Editorial

La posibilidad de que la transfusién sangui-
nea se pueda utilizar como terapia de apoyo
para un sinnOmero de padecimientos inicia
con el descubrimiento de los grupos sangui-
neos por Karl Landsteiner en 1900. Desafor-
tunadamente la epidemia del SIDA, durante
la década de los 90, modificé ostensiblemen-
te sus pardmetros para obtencién, estudio y
uso. De entonces a la fecha se han mejorado
de manera notable los estudios para aumen-
tar su seguridad y progresivamente se han
sentando las bases de la especialidad de Me-
dicina Transfusional. En la actualidad la colec-
cién, almacenamiento y estudio de la sangre
son procesos complejos que operan de ma-
nera muy parecida a la manufactura o pro-
duccién de cualquier tipo de fdrmaco. La Me-
dicina Transfusional es, por tanto, una
disciplina compleja con tecnologia médica
muy avanzada, que involucra a un sinnUmero
de especialidades no sélo médicas, sino tam-
bién de otros campos del conocimiento, las
cuales tienen repercusiones en el mundo de la
ciencia y la tecnologia, con sus respectivas im-
plicaciones éticas.

Conscientes de estos hechos, el grupo pro-
fesional médico y paramédico dedicados a
la transfusién en México, crea en el 2001 la
Asociacién Mexicana de Medicina Transfusio-
nal A.C., cuya misién es propiciar la capacita-
cién y actualizaciéon continua del personal in-
volucrado en la Medicina Transfusional por
medio de actividades educativas de alto ni-
vel, consensos y foros de discusién que permi-
tan el intercambio de ideas, el desarrollo cien-
tifico, tecnolégico y académico de sus
asociados, para poder elevar la seguridad
transfusional en México. Por tal razén, el ano

pasado la Mesa Directiva 2006-2008 de la
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Asociaciéon Mexicana de Medicina Transfusio-
nal A.C., inicié con gran entusiasmo y esfuer-
zo la publicacién del primer nimero de la
Revista Mexicana de Medicina Transfusional,
como Organo Oficial de la Asociacién Mexi-
cana de Medicina Transfusional A.C.

Para la Mesa Directiva actual y el Comité
Editorial dignamente dirigido por el Dr. Jorge
Espinosa Turcott, dar la continuidad con este
segundo nUmero representa un gran avance y
pretende a mediano plazo que la Revista se
constituya en el principal vehiculo de comuni-
cacién a nivel nacional e internacional de los
profesionales mexicanos y latinoamericanos,
dedicados a las diferentes ramas de la Medi-
cina Transfusional, logrando de esta manera
la posibilidad de transmitir sus experiencias,
logros, retos y proyectos con el reconocimien-
to y solidificacién de esta novel especialidad.

Hemos seleccionado para este nimero una
serie de articulos muy interesantes, relaciona-
dos con avances cientificos en el drea transfu-
sional, escritos por distinguidos cientificos na-
cionales, a los cuales les reiteramos nuestro
agradecimiento por compartir sus experiencias
y apoyo desinteresado. Asi mismo, agradece-
mos el trabajo del Comité Editorial y Cientifi-
co que es una parte vital de la integracién y
solidificacién de cualquier revista de divulga-
cién cientifica médica.

Por Ultimo, les invitamos a seguir colabo-
rando con sus articulos, logrando de esta ma-
nera la continuidad y periodicidad en la pu-
blicacién de nuestra Revista.

Dra. Amalia Gpe. Bravo Lindoro
Presidenta 2008-2010
Asociacidon Mexicana de Medicina
Transfusional, A.C.
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Aplicacion de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) en la
determinacion del antigeno Diego™
utilizando iniciadores de secuencia
especifica (SSP)

Martinez-Alvarez JC,* Alcaraz-Lépez JL,* Arrazola-Garcia A,*
Sudrez-Cruz A,* Pérez-Rodriguez M,** Rivera-Lépez R,*
Ambriz-Ferndndez R*

Resumen Abstract

The anti-Di® and anti-Di* antibodies are generally anti-
IgG type. They cause hemolysis post-transfusion and
hemolytic disease of the newborn from mild to severe.

Los anticuerpos anti-Di® y anti-Di° son generalmente IgG
que causan hemdlisis postransfusional y enfermedad
hemolitica del recién nacido que pueden ir desde leves
hasta muy severas. El anti Diego-b es un anticuerpo
pocas veces encontrado, reportado no més de 15 veces

The anti-Diego® is an antibody rarely found and re-
ported no more than 15 in world literature and the Blood

en la literatura internacional. En el Banco Central de
Sangre del Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS
se han detectado 4 casos en los Ultimos 10 afos. La
solucién que se presenta ahora con las nuevas tecnolo-
gias es estudiar a la poblacién por biologia molecular,
para lo cual contamos con dos donadores clasificados
Diego-b negativos, que servirdn de controles, y con 154
donadores fenotipados como Diego-a positivos, de los
que desconocemos su antigeno Diego-b y que serdn el
objeto de estudio de este trabajo. Las sondas de

Bank of National Medical Center Century XXI, IMSS, have
been detected 4 in the last 10 years. The solution is now
presented with new technologies to study the popula-
tion by molecular biology, for which we have two do-
nors classified Diego® negative controls, and we serve
with 154 donors phenotyped Diego® positive for these
we don’t know his Diego® antigen. Oligonucleotide
probes for the polymorphisms of Dil and Di2 were de-
signed according to the published sequence for human
chromosome 17 and the report made by the group of

Abreviaturas:

Di: Sistema Diego

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa
SSP: Iniciadores de secuencia especifica

*  Laboratorio de Histocompatibilidad y HLA, Banco Central de Sangre, IMSS, México, D.F.
** Unidad de Investigacién en Inmunologia, UMAE Hospital de Pediatria, IMSS, México, D.F.

6 Rev Mex Med Tran, Vol. 2, Nim. 1, pp 6-10 ¢ Enero - Abril, 2009


http://www.medigraphic.com/espanol/e1-indic.htm

Martinez Alvarez JC y cols. Determinacion del antigeno Diegob por PCR

oligonucleétidos correspondientes a los polimorfismos
de Dil y Di2 fueron disefadas de acuerdo a la secuen-
cia publicada para el cromosoma humano 17 y el re-
porte hecho por el grupo del Instituto de Medicina
Transfusional Ni Gang Xi Road de China.

Palabras clave: Acido desoxirribonucleico, reaccién
en cadena de la polimerasa, iniciadores de secuencia
especifica.

Introduccion

El primer anticuerpo anti Diego-b fue reporta-
do por Thompson y cols. en 1967 en un pa-
ciente latinoamericano politransfundido. Segin
estudio realizado por Grumbaun y cols.,? en la
poblacién mestiza de la ciudad de México la
frecuencia del antigeno Di® positivo es de 4.8 y
99.7% del Di®; en la poblacién caucésica el
antigeno Diego® es de alta incidencia y para
fines prdcticos se considera como 100%.
Forma parte de la banda 3 de la membrana
del eritrocito. Este sistema mantiene la integri-
dad celular por unién con la espectrina y es
mediador de intercambio de los aniones C.
Algunas de las anormalidades en la estructu-
ra de los eritrocitos se asocian con mutacio-
nes en el gen de la banda 3: ovalocitosis del
sudeste asidtico® y la resistencia de ellos a la
malaria,® esferocitosis autosédmica dominan-
te’ y acidosis renal de tibulos distales.®
Hasta ahora se conocen 17 antigenos de este
sistema (Cuadro 1)° y dos mds que no han sido
clasificados. Los anticuerpos anti-Di® y anti-Di®
son generalmente IgG que causan hemdlisis
postransfusional y enfermedad hemolitica del
recién nacido, y que pueden ir desde un grado
leve hasta uno muy severo. El anti Diego™® es un
anticuerpo pocas veces encontrado y reporta-
do, no mds de 15 veces en la literatura interna-
cional. En el Banco Central de Sangre del Cen-
tro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS se han
detectado 4 en los Ultimos 10 afos.
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the Institute of Transfusion Medicine Ni Gang Xi Road of
China.

Key words: Desoxirribonucleic acid, polymerase chain
reaction, sequence specific primers.

Los dos primeros casos fueron pacientes
politransfundidos y con anticuerpos que estu-
vieron activos més de 13 y 17 afos respecti-
vamente. Se corre el riesgo de confundir como
auto anti Sistema Rh/Hr los aloanticuerpos en
pacientes recientemente transfundidos que ten-
gan este anticuerpo.

Hasta ahora no se han encontrado anti-Kell
2 en nuestra poblacién, por lo que se debe
pensar primero en un anti-Diego® y no en el

Cuadro I: Antigenos del sistema Diego.

Namero Grupo Amino- Epitopo
ISBT* sanguineo  dacido Mutacién banda 3
010001 Di? 854 Pro Leu 7
010002 D 854 Pro 7
010003 Wr? 658 Glu Lis 4
010004 Wi 658 Glu 4
010005 Wd-® 557 Val Met 3
010006 Rb? 548 Pro Leu 3
010007 WARR 552 Tr lle 3
010008 ELO 432 Arg  Trp 1
010009 Wu 565 Gly Ala 3
010010 Bp* 569 Asn  Lys 3
010011 Mo? 656 Arg  Hys 4
010012 Hg 656 Arg  Cys 4
010013 Vg 555 Tyr Hys 3
010014 Sw? 646 Arg Gln 4
010015 BOW 561 Pro Ser 3
010016 NFLD 429 Glu Asp 3
010017 Jn? 566 Pro Ser 3
010018 KREP 566 Pro Ala
010019 Tra 551 Lys Asn
*Sociedad Internacional de Transfusion Sanguinea.
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«anti-cellano», como se catalogaron inicial-
mente estos 4 anticuerpos.

Es recomendable tener una base de datos
con la informacién de donadores de fenoti-
pos raros para resolver estos casos que pue-
den ser mds comunes de lo que pensamos,
pero que no los detectamos por faltar esta in-
formacion.

El problema al que nos enfrentamos es que
no hay antisuero comercial anti-Di® en ningu-
na parte del mundo y por lo tanto no es posi-
ble fenotipar a los donadores y pacientes para
este antigeno.

La solucién que se presenta ahora con las
nuevas tecnologias es estudiar a la poblacién
por biologia molecular,'® para lo cual se con-
té con dos donadores clasificados Diego™
negativos que sirvieron de controles.

Este primer estudio abre la puerta a las po-
sibilidades de trabajar por métodos molecu-
lares otros sistemas que estdn implicados en
reacciones transfusionales en pacientes poli-
transfundidos y con diagndstico de anemia
hemolitica con Coombs directo positivo, a los
gue no es posible realizar los fenotipos eritro-
citarios por la mezcla de células transfundi-
das y anticuerpos pegados a los eritrocitos;
en estos pacientes es muy dificil dilucidar si la
hemolisis es causada por autoanticuerpos o
por aloanticuerpos y al transfundir sangre po-
tencialmente compatible in vitro puede poner
en peligro la integridad del paciente por
aloanticuerpos no clasificados. Para resolver
estos problemas que muchas veces son muy
complicados se podrén realizar los fenotipos
por métodos moleculares de los sistemas Rh/
Hr, Duffy y Kidd, que son los mds peligrosos,
cuidando asi al 100% a nuestros pacientes
politransfundidos, como también a los de
trasplante de médula 6sea con terapia trans-
fusional previa y a los que es necesario reali-
zar sus fenotipos para llevar a cabo trasplan-
te alogénico.

Material y métodos

El grupo sanguineo Di (Diego) se determind
utilizando suero comercial policlonal anti-Dic
(Gamma-Biologicals, Houston, Tx.) para los
controles Di.

Determinacién del genotipo utilizando PCR-
SSP (Reaccién en cadena de la polimerasa con
iniciadores de secuencia especifica): Antes de
1995, se asignaron 2 pares de antigenos an-
titéticos para el sistema Di, el Dia (DI1) y Dib
(DI12) (Figura 1).

Las sondas de oligonucleétidos fueron di-
senadas de acuerdo a la secuencia publica-
da para el cromosoma 17 (GeneBank) (Cua-
dro ll). La PCR inicial se realizé6 con 1 uL de
DNA muestra, 1 uL de la enzima Tag DNA
polimerasa y 8 ulL de mezcla o master mix para
tipificar Di (Tris-HCI, MgCl2, dNTP’s y cada
uno de los iniciadores forward y reversa). Se
sometieron al estudio dos pacientes para los
controles positivos, los cuales son Di® y con-
troles negativos de donadores Di. Las mues-
tras se llevaron a 30 ciclos de PCR en un fer-
mociclador. Seguidos de una extensién final,
los productos de PCR fueron analizados por
corrimiento electroforético en un gel de aga-
rosa al 2%, tenidos con bromuro de etidium,
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Figura 1. Disefo de los iniciadores.
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Cuadro Il. Iniciadores utilizados para genotipificacién de Di.

