperatura
controlada. Si no se logra resolver la discrepancia, es conveniente repetir la prueba sérica con GR testigos
antigeno negativo para los aloanticuerpos frios.

En el Anexo 2 se resumen las causas mds frecuentes asociadas a las discrepancias en la clasificacion ABO.

CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Para los procesos de control de calidad de la clasificacion sanguinea ABO se deben seguir los proce-
dimientos descritos en el documento Recomendaciones para el control de calidad en técnicas seroldgicas
de inmunohematologia eritrocitaria.

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 algun programa de evaluacion externa de la
calidad, segun lo sefialan las normativas ministeriales.

Departamento Laboratorio Biomédico Nacional y de Referencia.
Instituto de Salud Pablica de Chile
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ANEXO 1.

Flujograma a seguir para la resolucion de discrepancias ABO.

/

/ L N\
(| Presencia discrepancia
N i

b

Repetir determinacion
con la misma muestra

Repetir determinacion con la misma
muestra y bajo las mismas condi-

¢ ciones del primer ensayo, pudiendo
sl N existir algun error en la ejecucion de
;Se resuelve? |a técnica.
o
-Revisar historia clinica, transfusional, - Si al revisar nuevamente muestras y
medicamentos y antecedentes reactivos utilizados, se evidencian re-
inmunohematolégicos _ sultados no conformes, se recomienda
-Revisar nuevamente muestras vy reactivos repetir todas las determinaciones de la
i corrida analitica donde se encontraba
Sl PN la muestra discrepante.
¢ Se resuelve?
/ - Revisar los resultados obtenidos de
NO otras pruebas inmunohematoldgicas
Solicitar nueva muestra realizadas a la muestra por posible
y repetir mterferenpla de auto o aloanticuerpos
gritrocitarios.

Sl /\
<¢Se resuelve?

e

Repetir determinacion
con GR lavados

sl 7
¢ Se resuelve?
% Analizar la discrepancia organizando
el estudio en base a lo siguiente:
Analizar la . .
discrepancia Dlscrepqnma glolblular.
- Reaccion positiva inesperada con
¢ anti-A o anti-B
Sl - Reaccidn débil (<3+) con anti-A o
anti-B

Discrepancia sérica

i - Reaccion positiva inesperada con
Interpretar e Derivar muestras al GRA1 0 GRB

informar Laboratorio de Referencia | | _peaccin débil (<2+) con GRAT 0 GRB

v
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ANEXO 2.

Causas mas frecuentes de las discrepancias detectadas en la clasificacion ABO.

Discrepancia globular Discrepancia sérica
Reacciones débhiles Reacciones extras Reacciones débhiles Reacciones extras

- Subgrupos ABO (Ap, A3, - Trasplante de - Paciente neonato o - Subgrupos ABO (grupo
entre otros). progenitores anciano. A0 AB con anti-Aq).
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- Aglutininas frfas.
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frecuencia.
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