Posicion del Mezcla de Alelo Tamano del
Inciador Secuencia (5'-3") nucleétido* iniciadores detectado  producto pb
F1 GGTCACGTCGCTCAGCGG 137075-137092 F1/AR Di1 276
F2 GTGCTGGCGTGTGATAGGC 137212-137230 F2/AR Dit 139
AR CAGGGCCAGGGAGGCCA 137350-137334
BF GGTCGTCGAAGTCCACGCC 137317-137334 BF/R Di 2 129
R CCAGGCAGCCACTCACAC 137444-137427
HGHF GCCTTCCCAACCATTCCCTT 893-912 HGHF/HGHR HGH 427
HGHR TCACGCATTTCTGTTGTGTTTC 1319-1298

*Datos del Gene Bank

para finalmente ser observados con luz ultra-
violeta.

Resultados

Las amplificaciones fueron de acuerdo a los
iniciadores utilizados y las bandas de di-
chos productos se pudieron determinar visi-
blemente en los corrimientos electroforéticos
(Figura 2); las bandas se compararon con los
marcadores de peso molecular; el tamano de
los productos pudo ser establecido de acuer-
do al marcador de peso molecular, siendo
estos productos de 139 para DIT y 129 para
DI2 en pares de bases; la especificidad y sen-
sibilidad del método molecular basado en la
secuencia especifica de iniciadores por PCR
fue la esperada de acuerdo a lo observado y
a lo publicado por otros grupos de trabajo.
La determinacién de la PCR-SSP duré 4 horas
a partir de la obtencién del DNA.

Discusion

El problema al que nos enfrentamos es que
no hay antisuero comercial anti-Dib en ningu-
na parte del mundo y por lo tanto no es posi-
ble fenotipar a los donadores y pacientes para
este antigeno.
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Figura 2. Gel de agarosa al 2%. Corrimiento electroforético.

Este estudio abre la puerta a las posibilida-
des de trabajar por métodos moleculares otros
sistemas que estdn implicados en reacciones
transfusionales en pacientes politransfundidos
y con diagnéstico de anemia hemolitica con
Coombs directo positivo, a los que no es po-
sible realizar los fenotipos eritrocitarios por la
mezcla de células transfundidas y anticuerpos
pegados a los eritrocitos; en estos pacientes
es muy dificil dilucidar si la hemdlisis es cau-
sada por autoanticuerpos o por aloanticuer-
pos y al transfundir sangre potencialmente
compatible in vitro puede poner en peligro la
integridad del paciente por aloanticuerpos no
clasificados. Para resolver estos problemas que
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muchas veces son muy complicados se podrdn
realizar los fenotipos por métodos molecula-
res de los sistemas Rh/Hr, Duffy y Kidd, que
son los mds peligrosos, cuidando por conse-
cuencia al 100% a nuestros pacientes poli-
transfundidos, asi como a los de trasplante de
médula ésea con terapia transfusional previa
y a los que es necesario realizar sus fenotipos
para llevar a cabo trasplante alogénico. Este
método resulta barato y rdpido y puede reali-
zarse a gran escala.

Conclusion

La realizacién de métodos moleculares aplica-
dos a la inmunohematologia abre la posibili-
dad de resolver problemas transfusionales en
pacientes a los cuales no se les puede clasificar
aloanticuerpos por métodos convencionales.

La realizaciéon de metodologias basadas en
la biologia molecular resulta barata y rdapi-
da, tomando en cuenta su alto grado de sen-
sibilidad y especificidad.

Este primer estudio abre la puerta a las po-
sibilidades de trabajar por métodos molecu-
lares otros sistemas que estdn implicados en
reacciones transfusionales en pacientes poli-
transfundidos y con diagndstico de anemia
hemolitica con Coombs directo positivo. Se
podrdn realizar los fenotipos por métodos
moleculares de los sistemas Rh/Hr, Duffy y
Kidd, que son los mds peligrosos en los servi-
cios de transfusiéon, y el contar con los inicia-
dores disefiados baja el costo de este tipo de
pruebas, ademds de poder realizar este estu-
dio a gran escala, optimizando reactivos y

10

tiempo con la certeza de tener un resultado
répido y preciso.
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Sistema Rh como marcador evolutivo

Héctor A Baptista Gonzdlez,*** Fany Rosenfeld Mann,* Rocio Trueba

Gbémez*

Resumen

Las proteinas del Rh en el humano constituyen el siste-
ma eritrocitario mds polimérfico que existe. Consta
aproximadamente de 48 antigenos y el antigeno Rh D
presenta mdés de 30 epitopes distintos. Se conocen por
lo menos 100 haplotipos, pero hay muchisimos mds
fenotipos similares coexistiendo con diferentes alelos.
En su propuesta filogenética, el gen RHD presenta cua-
tro principales racimos: euroasidtico RHD, racimo DAU,
racimo de la variante D, débil tipo 4, y racimo DIVa
(Cuadro 1). En esta revisién se describen, brevemente,
los aspectos filogenéticos mds relevantes reportados a
la fecha en términos del acompafamiento entre la evo-
lucién de la vida, los genes y proteinas del Rh.

Palabras clave: Proteinas Rh, antigenos, genes, sis-
tema eritrocitario.

En el inicio de la vida

La familia Rh contiene un gran ndmero de ho-
mélogos que conforman una rama Gnica en
el dominio de las células eucariotas. El origen
antiguo y su amplia distribucién implican un
papel central de las diferentes proteinas del
Rh para mantener las condiciones homeosta-
ticas y funcionales celulares. Los genes homo-

*

%k

Hematologia Perinatal. Instituto Nacional de Perinatologia.
Medicina Transfusional y Banco de Sangre. Médica Sur.

Abstract

In the human body the Rh proteins system, has the most
important polimorphism that can exist. It has clossely 48
antigens and the Rh D antigen system, presents more
than 30 different epitopes. It know about 100 haplotypes,
but there are anymore, at the same time with many
fenotypes but with different alels. In own theory the RhD
gen, presents four differents trees: euroasiatic RHD tree,
DAU tree, variant D and DIVa tree (Table 1). We describe
the most important phylogenetic aspects. By genes and
Rh proteins.

Key words: Rh proteins, antigens, genes, erythrocytic
system.

logos del RH, son el RHAG, RHBG, RHCG vy
RH30, asi como RHP1 y RHP2. La expresion
de la proteina RhP2 ocurre en las algas ver-
des y la estrella de mar. El RhP1 se presenta en
el pez cebra y en la rana, mientras que el res-
to de las proteinas se encuentran en organis-
mos desde el pez cebra, la rana, las aves, has-
ta los mamiferos primates y el hombre. Los
genes primitivos del Rh varian ampliamente
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Cuadro I. Racimos filogenéticos del gen RHD y sus alelos representativos.

Racimo Alelos de RHD
DIVa Ccdes. DIVa. DIl tipo 4, Dlll tipo 5
D-débil tipo 4 D-débil tipo 4.0. D-Débil tipo 4.1. DAR. D-débil tipo 4.2.1. D-débil 4.2.2. RHD(T201R;F223V).

RHD(F223V). DOL, RHDy

DAU DAU4. DAU3. DAUO. DAU1. DAU2

D Euroasiatico

RHD (in cDe). RHD (W 16X). D-débil tipo 1. DVII, DVI tipo 3. RHD (in Cde). RHD deleido

(in CDE). RHD deleido (in cE). RHD (in cDE). DVI tipo 1, DHMI. D-débil tipo 2. RHD-CE(4-7)-D

en el disefio de sus intrones y exones; en los
mamiferos muestran un disefio similar en su
organizaciéon gendémica. La comparacién de
secuencias revela un consenso de 12 caracte-
risticas transmembranales de la familia del Rh.'

La separacién entre los genes RH y RH50,
ocurrié hace aproximadamente 510 millones
de anos, en el Periodo Cdmbrico.? La evolu-
cién de la familia de los genes del RH pre-
senta dos eventos mayores de duplicacién.
El primero ocurrié hace aproximadamente
250-346 millones de afos, y originé los ge-
nes RH50 y RH30, mientras que el segundo
ocurrié hace mds o menos 8.5 (5.1-12) mi-
llones de afos y fue la generacién de los ge-
nes RHD y RHCE,® en un antecesor comin a
los primates. Este evento coincide con la apa-
ricién en esas especies de la mutacién G por
T en el gen RH50 que generd un codén de
paro del trascrito correspondiente. Esto con-
dujo a que el dominio citoplasmético de la
proteina Rh50 se acortara més de lo encon-
trado en el orangutdn y otros primates tem-
pranos.?

Debido a que el gen RH expresa las protei-
nas del sistema Rh, pero no la proteina Rh50,
que es la mds conservada de las del Rh, la
tasa evolucionaria del gen RH50 es 2.6 veces
més lenta que en el gen RH30; esto implica
que la proteina Rh50 tiene el significado fun-
cional de una proteina con distancia evoluti-
va entre la esponja y el humano.

El gen RH50 humano presenta una homo-
logia del 46 y 39% con sus antecesores RHAG
de los nematodos y esponja marina, respecti-
vamente.

Presencia en organismos unicelulares
primitivos

Las proteinas del Rh son homdlogas a las protei-
nas transportadoras de amonio (Amt). La eviden-
cia fisiolégica y estructural muestra que las pro-
teinas Amt son canales para el NH_, pero el
sustrato de las proteinas del Rh lo son para el CO,,
como ocurre en el alga verde o para NH,/NH,,
como ocurre en las células de mamiferos. Final-
mente, el Rh se separbé de Amt mediante un salto
que ocurrié en especies arcaicas, que las llevd a
funciones distintas. La duplicacién del antecesor
del Rh es una sefal de especializacién que con-
duce a nuevas funciones y subfunciones de la fa-
milia del Rh. Las proteinas Rh y Amt coexisten en
microorganismos y ofros invertebrados, pero no
en los hongos, plantas vasculares o vertebrados.*

La duplicacién del gen RH fue muy evidente
en los vertebrados, mientras que las proteinas
epiteliales RABG/RhCG presentaron una fuerte
presién de purificaciéon. La identificacién bio-
quimica y expresién epitelial de las proteinas
RhBG y RhCG en tejido de mamiferos como ri-
Adén, higado, piel, testiculo y cerebro, sugieren
una relacién evolutiva con la familia de las pro-
teinas del Rh, como transportadores en la ho-
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meostasis del amonio. La proteina eritroide
Rh30 y el RhAg (Rh50) experimentaron diferen-
tes episodios de seleccién positiva en cada una
de sus etapas evolutivas en ciertos momentos,
en ciertos codones. Estos cambios en la evolu-
ciéon adaptativa llevaron al aumento de la re-
lacién superficie/volumen del eritrocito bicén-
cavo y esto facilité la difusidon de gases, como
una senal de ganancia en especializacién, a
diferencia de las proteinas Amt, en el trans-
porte de CO,/HCO,, con un importante pa-
pel en la regulacién del pH sistémico.*

Los genes del RH en el suborden
anthropoidea

Los dos genes del Rh, RHD y RHCE, son alta-
mente homélogos, probablemente promovi-
do por el intercambio genético (doble entre-
cruzamiento o conversiéon de genes). Esto ha
quedado demostrado a nivel gendédmico del
gen RHD, el cual codifica variantes cualitati-
vas de RhD, que codifican a los alelos de baja
frecuencia del gen RHD, los cuales muestran
simultdéneamente los mismos cambios en los
exones correspondientes del gen RHCE. La
evidencia sefiala que los cuatro alelos princi-
pales del gen RHCE se derivan del recambio
intergénico y recombinaciones interalélicas
que se presentaron en antecesores comunes
al resto de los primates. En el humano, el ejem-
plo caracteristico es el reemplazo en el exén 2
del RHCE por su contraparte del RHD, llevan-
do a la aparicién del alelo que codifica al
antigeno C.

En términos evolutivos, sélo tres especies de
primates contienen més de un gen del RH:
chimpancé, gorila y el humano. Es decir, los
genes del RH experimentaron una serie de
eventos complejos de recombinacién en un
ancestro comdn al humano, chimpancé, gori-
la, monos del viejo y nuevo mundo.® El evento
mds distintivo es la insercién del elemento Alu-

Sx en el intrén 4 de los genes RH. El gorila
posee dos tipos de intron 3 del RH (el intrén
RHCE 289 pb es mayor que el intréon 3 del gen
RHD) y dos tipos de intrén 4 (intrén 4 RHCE
654 pb es mds largo que el intrén 4 del RHD).
Es decir, el elemento Alu-Sx, estd presente en
los humanos en el gen RHCE intrén 4.¢ El gen
RHD humano difiere del gen RHCE por la au-
sencia del Alu-Sx.> Adicionalmente, el exén 7
presenta una tasa evolucionara de sustitucio-
nes en el humano, que fue introducida des-
pués de la duplicacién.?

El gen RHCE codifica para los polipéptidos
que presentan a los antigenos C, ¢, Ey e. Com-
parando los alelos RhC y Rhe, hay diferencia
en seis nucleétidos, cuatro de los cuales resul-
tan de la sustitucién de aminodcidos en los
polipéptidos correspondientes (W16C exén 1
C178A,_A203G y C307T), que conducen a
L60I, N68S y P103S, respectivamente. En pri-
mates no humanos se sugiere que sélo P103S
es critica para la expresién de Rhc, que es un
sitio polimérfico extracelular. Para la expresién
del antigeno C, esta situacién es mds comple-
ja, pues aunque P103S es critica, también lo
es W16C.

La evolucion del género homo

El origen del hombre ocurrié en Africa, pre-
sentando caracteristicas de desarrollo distin-
tivas que le permitieron adaptarse al medio
ambiente. De los primates prehumanos Aus-
tralopitecus, se tiene registro fésil de su exis-
tencia desde hace mds de 4 millones de anos;
éstos fueron evolucionando en etapas sucesi-
vas hasta hace aproximadamente un millén
de afos, cuando aparecié una de sus Gltimas
especies: el Australopitecus/Paranthropus ro-
bustus. Los antecesores de los primates huma-
nos, a la fecha identificados en el Homo ru-
dolfensis, vivieron hace aproximadamente 2.5
millones de afos y el Ultimo pariente evoluti-
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vo, pero no directo del hombre fue el H. nean-
derthalensis, que existié hace aproximadamen-
te 330-100,000 afos. Nuestra especie, Homo
sapiens se dispersé en los Ultimos 50-100 mil
afos, como resultado de la acelerada evolu-
cién en la complejidad tecnolégica, econé-
mica, social y conducta cognitiva de ciertos
grupos H. sapiens africano que permitieron la
expansiéon demogrdfica favorable.” El andlisis
filogenético sugiere que los alelos de los gru-
pos sanguineos A y B son antiguos, con diver-
gencia de al menos 3 millones de afos, mu-
cho antes del establecimiento de la agricultura,
como pregonan la teoria de grupos sangui-
neos y tipo de alimentacién.

Los primeros pobladores de América

El conocimiento de cudndo y cémo llegaron
los primeros pobladores americanos es un
tema de teorias variadas, que incluye las mi-
graciones sucesivas de tribus del norte de Asia
por el estrecho de Bering (Beringia), desde hace
mds de 30,000 anos; también aquéllas a tra-
vés de la costa de Alaska, de migrantes del
sudeste asidtico e inclusive de las islas del norte
del continente australiano, hace mds de
10,000 anos, pero también de grupos que
abordaron directamente la costa oeste del
hemisferio norte del continente y de los gru-
pos polinesios que llegaron hacia la costa
atldntica de Sudamérica e inclusive hay evi-
dencias de emigracién negra en Sudamérica
de hace aproximadamente 11,500 afos. Esto
sin dejar de mencionar el acceso de grupos
nérdicos por la Peninsula del Labrador. Me-
diante el estudio del DNA mitocondrial se sabe
que los indigenas americanos provienen de
una reserva genética comin dominante, con
combinacién de intensidad variable de mas
de una mezcla (migracién) asidtica. Es intere-
sante que los restos 6seos de la mujer del Pe-
noén (localizado en la zona del Perién de los
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Baros, en la ciudad de México), no tenga ras-
gos mongoloides.

Diversos estudios de morfologia craneofa-
cial han demostrado claras diferencias entre los
modernos indigenas americanos y los pobla-
dores del Este de Asia, donde supuestamente
son descendientes los primeros americanos.
Recientemente se han encontrado evidencias en
México,® a partir de restos humanos fechadas
en el pleistoceno tardio al holoceno temprano.
Los resultados iniciales tienden a demostrar la
asociaciéon entre los primeros pobladores de
México, con los paleoamericanos de Brasil o
Colombia, pero sin semejanza con los indige-
nas americanos modernos, generando la hipé-
tesis de que los paleoamericanos (no descen-
dientes de las tribus migrantes del noreste
asidtico) entraron inicialmente a América por
el continente y luego se dispersaron de Norte a
Sudamérica. Es interesante la importancia que
ha cobrado la participacién de los grupos po-
linesios en la poblacién de América. En la Isla
de Pascua hay evidencia de su origen poline-
sio, pero con evidencia de contribucién de ge-
nes de Sudamérica.’

El origen de la humanidad residié en el
continente africano y de ahi, mediante una
serie de eventos moleculares, de recombina-
ciones y mutaciones puntuales, se generaron
evolutivamente los demds fenotipos. Asi, el
fenotipo ancestral es cDe (Ro) y por ende mds
frecuente en la poblacién negroide (> 60%),
que en la asidtica, europea o mesoamerica-
na. Mediante un evento de recombinacién no
reciproca de secuencias del ex4n 2 de RHD
hacia el alelo ce del gen RHCE se formé el
haplotipo CDe (R1), frecuente en la pobla-
cién asidtica, pero también en la mesoame-
ricana. Mediante un evento de mutacién pun-
tual en el alelo ce, se generé el haplotipo cDE
(R2), frecuente en Mesoamérica y en menor
medida en el resto de poblaciones. Finalmen-
te estd el fenotipo CDE (Rz), comdn en pobla-
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Figura 1. Evolucién de los haplotipos del sistema Rh en diferentes grupos poblacionales.

cién asidtica, seguido de la mesoamericana
y extremadamente raro en europeos y negros
(Figura 1).

Los indigenas mesoamericanos

Existen al menos dos teorias sobre el origen
de los grupos que conformaron la sociedad
azteca o mexica. La primera sefala que los
aztecas provienen de la reorganizacién social
de los grupos indigenas previamente asenta-
dos en el Valle de México después de la caida
de los centros y ciudades mds importantes del
Periodo Cldsico (Teotihuacdn, Tollan), mientras
que la segunda senala que el reemplazo de
la poblacién del Valle de México ocurrié por
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grupos migrantes provenientes del norte. Sin
embargo, los cambios de morfometria facial
y craneal de los restos humanos aztecas ocu-
rrieron en la transicién del Periodo Cldsico a
Postcldsico. Es decir, que ya se encontraban
desde el inicio del Postcldsico y sin presentar
un patréon de pobladores del norte de Meso-
américa. Mds aun, la fuente de poblacién
para los grupos del Postcldsico podria situar-
se en alguna parte de Mesoamérica Occiden-
tal, puesto que los grupos del Norte de Méxi-
co y mesoamericanos del Periodo Preclésico
y Cldsico son claramente divergentes unos de
otros. La semejanza entre los grupos del Pre-
clasico y del Cldsico y éstos de Aridoamérica
podria reflejar el patrén genotipico caracte-
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ristico de los grupos que inicialmente coloni-
zaron Mesoamérica.’

El mestizaje

Durante los ¢ltimos 5 siglos, tres poblaciones
mds o menos diversas: amerindios (un grupo
relativamente homogéneo derivado de la
poblacién asidtica), europeos (mayormente
espafioles y portugueses) y africanos (que fue-
ron traidos como esclavos), entraron en con-
tacto, interactuaron y se mezclaron. Los datos
muestran que casi toda la poblacién mestiza
es dihibrida o trihibrida. Esto significa que el
mestizaje es el principal agente microevolucio-
nario en la mezcla de genes del mexicano.'
Los indigenas mesoamericanos actuales pre-
sentan caracteristicas generales predominan-
tes en términos de grupos sanguineos: son ABO,
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predominantemente O, RhD, Cellano (k), Fya y
Dia. La presencia de los antigenos Lutheran y

Kp sugiere que el ambiente pudiera haber con-
tribuido a la seleccién en estos grupos pobla-
cionales.'? Es dificil estudiar a grupos indige-
nas sin intercambio de genes con grupos
mestizos. Sin embargo, se tiene la experiencia
de diferentes autores que han estudiado el fe-
notipo del sistema Rh en poblaciones indige-

nas contempordneas. De ello resaltan la extre-
madamente baja prevalencia de la condicién
Rh negativo, invariablemente menor a la uni-
dad porcentual. Mediante el empleo de la cla-
sificacién linguistica se han estratificado cua-
tro regiones de los indigenas mesoamericanos,
compilados por Lisker' y que al compararse
con una muestra de mestizos donadores de
sangre en un estudio llevado a cabo por nues-
tro grupo de trabajo, se puede observar que
los fenotipos CCDee, CcDEe, CcDee, ccDEe,
ccDEE, estdn incluidos dentro de los cinco mds
frecuentes en la poblacién indigena y en la
mestiza. Los fenotipos que presentan una fre-
cuencia global menor al 5%, denominado de
baja frecuencia, muestran una amplia variabi-
lidad para cada grupo indigena como una
evidencia de mestizaje (Cuadro II).

El mexicano actual

La frecuencia alélica de los polimorfismos de
distintos locus de HLA entre las poblaciones
de diversas ciudades de la repUblica muestra
una distribucién relativamente homogéneaq,
con variaciones menores.'* En términos de
composicién genética, la poblacién mestizo-
mexicana muestra una contribucién genética

Cuadro II. Frecuencia fenotipica en diversos estratos indigenas y mestizos en la Repiiblica Mexicana.

Baptista Macromixteco Mixes Macronahua Macroyuma Macromaya
Grupos (n 5,271) (n 733) (n 128) (n 915) (n 737) (n 968)
CCDee 27.6 (1) 27.3 (2) 37.1 (1) 32.6 (1) 29.8 (2) 23.1 (2)
CcDEe 26.6 (2) 34.7 (1) 33.7 (2) 30.8 (2) 35.9 (1) 41.6 (1)
CcDee 24.3 (3) 6.6 (5) 0.0 7.4 (4) 14.3 (3) 5.2 (5)
ccDEe 10.8 (4) 6.1 (6) 2.2 (5) 4.7 (6) 6.5 (4) 5.7 (4)
ccDEE 5.7 (5) 11.2 (3) 19.1 (3) 14.3 (3) 6.1 (5) 17.8 (3)
ccdee 3.5 (6) 0.3 (10) 0.0 1.7 9) 1.6 (9) 0.2 (10)
CCDEe 3.1(7) 8.2 (4) 5.6 (4) 5.2 (5) 2.9 (6) 3.6 (6)
ccDee 0.9 (8) 1.0 (9) 0.0 2.0 (8) 2.3 (7) 1.4 (7)
CcDEE 0.9 (9) 4.0 (7) 2.2 (6) 2.7 (7) 1.6 (8) 1.4 (8)
CCDEE 0.1 (10) 4.0 (8) 0.0 0.5 (10) 0.8 (10) 0.8 (9)
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predominantemente espafnola-europea (50-
60%), amerindia (37-49) y africana (1-3%),
demostrando un origen pluriétnico de la po-
blacién.

Esta poblacién ha sido ampliamente anali-
zada, aunque existen abundantes reportes en
la literatura nacional; probablemente la ciu-
dad de México refleja la mayoria de la pobla-
cién.'>17 Se estiman contribuciones de 41% eu-
ropea, 56% amerindia y 3% africana. Sin
embargo, en la costa del Caribe, la contribu-
cién africana aumenta; en Veracruz alcanza
26%, y en Tamiahua, en el mismo estado de
Veracruz, el valor estimado es de 40%, similar
a lo observado en paises africanos (Cuadro Ill).
Es en la poblacién del Valle de México, con toda
su riqueza étnica, donde se han efectuado di-
versos estudios sobre frecuencia fenotipica a lo
largo de los Ultimos 30-40 afos.'®'? Nuestro
grupo de investigacién también ha llevado a
cabo esta actividad con tamafos muestrales
significativos. Los resultados para la poblacién
del Valle de México no son diferentes en térmi-
nos de que las combinaciones alélicas R1/R1 y
R1/R2, son las mds frecuentes. Sin embargo,
aparecen los efectos del mestizaje, pues el ale-
lo cde (r) es mds comin que lo reportado para
poblaciones amerindias (Cuadro IV). En la
identificaciéon genotipica basada en secuencias

del gen RHC se emplean los polimorfismos del
exén 1 (v. gr. G48C), un inserto de 109 bp del
intrén 2 (Gnicamente expresado, en RHC). Mien-
tras que para el gen RHc, se emplean los poli-
morfismos del exén 2. Sin embargo, las secuen-
cias del RHCE pueden variar de acuerdo al
origen étnico de la poblacién estudiada. En po-
blacién blanca con el alelo RHc, ocurre princi-
palmente por la mutacién G48C y muy even-
tualmente el alelo RHce ocurre con G48C. En
poblacién negra la mutacién G48C en el exén
1 del alelo RHc, en ausencia del alelo RHC, se
presenta con frecuencia del 41.9-67.3%. La
complejidad entre fenotipos similares pero di-
ferentes alelos, asi como las diferencias mues-
trales explican cémo las frecuencias alélicas en
poblaciéon de la ciudad de México son relati-
vamente similares en la muestra de sujetos Rh
positivo, pero distinta en el caso de los sujetos
Rh negativo (Cuadro V).

Finalmente, estas diferencias en las frecuen-
cias fenotipicas y alélicas, indican la necesi-
dad de recolectar la informacién nacional y
adicionar los estudios genotipicos y poder
caracterizar, en su mayor aproximacién posi-
ble, a la poblacién mexicana, pluriétnica y
pluricultural, relativamente similar en la mues-
tra de sujetos Rh positivo, pero distinta en el
caso de los sujetos Rh negativo (Cuadro V).

Cuadro Ill. Compilacién de la distribucién de antecedentes étnicos.

Ubicacién Negro-Africano (%) Amerindia (%) Europea (%)
Tlaxcala, Tlaxcala 30 59 11
Veracruz, Ver 26 39 35
Tamiahua, Ver 40 31 29
Le6n, Guanajuato 8.0 51 41
Meérida, Yucatan 6 51 43
Oaxaca, Oaxaca 2 68 30
Saltillo, Coahuila 3.0 52 45
Puebla, Puebla 11 56 33
Ciudad de México 3.0 56 41
Promedio 14.3 51.4 34.5
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Cuadro IV. Comparacion de frecuencias fenotipicas para individuos Rh positivo y Rh en diferentes estudios.

Autor

Rh positivo Tiburcio Grunbaum Lisker Long Baptista
Fenotipo (n 431) (n 1170) (n 2608) (n 570) (n 5707)
CCDee 0.255 0.277 0.283 0.239 0.275

CcDEe 0.237 0.270 0.373 0.223 0.259

CcDee 0.267 0.184 0.068 0.271 0.244

ccDEe 0.128 0.078 0.053 0.144 0.104

CCDEe 0.023 0.039 0.044 0.023 0.026

ccDEE 0.065 0.072 0.140 0.065 0.062

CcDEE = 0.040 0.024 0.005 0.011

ccDee 0.025 0.016 0.007 0.028 0.018

CCDEE = 0.024 0.008 0.002 0.001

Rh Negativo

Fenotipo (n 43) (n 42) (n 8) (n 49) (n 2,559)
ccdee 0.930 0.761 1 0.918 0.925

CCdEE = 0.095 0 = 0.001

ccdEe 0.023 0.048 0 = 0.022

Ccdee 0.047 0.048 0 0.082 0.046

CcdEe - - - - 0.005

ccdEE = 0.048 = - < 0.001

CCdee - - - - < 0.001

Rh positivo Rh negativo
Autor C c E E Autor C C E e
Tiburcio (431) 0.530 0.470 0.259 0.741 Tiburcio (43) 0.023 0.977 0.012 0.988
Grunbaum (1,170) 0.587 0.413 0.329 0.671 Grunbaum (42) 0.119 0.881 0.166 0.833
Lisker (2,608) 0.594 0.406 0.407 0.593 Lisker (8) 0 1 0 1
Long (570) 0.513 0.487 0.266 0.733 Long (49) 0.041 0.959 0 1
Baptista (5,707) 0.559 0.441 0.269 0.731 Baptista (2,559) 0.027 0.973 0.015 0.985
Referencias 4. Peng J, Huang CH. Rh proteins vs Amt proteins: an organis-

mal and phylogenetic perspective on CO, and NH3 gas chan-
nels. Transfus Clin Biol 2006; 13: 85-94.
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Resumen

La validacién y verificacién son una serie de activida-
des indispensables de la fase preanalitica que forman
parte del aseguramiento de la calidad e impactan en
el resultado, que desde la perspectiva del laboratorio
clinico se realiza en un examen solicitado y estos con-
ceptos estdn migrando a los Bancos de Sangre,
impactando en la calidad de los productos sangui-
neos y resultados del paciente o disponente. La vali-
dacién permite confirmar, mediante el andlisis y evi-
dencia objetiva, el cumplimiento de las especificacio-
nes de desempeno del método o equipo, mientras que
la verificacién es la comparacién de los resultados del
método en las mismas condiciones del propio Banco
de Sangre contra el método del fabricante. Se presen-
tan los requisitos para la validacién que incluye:
Linealidad (intervalo analitico), precisiéon, veracidad,
limite de deteccién, selectividad, sensibilidad analiti-
ca, intervalo de trabajo, especificidad analitica e incer-
tidumbre. En la verificacién, el laboratorio debe eva-
luar: Linealidad (intervalo analitico), precisién, veraci-
dad e incertidumbre.

Palabras clave: Sistemas de gestién de calidad, control
de calidad, Banco de Sangre, acreditacién, certificacién.

Medicina Transfusional y Banco de Sangre. Médica Sur.

Abstract

Validation and verification of methods of a laboratory
applied to Blood Bank. The validation and verification
are a series of indispensable activities on pre-analytical
phase that comprise the securing of quality and hit in the
result, that from the point of view of the clinical labora-
tory is in an asked for examination and these concepts
are migrating to a Blood Bank, hitting on blood products
quality and results of the patient or arranger. The valida-
tion allows to confirm by the analysis and demonstrates
objective, the fulfillment of specifications of performance
of the method or equipment, whereas the verification is a
comparison of method’s results in same the conditions of
the own Blood Bank against of the manufacturer meth-
od’s. The requirements for the validation included: Lin-
earity (analytical interval), precision, veracity, detection
limit, selectivity, analytical sensitivity, interval of work,
analytical specificity and uncertainty. In the verification
process, the laboratory must evaluate: Linearity (analyti-
cal Interval), precision, veracity and uncertainty.

Key-words: Quality assurance, quality control, Blood
Bank, accreditation, certification.
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Introduccion

Los conceptos de validacién se comenzaron a
aplicar en la industria farmacéutica a finales
de los setenta. Para ese entonces, su objetivo
era proporcionar mayor seguridad en la este-
rilidad de productos de administracién paren-
teral y posteriormente los requisitos se extendie-
ron a ofros procesos criticos en la fabricacién.
Después surgié la necesidad de validar los
procesos con la implementacién de otras re-
gulaciones como las buenas prdcticas de
manufactura (GMP, por sus siglas en inglés) y
en los paises europeos con las directivas eu-
ropeas emitidas por el Consejo Europeo y la
aplicacién de las Normas ISO para acredita-
cién (17025 y 15189).

La validacién es una parte integral del sis-
tema de aseguramiento de la calidad de los
componentes sanguineos y servicios que ofre-
ce un banco de sangre o servicios de medici-
na transfusional. En nuestro pais, este término
ha tomado importancia recientemente, con el
desarrollo y aplicacién de sistemas de gestién
de la calidad y la evolucién de estos sistemas,
desde la certificacién hacia la acreditacién.

Validacién en sistemas de gestion de calidad

La validacién es una serie de acciones o acti-
vidades mediante el andlisis y evidencia ob-
jetiva del cumplimiento de las especificacio-
nes de desempefo del método o equipo que
declara el fabricante. La diferencia principal
entre un sistema acreditado y un certificado
es la competencia técnica y el aseguramiento
de la calidad en las fases: preexamen, exa-
men y post-examen. Durante estas etapas, jue-
ga un papel de vital importancia el equipo
técnico y computarizado, asi como el mate-
rial y métodos analiticos que intervienen en
todas las fases y que durante el complejo pro-
ceso de obtencién, preparacién y estudio de

un componente sanguineo, presentan multi-
ples factores potenciales de variacién, que
comprometen la calidad del producto si no
estdn controlados. Por este motivo, la valida-
cién se convierte en un requisito obligatorio
de aquellas normativas que acreditan siste-
mas de calidad 1SO-17025, 1SO-15189, Pro-
grama de acreditaciéon de la Asociacion Ame-
ricana de Bancos de Sangre (AABB), Guias para
la Acreditaciéon con el Colegio de Patélogos
Clinicos (CAP).

¢Por qué validar?

La validacién proporciona confianza y segu-
ridad. Por esta razén, los métodos de valida-
cién en cada prueba, equipo y procedimien-
tos, durante el proceso, debieran realizarse
rutinariamente y no sélo por exigencias inter-
nacionales de la normatividad adoptada.
Algunos de los beneficios incluyen:

a) Aumento en los indices de satisfaccion de
los clientes al otorgar productos sangui-
neos, y servicios de medicina transfusional
basados en certidumbre y confiabilidad.

b) Dar confianza en los resultados de estudios
inmunohematolégicos y los relacionados
con la seguridad sanguinea.

c) Optimizar los procesos, como resultado de
una disminucién en los costos, desperdicios,
repeticién de pruebas, gastos extras de in-
sumos y reactivos.

d) Satisfacer las demandas del cliente en tiem-
pos de atencién y nivel de servicio.

e) Inducir a que los proveedores de servicios,
equipos y reactivos aumenten sus estdnda-
res de calidad en servicio, atencién y pro-
ducto e ir fomentando una cultura de cali-
dad global y no aislada.®

La validacién de un sistema analitico debe
realizarse cuando:
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a) Llega el equipo por primera vez al Banco
de Sangre previo a su uso.

b) Se modifica el método de la prueba en un
instrumento ya validado.

c) Se incorpora un nuevo protocolo a un ins-
trumento previamente instalado.

Terminologia

Es importante familiarizarse con los términos
asociados en los procesos de validaciéon. Los
términos confirmar, evaluar, verificar... son fre-
cuentemente confundidos o usados errénea-
mente como sinénimos de la validacién. La
Administracién de Drogas y Alimentos (FDA,
por sus siglas en inglés), establece como defi-
nicién de validacién la siguiente: «Validar es
establecer evidencia documentada de que un
proceso especifico cumple en alto grado de
desempeno con las especificaciones predeter-
minadas y atributos de calidad.»

Los siguientes son términos fundamentales
para el proceso de validacién, obtenidos de la
Norma NMX-Z-055-1997-IMNC- Metrologia.?

Calibracién. Para un material de referencia,
es la determinacién de uno o mds valores de
las propiedades fisicas, quimicas, biolégicas
o técnicas que son relevantes para su propé-
sito final de uso.

Correccién. Valor que agregado algebraica-
mente al resultado no corregido de una medi-
cién, compensa un error sistemdtico supuesto.

Desviacién. Valor menor que su referencia.
Desviacién en el resultado de una medicién
menos el valor (convencionalmente) verdade-
ro de la magnitud medida.

Equipo de medicién. Instrumento de medi-
cién, software, patron de medida, material de
referencia o aparato auxiliar, o una combina-
cién de éstos, necesario para llevar a cabo un
proceso de medicién.

Estabilidad. La capacidad de un material
de referencia, cuando se almacena bajo con-

diciones especificadas para mantener un va-
lor de una propiedad declarado dentro de los
limites especificos por un periodo de tiempo
especificado.

Error. Resultado de una medicién menos un
valor verdadero del mensurando. Como el
valor verdadero no puede ser determinado,
en la prdctica se utiliza un valor convencio-
nalmente verdadero.

Error sistemético. Media que resultaria de un
infinito de mediciones del mismo mensurando
efectuada bajo condiciones de repetibilidad
menos un valor verdadero del mensurando.

Error aleatorio. Resultado de una medicion
menos la media de un nimero infinito de me-
diciones del mismo mensurando, efectuadas
en condiciones de repetibilidad.

Exactitud de medicién. Proximidad de con-
cordancia entre el resultado de una medicién
y el valor verdadero del mensurando. Este con-
cepto es cualitativo.

Exactitud de un instrumento de medicién.
Aptitud de un instrumento de medicién para
dar respuesta préxima al valor verdadero. Este
concepto es cualitativo.

Incertidumbre de medicién. Estimaciéon que
caracteriza el intervalo de valores dentro de
los cuales se encuentra el valor verdadero de
la magnitud medida. La incertidumbre de
medicién comprende, en general, muchos
componentes. Algunos de éstos pueden ser
estimados sobre la base de la distribucién es-
tadistica de los resultados de series de medi-
ciones y pueden estar caracterizados por des-
viaciones normales experimentales. La
estimaciéon de otros componentes puede es-
tar basada solamente en la experiencia u otra
informacion.

Instrumento de medicién. Dispositivo desti-
nado para hacer mediciones, solo o en con-
junto con dispositivos complementarios.

Magnitud. Atributo de un fenémeno, cuer-
po o sustancia susceptible de ser distinguido
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cualitativamente y determinado cuantitativa-
mente. La distincién cualitativa del atributo de
un fendmeno, cuerpo o sustancia estd defini-
da por la incertidumbre de su medicién.

Material de referencia (MR). Material o sus-
tancia para el cual el valor de una (o de va-
rias) de sus propiedades es lo suficientemente
homogéneo y bien establecido para ser usa-
do en la calibracién de un instrumento, la eva-
luacién de un método de medicién o para la
asignacién de valores a los materiales.

Material de referencia certificado (MRC).
Material de referencia, acompafado de un
certificado, para el cual el valor de una (o de
varias) de sus propiedades se ha certificado
por medio de un procedimiento que estable-
ce su trazabilidad a una realizacién exacta de
la unidad en que se expresan los valores de la
propiedad y en el que cada valor certificado
se acompafna de una incertidumbre con un
nivel de confianza declarado.

Medicién. Conjunto de operaciones que tie-
ne por objeto determinar el valor de una
magnitud.

Mensurando. Magnitud particular sujeta a
medicion.

Método de referencia. Método ampliamen-
te investigado que describe clara y exactamen-
te las condiciones y procedimientos necesa-
rios para la medicién de uno o mds valores
de la propiedad que han demostrado tener
exactitud y precisién de acuerdo con su pro-
pdsito de uso y que puede, por lo tanto, ser
usado para evaluar la exactitud de otros mé-
todos por la misma medicién, permitiendo en
particular la caracterizacién de un MR.4

Muestra. Cantidad representativa de un
material extraido de un lote de referencia.

Nivel de confianza. En estadistica, el inter-
valo de incertidumbre es conocido como el
intervalo de confianza y los limites de incerti-
dumbre son conocidos como los limites de
confianza. En términos simples, no matemdti-

cos, el nivel de confianza puede ser definido
como el porcentaje de las veces cuando el pro-
medio, el «valor verdadero» de una propiedad,
cae dentro de la incertidumbre declarada.

Patrén. Medida materializada, instrumento
de medicién, material de referencia o sistema
de medicién, destinado a definir, realizar, con-
servar o reproducir una unidad o uno o varios
valores conocidos de una magnitud para uti-
lizarse como referencia.

Precisién. La concordancia mds estrecha
entre los resultados independientes de una
prueba obtenidos bajo condiciones prescritas.

Procedimiento de medicién. Conjunto de
operaciones descrito, especificamente, para
realizar mediciones particulares de acuerdo
a un método determinado.

Repetibilidad (de los resultados de medicio-
nes). Proximidad de concordancia entre los re-
sultados de las mediciones sucesivas del mis-
mo mensurando, efectuadas con la aplicacién
de la totalidad de las condiciones siguientes:

* Mismo método de medicién,

* Mismo observador,

¢ Mismo instrumento de medicién,

* Mismo lugar,

* Misma condicién de uso,

* Repeticiéon en periodos cortos de tiempo.

Reproducibilidad (de los resultados de me-
diciones). Proximidad de concordancia entre
los resultados de las mediciones del mismo
mensurando, con las mediciones realizadas
haciendo variar las condiciones de medicién.

Trazabilidad. Propiedad de un resultado de
medicién o del valor de un patrén, de tal for-
ma que pueda ser relacionada con las refe-
rencias determinadas, generalmente como
patrones nacionales o internacionales, por me-
dio de una cadena ininterrumpida de compa-
raciones, teniendo todas las incertidumbres
determinadas.
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Valor verdadero. Valor compatible con la
definicién de una determinada magnitud par-
ticular. Este es un valor que se obtendria de
una medicién perfecta.

Valor de referencia aceptado. Un valor que
sirve como una referencia en concordancia
para comparacién y el cual se deriva como:

a) Un valor teérico establecido, basado en
principios cientificos;

b) Un valor asignado, basado en un trabajo
experimental de alguna organizacién na-
cional o internacional;

c) Un valor de consenso, basado en un tra-
bajo experimental de colaboracién bajo
el auspicio de un grupo cientifico o de
ingenieria.

d) De disefio o metodolégicos apropiados.

Linealidad. Medida con la que una curva
se aproxima a una linea recta. Un grupo de
datos es lineal si la recta ajustada no difiere
significativamente de la recta ideal (r2 >
0.990). Este resultado se obtendrd en el andli-
sis estadistico de los datos aplicando ecua-
ciones de ler grado para el modelo predicti-
vo en el comportamiento de los datos
(logaritmico, exponencial o multiplicativo),
donde r es el coeficiente de regresion.

Validacion en equipos de medicion

En un sistema de gestién de calidad acredi-
tado, es indispensable asegurar que el equipo
y los procesos de medicién son adecua-
dos para su uso y cumplen con las especi-
ficaciones que ofrece el fabricante. Hay oca-
siones en que, durante el proceso de medicién,
se pueden producir resultados incorrectos que
afectan la calidad del producto, o en los ca-
sos de una decisién diagnéstica o terapéuti-
ca, y a través de la validacién, ese riesgo es
medible.

Una pregunta comun, antes de validar un
equipo, es: 2quién debe hacerlo? General-
mente, los laboratorios creemos que el pro-
veedor; los auditores técnicos externos, consi-
deran conveniente que sea el personal
operativo de los mismos; en nuestra experien-
cia, ambos deben estar involucrados, con ac-
tividades definidas e igualmente comprome-
tidos y conscientes de la importancia de
validar un equipo previo a su uso.

La respuesta mds comin del proveedor, es
argumentar la validacién de origen del equi-
po o hacer referencia de articulos o estudios
comparativos en otros paises, con diferentes
tipos de poblacién (edad, género, y general-
mente con pacientes) y en condiciones am-
bientales (temperatura, humedad altitud) muy
diferentes a las nuestras. Lo correcto seria que
el proveedor entregue un protocolo con las
condiciones en que fue validado su equipo o
método analitico o ante la carencia de éste, y
que incluya la propuesta del fabricante de
«cdmo debe hacerse», ademds de informacién
y documentacién solicitada por el Banco de
Sangre para llevar a cabo la validacién. Pero
debido a que la validacién no se ha implan-
tado como un requisito obligatorio, la mayo-
ria de los representantes o distribuidores no
cuentan con un protocolo establecido o des-
conocen si se tiene y en el Ultimo de los casos
presentan protocolos de otfros paises, quedan-
do como Unica opcién que el personal de la-
boratorio identifique los procedimientos de
examen o equipos que se deben validar y di-
sefie sus protocolos estableciendo los criterios
para cada método o equipo.

Requisitos documentales

Antes de iniciar la validacién, se solicita la si-
guiente documentacién sobre el equipo:
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a) Ficha técnica del equipo que incluya, ade-
mds de nombre, marca, nimero de serie,
tipo de instrumento, etc. También los requi-
sitos ambientales y eléctricos.

b) Manual o procedimiento documentado
para el usuario de solucién de problemas.

c) Verificacién de instalaciéon: cumplimiento
de las especificaciones de voltaje que soli-
cite el fabricante, contar con un regulador
de energia y el drea recomendada.

d) Condiciones de temperatura y humedad re-
queridas por el fabricante.

e) Programa de mantenimiento preventivo,
especificando las actividades realizadas
durante el mantenimiento y el tipo de veri-
ficacion de funcionamiento del equipo.

f) Definir el mecanismo de notificacion y el
personal especifico en caso de que el equi-
po requiera un mantenimiento correctivo.

g) Que esté bien definido el procedimiento de
controles estandarizados de calidad y con-
diciones de entrega de los mismos y que
incluya temperatura de recepcién, para el
control de calidad del equipo.

h) Precauciones de manejo o uso contenidas
en el manual de procedimientos.

i) Capacidad instalada del equipo. Especifi-
cado en ndmero de pruebas por hora y el
méximo de pruebas continuas en una jor-
nada de trabajo sin sobrepasar la capaci-
dad del equipo.

i) Contrato de convenio por equipo a co-
modato.

k) Carta de resguardo o alta del equipo.

[) Procedimiento de la empresa para llevar
a cabo el mantenimiento correctivo; cuan-
do sea necesario, que contenga forma o
mecanismo para reportar una falla; en
qué casos se requiere este mantenimien-
to y el tiempo de respuesta por parte del
proveedor.

m) Si el equipo utiliza reactivos o células cali-
bradoras, deberd presentar certfificado de

calibracién con valores trazables a un pa-
tron de calibraciéon primario.

n) Si el equipo requiere calibraciéon de siste-
ma (determinacién de masa, temperatura
o densidades épticas) deberdn realizarse
verificaciones con material calibrado.

o) Recomendaciones del control de calidad
interno diario, tipo de control, material de
control y frecuencia.

p) En el caso de especificaciones como pre-
cisién del equipo, comparada con un mé-
todo de referencia enviar evidencias de
ese estudio o documento que avale los
resultados.

q) La linealidad que el fabricante reporta del
equipo y método para verificarla.

r) En los equipos que reportan precisién y sen-
sibilidad, solicitar los métodos y estudios rea-
lizados por el fabricante como evidencia.

El protocolo de validacién del equipo lo
llevard a cabo el proveedor al ingreso del
equipo a las instalaciones del Banco de San-
gre. Las posteriores validaciones se llevardn
a cabo anualmente o de acuerdo a las espe-
cificaciones y a los procedimientos documen-
tados por el laboratorio. Una vez aceptado
el equipo, se solicita programa de capacita-
cién para el personal, evidencia de la mis-
ma y evaluaciones.

Protocolo de validacion de un equipo de
citometria hematica

Después de revisar que el equipo cumpla con
la documentacién solicitada, se realizan las
siguientes determinaciones: a) Calibracién, b)
Linealidad, c) Precision y d) Exactitud.

Calibracion

Esta actividad es realizada por el asesor téc-
nico del equipo y se utilizan 2 viales, uno para
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calibrar y el segundo para la verificacién de
la calibracién, los cuales son proporcionados
por el proveedor. La frecuencia de la calibra-
cién la establece el usuario, de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante del equipo,
al manual de operaciones, a las necesidades
de uso detectadas y determinadas por el no-
mero de mantenimientos correctivos realiza-
dos al equipo, cuando ocurra un cambio de
equipo, se traslade por cambio de ubicacién
del laboratorio o por mantenimiento fuera de
la institucién. Previo a la calibracién se llevan
a cabo las siguientes actividades:

a) Realiza la limpieza para cdmaras o baros
de plaquetas, serie roja y serie blanca, de
acuerdo a su procedimiento de manteni-
miento diario, semanal y mensual.

b) Verifica temperatura ambiental (16 a 35 °C).

c) Revisa las condiciones del reactivo y vold-
menes necesarios para completar el pro-
cedimiento.

d) Lleva a cabo una prueba de reproduci-
bilidad, que puede ser con una muestra
de sangre total anticoagulada o el con-
trol celular comercial normal. Realiza
minimo 20 determinaciones con la mis-
ma muestra o las que indique el manual
de operaciones del equipo y determina
desvio estdndar (DE) y coeficiente de va-
riacién (CV).

La muestra seleccionada debe entrar en los
siguientes pardmetros:

e Leucocitos 6.0 a 15.0 x103 células/ulL

* Eritrocitos 3.00 a 6.00 x 106 células/uL

* Volumen corpuscular medio VCM 80.0 a
100.0 fL

* Plaquetas 200 a 500 x 103 células/Ul

a) Determina el acarreo del equipo. Este paso
no debe realizarse si no es aceptada la re-
producibilidad. Utiliza una muestra de

sangre total anticoagulada o el control ce-
lular comercial normal, con los mismos
valores establecidos para la muestra que
se utilizaron en la reproducibilidad. Reali-
za con la muestra seleccionada 2 determi-
naciones consecutivas y para la 3¢, 49 y 5¢
determinacién utiliza solucién fisiolégica al
0.9%. La mayoria de los equipos de cito-
metria hemdtica, cuenta con los programas
para realizar estas determinaciones y emi-
tir los resultados y conclusiones de acepta-
cién o rechazo, asi como las determinacio-
nes estadisticas.

Una vez realizado lo anterior, introduce al
equipo los calibradores y compara los resul-
tados en cada pardmetro de acuerdo al inser-
to que corresponda al lote y nUmero de serie
del calibrador utilizado; si éstos no estdn den-
tro de los rangos de aceptacién descritos,
modifica los valores de acuerdo al inserto y
con el segundo vial lleva a cabo la verifica-
cién de la calibracién, y realiza los registros
en los formatos correspondientes que incluyen:
fecha de realizacién, operario, nUmero de se-
rie, lote y fecha de caducidad del calibrador
utilizado, y anexa todos los impresos de cada
actividad realizada como evidencia.

Linealidad

Para esta determinacién, normalmente, el fa-
bricante proporciona controles de linealidad
con su gréfico de concentraciones para deter-
minarla en nuestro equipo.

Se siguen las recomendaciones generales:

a) Mantener los controles de linealidad a tem-
peratura de refrigeracién controlada entre
1yé6°C.

b) Retirar los controles de linealidad del refri-
gerador 10 minutos previos a su uso.

c) Homogeneizar de acuerdo a la técnica
descrita en el inserto. Revisar visualmen-
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te si los controles estdn completamente
homogéneos.

Analiza los controles de linealidad 6 veces,
y registra los resultados de las 6 determina-
ciones para los pardmetros de leucocitos, eri-
trocitos, hemoglobina y plaquetas en la hoja
de trabajo que incluye generalmente el reac-
tivo. Para realizar los célculos, deberd obte-
ner valores numéricos; en caso confrario, re-
petir las muestras. Desecha el primer resultado
de los 6 pardmetros y toma Unicamente los
Oltimos 5 datos y calcula la media de las 5
determinaciones para cada pardmetro. Regis-
tra el valor medio obtenido en la grdfica de
linealidad de cada pardmetro que incluye el
reactivo y compara el valor medio de los con-
troles de linealidad con la amplitud de valo-
res enlistados en la tabla de resultados espe-
rados de linealidad, y de acuerdo a éstos,
establece sus criterios de aceptacién y recha-
7o en su procedimiento.

Precision

La precisién sélo depende de la distribucion
de los errores aleatorios y no se relaciona con
el valor verdadero ni con el valor especifica-
do. El grado de precisién se expresa habitual-
mente en términos de imprecisién a través de
la reproducibilidad y se calcula como desvia-
cién tipica de los resultados del ensayo. En el
equipo de citometria hemdtica se puede de-
terminar a través de 2 métodos:

l. Precisién intracorrida, que es la variabili-
dad obtenida cuando se analizan en una
misma corrida una serie de muestras o con-
troles. Esta variacién se determina a través
del método ya descrito anteriormente para
determinar reproducibilidad.

Il. Precisién intercorrida: La variabilidad ob-
tenida cuando se analizan las muestras o

controles en diferentes corridas en dias di-
ferentes. Esta evaluacién se realiza a tra-
vés del control de calidad diario, analizan-
do el comportamiento de los controles
comerciales en los 3 niveles (alto, bajo y
normal) para los pardmetros de hemoglo-
bina, leucocitos y plaquetas.

Método:

1. Se evaltan los controles proporcionados
por el fabricante por lo menos en dos nive-
les, incluyendo siempre un control normal
y el ofro podrd ser alto o bajo o positivo,
de acuerdo al tipo de prueba que se esté
manejando. Para donadores se recomien-
da el normal y bajo.

2. Se analiza cada nivel de control 20 veces
en una corrida, para obtener un total de
20 resultados.

3. Se calcula la media, desviacién estdndar
y coeficiente de variacién de los resulta-
dos obtenidos para cada nivel de control,
y con estos datos se construye la grdfica
de referencia para ver reproducibilidad
intercorrida.

4. El coeficiente de variacién deberd ser igual
o menor al informado en la ficha técnica
que proporciona el proveedor.

5. Para los casos de interpretacién se aplica-
ré lo siguiente: Cuando la presencia de una
regla de rechazo de acuerdo a los criterios
de Westgard ocurre en el control normal y
alto se traducird como una sefial de aviso.

6. Cuando la presencia de una regla de recha-
zo de acuerdo a los criterios de Westgard
ocurre en el control normal y control bajo
se anula la corrida.

Exactitud

La determinacién de la exactitud del equipo
de citometria hemdtica serd determinada a
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través del andlisis de los resultados en un pro-
grama de comparacién interlaboratorio, es
decir, para conocer el grado de concordancia
entre el resultado notificado y el valor de refe-
rencia aceptado. Este método de medicién de
la exactitud es a través de la repetibilidad, la
cual nos indica el grado de acuerdo entre re-
sultados mutuamente independientes de un
ensayo obtenidos utilizando el mismo método,
en idénticos materiales, en el mismo laborato-
rio, por el mismo operador, usando el mismo
equipo y en un infervalo corto de tiempo.
Método:

I. Se selecciona el programa de comparacién
de resultados interlaboratorio, que redna
los requerimientos normativos de la NMX-
EC-043/1-IMNC-2000 - Ensayos de apti-
tud por comparaciones interlaboratorios—,
norma equivalente a la Guia Internacional
ISO/IEC 43-1:1997.

Il. Se envian los resultados del andlisis diario
de los controles en los 3 niveles, de acuer-
do a lo establecido en los procedimientos
operativos.

[ll. Para la interpretaciéon de resultados, se
compara para cada pardmetro y para
cada nivel el coeficiente de variacién ob-
tenido contra el coeficiente de variacién
obtenido por todos los participantes.

IV. Al 100% se le resta el CVI y se obtiene la
precisién para cada pardmetro. El valor de
CVI no deberd ser mayor al 3%.

V. En caso de presentarse un resultado de pre-
cision menor al 97% se realizard una ac-
cién preventiva y no se invalida la prueba
si estos valores corresponden a los contro-
les bajo y alto, por manejarse muestras de
donadores sanos.

Generalmente, los programas de control
externo y control interlaboratorios envian, ade-
més de los resultados, andlisis y grdaficos de

los mismos. Es recomendable que el labora-
torio participante analice esta informacién,
interprete las grdficas, la distribucién de los
datos reportados y establezca la causa-raiz de
las fallas a través de circulos de calidad,
diagramas de Ishikawa «causa-efecto», o al-
guna otfra herramienta de calidad, con el ob-
jetivo de proponer acciones de mejora y apli-
carlas en las subsecuentes evaluaciones.

Validacion en métodos de medicion

Muy pocos Bancos de Sangre validan sus pro-
cedimientos de examen, y esto representa el
riesgo de no identificar los puntos criticos del
proceso, para aplicar controles o filtros para
prevenir los errores durante el desarrollo del
mismo.

A diferencia de la validacién de equipos,
validar métodos no se enfoca Unicamente a la
técnica analitica y las especificaciones de la
misma, sensibilidad, especificidad, avidez, en-
tre otras; debe considerarse, ademds, la habi-
lidad y competencia del personal de laborato-
rio y con el que se relaciona a lo largo del
proceso: enfermeras, secretarias, médicos,
mensajeros, efc., es decir, el cliente interno. De
igual manera, intervienen las condiciones am-
bientales (esterilidad, polvo, interferencias elec-
tromagnéticas, radiaciones, humedad, electri-
cidad, temperatura, ruido, niveles de vibracién).

La metodologia de la validacién puede ser
principalmente de disefio, para demostrar que
el desarrollo de un nuevo método de medi-
cién o la modificacién de uno ya establecido,
es suficientemente exacto para los requeri-
mientos especificados; o a través del control
de calidad, de forma rutinaria, para demos-
trar que el método de mediciéon implementa-
do en el laboratorio, en condiciones norma-
les, cumple con los pardmetros establecidos
en la etapa de disefo y tiene la capacidad
para realizar la medicién correctamente.
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Al igual que en la validacién de equipos, se
deben cumplir los siguientes requisitos docu-
mentales:

los resultados obtenidos de la técnica mo-

dificada.

Se realiza un andlisis estadistico a través de

1. Procedimiento documentado por el labo- la prueba de concordancia para variables
ratorio del Banco de Sangre para cada téc- nominales mediante la prueba de phi. El gra-
nica tomando en cuenta las recomendacio- do de concordancia se evaluard bajo los si-
nes del fabricante. guientes criterios:

2. Describir la metodologia del control de ca-
lidad diario para reactivos y células utili- Resultado Grado de acuerdo
zados en cada examen, asi como criterios
de aceptacién y rechazo. <0

3. Definir las interferencias, reacciones cruza- 0 -0.2 Insignificante
das y situaciones fuera de control y solu- 0.2-0.4 Bajo
ciones para las mismas de cada método 0.4 - 0.5 Moderado
de examen. 0.5- 0.8 Bueno

4. Demostrar la competencia del personal 0.8a 1.0 Muy bueno
operativo para cada prueba. Evidencia y
evaluacién de capacitacién.

5. Participar en programas de control de ca- Referencias

lidad externo para cada determinacién ana-

litica, en cumplimiento de la Guia ISO/IEC 1.
43-1:1997. )

6. Determinar el grado de afectacién, si exis-

te, de los factores ambientales, para cada
prueba o método.
En las pruebas inmunohematoldgicas, que
son cualitativas se aplicd lo siguiente:
a) Realizar la técnica como lo indica el fabri-
cante. 7.

b) Comprobar los resultados de acuerdo a lo
reportado. Ejemplo: avidez, especificidad,
potencia, efc.

c) Si se realizan modificaciones del método,
se deben realizar determinaciones con
muestras verdaderas positivas y verdade-
ras negativas, que funcionardn como estdn-
dares de oro y se hard la concordancia con
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Lo que no sabemos y lo que debemos
saber acerca de las pruebas moleculares
en el tamiz de infecciones transmitidas
por infeccion en donadores de sangre
en México

Héctor A Baptista-Gonzdlez*

Resumen

Los algoritmos para el tamiz de los donadores de san-
gre se basan primariamente en estudios seroldgicos
mediante técnicas inmunoenzimdticas, principalmente
ELISA, forman parte del esquema mds racional y con
mejor resultado costo-efectividad, por lo que es la me-
todologia mds empleada. Para poder incluir una nue-
va prueba en el tamiz de los donadores de sangre, se
deben cumplir obligadamente, ciertos criterios
epidemiolégicos y técnicos para poder lograr un im-
pacto favorable en la modificacién de la historia natu-
ral de la enfermedad, lograr la factibilidad y viabili-
dad de la intervencién con el menor costo econémico
posible, evaluado mediante un estudio integrativo de
costo-eficiencia favorable. Las pruebas suplementarias
(p24, anti-HBc) o moleculares, que han generado un
valor agregado en este proceso de escrutinio con re-
sultados variables. No existe informacién suficiente que
demuestre en términos técnicos cientificos, al igual que
otras intervenciones en salud, las ventajas de los estu-
dios moleculares mediante una estrategia universal en
el tamiz de donadores de sangre. El conocimiento del
proceso del escrutinio de donadores y los reportes per-

Abstract

The algorithms to screening the blood donors are based
primarily on serologic tests by immunoenzyme techniques,
mainly ELISA, comprise of the most rational scheme and
with a better result cost-effectiveness reason why using
is the methodology more. In order to be able to include a
new test in the screening of blood donors, we must com-
plete compulsorily, certain epidemiologists and techni-
cians criteria to be able to obtain a favorable impact on
modification of natural history of the disease, to obtain
the feasibility and viability of intervention evaluated by
an integrative study of favorable cost-efficiency. The ad-
ditional tests (p24, anti-HBc) or molecular techniques
have generated an added value in this process of screen-
ing with variable results. Sufficient information that does
not exist it demonstrates in scientific technical terms, like
other interventions in health, the advantages of the mo-
lecular studies by a universal strategy in testing blood
donors. The knowledge of the process to study blood
donors, and the persistent reports of the high
seroprevalence, indicate to evident faults in tactically
important points of education for the health, promotion
of blood donation and medical evaluation in the selec-

* Hematologia Perinatal. Instituto Nacional de Perinatologia. Medicina Transfusional y Banco de Sangre, Médica Sur.
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sistentes de la elevada seroprevalencia, sefala eviden-
tes fallas en los puntos criticos de educacién para la
salud, promocién de la donacién y evaluacién médica
en la seleccién de donadores, en un marco legal
ineficiente que inhibe el desarrollo de donador segu-
ro, para que en conjunto con sus resultados de costo-
eficiencia, se establezca una secuencia coherente entre
donador seguro y sangre segura en beneficio de la
salud de la poblacién.

Palabras clave: Virus transmitidos por transfusién,
donador de sangre, banco de sangre, transfusién san-
guinea.

Para incluir una nueva prueba en el tamiz de
los donadores de sangre se deben cumplir,
obligadamente, ciertos criterios epidemiolé-
gicos y técnicos para lograr un impacto fa-
vorable en la modificaciéon de la historia na-
tural de la enfermedad, asi como la
factibilidad y viabilidad de la intervencién
con el menor costo econémico posible, eva-
luado mediante un estudio integrativo de
costo-eficiencia favorable (Cuadro I). Si es-

tion of blood donors, in an inefficient legal frame that
inhibits the development of safe donor, so that altogether
with his results of cost-efficiency, it settles down a coher-
ent sequence between safe donor, and safe blood to the
benefit of population health.

Key words: Transfusion transmitted virus, blood donors,
blood banks, blood transfusion.

tos criterios no son tomados en cuenta en el
contexto local de cada banco de sangre o
institucién, se tenderdn a repetir errores his-
téricos, los cuales constan en los anteceden-
tes de la medicina mexicana.

Los distintos reportes sobre la prevalencia
de reactividad entre los marcadores seroldgi-
cos de enfermedades infecciosas, en donado-
res de sangre, representan un sesgo de auto-
seleccién, pues la probabilidad de acudir a

Cuadro 1. Variables que intervienen en el perfil de una prueba de escrutinio.

Criterios epidemioldgicos:
* Prevalencia de la enfermedad (si la frecuencia de deteccion es demasiado baja, el costo por caso podria ser elevado,
consecuentemente con una escasa reducciéon de la morbilidad y mortalidad)

* Tasa de incidencia de la enfermedad
* Duracién promedio de la fase preclinica

* Tamiz previo en los donadores (donador voluntario o reposicion, de primera vez o repeticién, con seleccién médica o con

serolégica dirigida, etc.)

Criterios técnicos:
* Evaluacion de desempeio de la prueba (pruebas diagnésticas, esperando obtener la maxima sensibilidad e ideal, pero no
obligadamente, también una maxima especificidad, que genere una tasa baja de falsos positivos, pues los valores predictivos

dependen de la prevalencia de la enfermedad)

* Validez interna y externa comprobada

* Puntos claros de corte

* Disponibilidad opcional de prueba suplementaria

* Disponibilidad de prueba confirmatoria

* Estrategia de tamiz en pruebas en paralelo o en serie
Criterio de integracion:

* Documentacion sobre la evidencia de costo-eficiencia
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tamiz (participar) es mayor en sujetos mds sa-
ludables y con menor riesgo de enfermedad.
Sin embargo, frecuentemente se emplea la
seroprevalencia de donadores para referirse
al comportamiento poblacional de un marca-
dor, como se muestra en la compilaciéon de
los reportes presentados sobre la prevalencia
serolégica de diversos estados de la Republi-
ca Mexicana, en el periodo 1990-2005, ex-
presados en tasa por 100,000 donaciones (Fi-
gura 1).

Los marcadores para anti-VHC, son entre 4
y 5 veces mds frecuentes que anti-VIH y el Ags-
HB. Es decir, a pesar de que existe una serie de
filtros que selecciona y elimina posteriormen-
te a mds del 50% de los sujetos que se presen-
tan a donar, algunos quedan sin detectar; por
ejemplo, en el caso de VIH se adquirieron
mediante prdcticas sexuales de riesgo. Las
pruebas moleculares se desarrollaron para
integrarse a una estrategia de estudio en la
poblacién de donadores de sangre. Las poli-
ticas institucionales o nacionales han sido dis-
tintas, con resultados ampliamente variables,
debido a que la identificacién de virus trans-
mitidos por transfusién también se engloba en
el esquema «Norte-Sur». Los paises industria-
lizados han hecho un gran esfuerzo por identi-

32
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Figura 1. Dindmica en la
tasa de seroprevalencia
reportada en donadores
de sangre 1990-2005.

2001 1
2002 1
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2004 -
2005 1

ficar el riesgo de transmisién del VHC, VHB y
VIH. Con la introduccién de las técnicas mo-
leculares el riesgo residual se limita a un caso
entre 2,135,000 donaciones (tasa cero para
VIH-2), 1:1,935,000 para VHC y para VHB es
de un caso entre 205,000-488,000 donacio-
nes, y comparados con ofros paises latinoa-
mericanos el riesgo residual actual varia de
1:4,957, 1:496,712 y 1:24,179, para cada
marcador respectivamente.! Asi pues, en esta
revisidon presentaremos algunos de los aspec-
tos bioldgicos, epidemiolégicos y técnicos que
sirven de marco en este andlisis.

Los algoritmos para el tamiz de los dona-
dores de sangre se basan fundamentalmente
en estudios seroldégicos. Las pruebas inmu-
noenzimdticas, principalmente ELISA, forman
parte del esquema mdés racional y con mejor
resultado costo-efectividad, por lo que es la
metodologia mds empleada, aunque se tie-
nen pruebas suplementarias (p24, anti-HBc),
o moleculares, que han generado un valor
agregado en este proceso de escrutinio con
resultados variables. En la comparacién en-
tre diferentes metodologias y reactivos de di-
ferentes fabricantes, en triple deteccién mole-
cular, evaluando panel de seroconversién,
existen diferencias significativas en la sensibi-
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Figura 2. Cinética en la

lidad y eficiencia en la detecciéon de periodos
de ventana (Figura 2). Esto significa que la pre-
sencia de RNA o DNA viral no es detectado
inmediatamente después del inéculo, tiempo
que varia entre 7, 11 y 21 dias promedio para
VIH, VHC y VHB, respectivamente. En el mis-
mo sentido, la respuesta serolégica es relati-
vamente temprana para VIH, 22 dias, pero
mds prolongada para VHB y mds aln para
VHC.

Virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH)

A la inoculacién del virus, sigue una etapa de
replicacién viral, que puede ser detectada ha-
cia el dia 10-11 de la infeccién, mediante la
identificacién del VIH-RNA en el plasma del
donador. Entre los dias 10-16 es posible iden-
tificar en el laboratorio la presencia sérica del
antigeno p24 del VIH. La etapa sin deteccién
de anticuerpos o periodo de ventana serolé-
gica, se extiende hasta el dia 21-22 del indcu-
lo donde el anti-VIH aumenta paulatinamen-
te su concentracién hacia el dia 40, para
posteriormente seguir una rampa répida de
ascenso. El escrutinio legal y préctico de los

deteccion serolégica y
molecular en la infeccion
aguda de VIH, VHC, VHB.

donadores es mediante la busqueda de anti-
cuerpo anti-VIH en suero. La prueba suplemen-
taria para detectar una etapa previa es me-
diante la deteccién de p24 y la prueba
confirmatoria tradicional es la inmunoelectro-
transferencia (Western blot), misma a la que
puede adicionarse la deteccién molecular del
VIH-RNA. Esto significa que para el escrutinio
de VIH se puede emplear la estrategia de
pruebas paralelas (anti-VIH, p24, VIH-RNA) o
en serie, que puede ser de una sola prueba o
en combinaciones.

Virus de la hepatitis B (VHB)

La mejoria tecnolégica para la identificaciéon
en los donadores de sangre del VHB, ha dis-
minuido significativamente el riesgo de trans-
misién por transfusién de la infeccién por el
VHB: un evento por cada 153,000 a 500,000
donaciones. Sin embargo, esta mejoria es
aparente, pues el riesgo es de 10 a 100 veces
mayor al compararse con la probabilidad de
infeccién transfusional del VIH o VHC.? Existen
propuestas sobre agregar al tamiz con Ags-
HB, la deteccién del anticuerpo contra la por-
cién central del VHB (anti-HBc), la amplifica-
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cién de los écidos nucleicos del VHB o VHB-
DNA o diferentes combinaciones de las tres
pruebas.*® Se han efectuado diferentes estu-
dios para la validacién de las pruebas mole-
culares en el periodo de ventana serolégica
de la infeccién aguda de la enfermedad vy el
estado de portador crénico o infeccién oculta
por el VHB.¢ La relevancia de estos hechos se
debe a que la infeccién crénica por el VHB se
presenta en cerca del 90% de los donadores
AgsHB. El criterio para definir al portador in-
activo del VHB debe incluir la persistencia se-
rolégica del AgsHB, con negatividad para el
AgeHB pero si con su anticuerpo correspon-
diente, anti-HBe, con valores normales de ALT
y niveles séricos de VHB DNA menores a
10,000 copias/mL o < 2,000 IU/mL, para
unos y < 1.5 veces el limite superior de ALT y
< 100,000 copias/mL para VHB-DNA.” La com-
paraciéon entre los diversos valores de VHB-
DNA se genera con las diferentes metodolo-
gias o técnicas disponibles. Las causas por las
gue no es posible identificar mediante NAT
para VHB-DNA, incluyen la presencia de los
genotipos A (56%) y D (4%), sujetos AgsHB
identificados mediante pruebas ultrasensibles,
periodos de ventana con muy baja carga vi-
ral, sujetos con patrén fluctuante de VHB-DNA
y anti-HBs (infeccién recuperada) y sujetos con
anti-HBc pero sin anti-HBs o portador crénico
asinfomdtico.®

Virus de la hepatitis C (VHC)

Luego de la inoculacién, la deteccién del VHC-
RNA tiene un periodo silente de aproximada-
mente 12 dias, para posteriormente generar
un efecto de ascenso muy rdpido para una car-
ga viral elevada hacia los dias 18-20. Poste-
riormente, y hacia el dia 60, ocurre una caida
significativa de la carga viral para mantenerse
en efecto de meseta durante un periodo pro-
longado. El desarrollo del anticuerpo ocurre

hacia el dia 70 luego del inéculo, obteniéndo-
se un efecto de meseta con mdxima concentra-
cién de anti-VHC hacia los dias 85-90.

Junto con la aparicién de seroconversién en
sujetos receptores de sangre negativa en prue-
bas moleculares para marcadores virales, es
indicado que la transmisién del VHC puede
ser causada por donaciones que escapan a
la deteccién de dcidos nucleicos, a pesar de
estudiarse en muestras individuales.? La com-
paraciéon con diferentes pruebas nos lleva a
resultados que no necesariamente reflejan la
sensibilidad esperada e implica la necesidad
de emplear material y reactivos estandariza-

dos que representen a todos los genotipos del
VHC.?

Treponema pallidum

Es una bacteria del grupo de las espiroque-
tas, un organismo helicoidal cuyo genoma fue
secuenciado por completo en 1998 y consta
de 44 secuencias de tRNA organizado en 8
racimos de 25 genes y 19 genes sencillos y
dos operones de rRNA. La virulencia de la es-
piroqueta estd incluida en 12 proteinas de
membrana.

La infecciéon adquirida por transmisién
sexual presenta un periodo de incubacién pro-
medio de tres semanas, para aparecer las le-
siones luéticas de la sifilis primaria. En la le-
sién secundaria se tiene disponible en nuestro
medio pruebas no treponémicas (VDRL, RPR)
y treponémicas, con amplia variabilidad en
términos de especificidad. Sin embargo, en
legislaciones como la nuestra no se hace dife-
rencia en aceptaciéon o rechazo de un dona-
dor que es reactivo a pruebas no treponémi-
cas, pero negativo a las treponémicas. La
preparacién biolégica de referencia (PBR) pro-
puesta por la OMS para T. pallidum (WHO 1st
IS (#HS), de 47 Ul por dmpula y establecida
en 1957, estd proxima a agotarse y existen
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propuestas para reemplazarla con una pre-
paraciéon de IgG a partir de una mezcla de
plasmas de pacientes con sifilis latente.

Infecciones por Plasmodium (Paludismo)

Las situaciones particulares en las pruebas ba-
sadas en DNA del pardsito estdn relaciona-
das en lo peculiar de su ciclo vital que afecta
la expresién clinica de la enfermedad. El pe-
riodo de latencia, de la inoculacién hasta la
parasitemia, se estima en 9-21 dias, depen-
diendo de multitud de factores, como la espe-
cie de Plasmodium. Luego del indculo, el pa-
résito permanece en el higado durante 7-9
dias, mientras los sujetos permanecen asinto-
mdticos. Al periodo entre la estancia en el hi-
gado (parasitemia) hasta la produccién de
anticuerpos se deben agregar de 4-7 dias mds.
No se tiene claro el significado de la presen-
cia de anticuerpos contra el Plasmodium en el
donador sin parasitemia, recordando una eta-
pa de recuperacién. La dosis infectante se es-
tima de 1 a 10 pardsitos por unidad de san-
gre, dosis que puede ser dificil de detectar en
las técnicas de PCR. Su punto de corte varia
en los 90 pardsitos por unidad, dependiendo
del reporte consultado. No queda claro adn
el confirmar o descartar la existencia de para-
sitemia en sujetos asintomdticos, situacion que
ocurre en ofras condiciones como leismania-
sis o toxoplasmosis. Las investigaciones sobre
paludismo en las pruebas basadas en DNA
del pardsito se han orientado hacia la farma-
covigilancia, genotipaje, variacién de las va-
riaciones antigénicas en la poblacién de estu-
dio y, recientemente, la eficacia de la vacuna.
Sin embargo, las pruebas moleculares no han
mostrado el impacto esperado, debido a que
se tiene escasa experiencia al respecto. La
OMS tiene una PBR (1st IS p. Falciparum DNA,
#047176 ECBS 2006), ain con dificultades
para definir su mejor estrategia de deteccién

basado en la identificacién del RNA o DNA
del pardsito. La metodologia de PCR en tiem-
po real puede detectar una sola copia del pa-
rdsito en una ul de sangre, (alrededor de 250
pardsitos/unidad) pero también esté muy por
encima de la dosis infectante, aunque estas
técnicas muestran la ventaja de poder identi-
ficar al pardsito al menos 5-7 dias antes de
que pueda verse en el microscopio. Las técni-
cas de microarreglos, aunque ya en proceso,
no estdn accesibles para el campo clinico,
pero diferencian claramente a cada especie
de Plasmodium. Los donadores asintomdticos
que hayan viajado a zonas endémicas, pre-
sentan una parasitemia extremadamente baja
(< 90 pardsitos por unidad) que escapa a la
deteccién molecular. La identificacién direc-
ta, realizada por verdaderos expertos, puede
identificar entre 5 a 50 pardsitos/uL. Otra li-
mitante es que los estudios se han dirigido ha-
cia la especie Falciparum y con menor intensi-
dad al ovale, pero practicamente sin informacién
en las especies knowlesi o malarie. No se reco-
mienda que la metodologia de PCR sustituya a
la detecciéon sexolégica.”

Trypanosoma cruzi

La enfermedad de Chagas es propia de la
marginacién y pobreza que afecta aproxima-
damente a 11 millones de latinoamericanos
y se extiende en estimaciones superiores a los
100,000 inmigrantes ilegales seropositivos en
USA y Canadd. En estos paises, la FDA liberd
en el 2006 los reactivos para efectuar la de-
teccion de la respuesta inmunolégica en T.
cruzi en donadores de sangre y érganos. A
pesar del inicio reciente del tamiz en donado-
res y de la gran poblacién serolégicamente
reactiva que pudieran convertirse en donado-
res de sangre, son realmente aislados los ca-
sos documentados de infecciéon postransfusio-
nal (siete casos) o con donacién de érganos
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(cinco casos). En México no existe registro al-
guno que proporcione siquiera una aproxima-
cién sobre el riesgo real de transmisiéon o ca-
sos comprobados de infeccién postransfusional
de T. cruzi; solamente se cuenta con casos es-
porddicos reportados en la literatura de esta
asociaciéon.'®

La prueba aprobada por la FDA se basa en
la captura del anticuerpo anti-T. cruzi, em-
pleando lisado del epimastigote'® y debido a
la escasa experiencia en esta prueba, si se
compara con sifilis por ejemplo, su validacién
aln es inconsistente, ademds de no existir pa-
nales de seroconversién de T. cruzi y las prue-
bas iniciales se efectuaron en lotes de mues-
tras de seroteca hasta con 10 anos de
conservacién y mds de una sesién de descon-
gelamiento. La recomendacién de la AABB y
FDA es dar destino final a las unidades y ex-
cluir a los donadores repetidamente reactivos.
Rastreo de los receptores de las unidades pre-
viamente donadas de los sujetos repetidamen-
te reactivos. Adicional a las pruebas de tamiz,
se debe efectuar la confirmacién con pruebas
de radioinmunoprecipitacién (RIPA), inmu-
nofluorescencia indirecta (IFA) u otras dispo-
nibles que han sido evaluadas con pruebas
suplementarias como las técnicas de inmuno-
mancha.'® Aunque ninguna de ellas tiene apro-
bacién de la FDA como tal o estd en proceso
la validacién de los algoritmos.

Un problema no resuelto en el estudio de
los donadores de sangre es la reactividad cru-
zada de los anticuerpos contra T. cruzi y contra
Leishmania. La AABB estd empleando un siste-
ma de rastreo basado en una pdgina de Inter-
net para la enfermedad de Chagas, que in-
cluye el resultado serolégico del donador y
los datos demogrdficos, especialmente en
aquellas instituciones que no estdn aplicando
este tamiz serolégico. Es decir, existen diver-
sas estrategias para generar seguridad san-
guinea respecto a la ITT por T. cruzi, que inclu-

ye el tamiz en todos los donadores, tamiz en
la primera donacién y de acuerdo al resulta-
do serolégico y factores de riesgo, no efec-
tuar subsecuentes pruebas, identificacién de
la procedencia o residencia del donador en
zonas endémicas y factores ambientales que
favorecen la transmisién de la enfermedad.

Virus del Oeste del Nilo (VON)

El VON se transmite por artrépodos y perte-
nece al género Flavivirus, familia Flaviviridae
y estd relacionado con los virus de la encefali-
tis japonesa, encefalitis de San Luis y encefali-
tis del Valle Murray. Hasta el 18 de julio de
2007, se reporté la CDC, 23 presuntos casos
de infeccién por VON en humanos, mds de la
mitad localizados en los estados fronterizos de
California y Texas. En México se cuenta con un
programa especial para la atencién de la in-
fecciéon por VON, tanto en animales como en
humanos (www.cenave.gob.mx/von/), y hasta
el mes de diciembre de 2006 se reportan 203
casos evaluados, pero uno solo en ser huma-
no se identificé con la infeccién por VON. Por
supuesto que no existe a la fecha reporte al-
guno de la adquisicién postransfusional de
esta infeccién en nuestro medio. La infeccién
del VON no ha tenido el impacto epidémico
debido a que son esporddicos los reportes de
enfermedad equina, humana y aviar en Amé-
rica Latina y el Caribe,!" pero sin tener un com-
portamiento epidémico mundial, como ha
ocurrido en otros casos.

El estudio serolégico del VON incluye la
deteccién de anticuerpos especificos IgG e
IgM, asi como la deteccién del RNA viral. Ha-
cia el dia 2-3, luego del inéculo, se documen-
tan las concentraciones mdaximas del RNA vi-
ral, para disminuir hacia el dia siete. La
produccién de anticuerpos inicia desde el dia
5 y alcanza su punto méximo el dia siete. El
periodo de ventana del VON es muy corto, no
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mds de dos dias. El problema con las prue-
bas seroldgicas es su inespecificidad, pues
presenta reactividad cruzada en aquellos su-
jetos con infeccién por virus del dengue, debi-
do a que las estructuras de ambos virus son
muy semejantes y es posible la existencia de
inmunidad cruzada. Bajo distintos sistemas de
deteccién del VON, se encuentra que la sensi-
bilidad analitica del 95% varia entre 8.2 a 9.8
copias/mL (PROCLEIX y TIGRIS), con reprodu-
cibilidad superior al 99%. Aun cuando existen
pruebas serolégicas y moleculares, las carac-
teristicas propias de la enfermedad (viremia
muy temprana y periodo de incubacién cor-
to), no existe algin estudio clinico (no patroci-
nado por la industria) que demuestre las su-
puestas bondades de la prueba molecular.

Limitaciones en las caracteristicas de las
pruebas

La detecciéon del laboratorio de VHC en mues-
tras de plasma bajo un programa de control
externo de calidad tiene una variacién hasta
del 18% en la cuantificaciéon de concentracio-
nes bajas de VHC, fuera del valor medio de
0.5 logaritmos.'? La transmisién del VHC pue-
de ser causada por donaciones que escapan
a la deteccién de dcidos nucleicos, a pesar de
estudiarse en muestras individuales.’ La com-
paracién con diferentes pruebas nos lleva a
resultados que no necesariamente reflejan la
sensibilidad esperada e implica la necesidad
de emplear material y reactivos estandariza-
dos que representan a todos los genotipos del
VHC.? La metodologia para PCR en tiempo
real muestra mds ventajas en términos de
mayor precision, sin subestimar o sobreesti-
mar la carga viral,’”® ademds de mantener li-
nealidad para VHC entre 10 a 10,000,000 de
Ul/mL para los genotipos 1-6 y con mayor efi-
ciencia para detectar concentraciones de
HVC-RNA < 6,000 Ul/mL que otros sistemas.'*

En la validacién de nuevos calibradores de
referencia para VIH, VHC y DNA-VHB en la
prueba de amplificacién de dcidos nucleicos
contra estdndar internacional, ambos someti-
dos a diluciones seriadas, se ha podido esta-
blecer adecuada concordancia en la detec-
cién de VIH y HVC, pero no asi en VHB, como
material de referencia.’ Para el caso de VIH-
RNA la estabilidad de la carga viral en la
muestra de plasma es adecuada, almacendn-
dose a temperatura de 4-22 GC hasta por una
semana. En el mes de junio del presente afo,
la OMS presenté su plan estratégico para el
desarrollo de PBR donde se incluye a los pa-
tégenos con impacto en la seguridad sangui-
nea. Esto surge como una necesidad urgente
para atender el problema de control de cali-
dad en el escrutinio serolégico o molecular
de los disponentes. Se espera que estos con-
sensos sobre PBR sean efectivos en términos
de validacién y sensibilidad analitica, para
lograr la armonizacién en estudio y diagnds-
tico de la enfermedad.

Linearilidad de la carga viral

Una situacién problematica es la dificultad
técnica que representa el emplear técnicas o
metodologias en el Banco de Sangre o labo-
ratorio clinico que presenten linearilidad con
la eficiencia suficiente para detectar a sujetos
en la etapa de tolerancia inmune, con niveles
muy elevados de ADN-VHB (> 108-109 Ul de
particulas virales) o bien en la etapa de con-
trol inmune con valores extremadamente ba-
jos del ADN-VHB (< 105). Los reactivos comer-
ciales disponibles presentan rango de
linearilidad desde 2.3 x 103-1 x 108, 1.4 x
105-1.7 x 109, 2 x 102-2 x 105 hasta 1.7 x
102-6.4 x 108, segun del fabricante que se tra-
te.> Las diferencias en la sensibilidad analiti-
ca se combinan con los cambios dindmicos y
la habilidad para mantener la linearilidad en
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variabilidad extrema en la concentracién de
particulas virales e identificar a los diferentes
genotipos entre las diferentes metodologias.
Mediante la prueba Procleix WNV Assay, com-
parando el método semiautomatizado contra
el completamente automatizado, se muestran
limites de deteccién del 95% de 8.2 copias/
mL 9.8 copias/mL, respectivamente. Con es-
pecificidad del 99.9% en muestras de plasma
y reproducibilidad > 99.1% a tres concentra-
ciones diferentes (0, 30 y 100 copias/mL). Se
han desarrollado pruebas de microarreglos
multiples para la deteccién del VHB, VHC y
VIH, con secuencias variables de oligonucleé-
tidos. Con esta prueba se detecta 1, 10 y 20
IU de VHB, VHC y VIH-1, respectivamente,
permitiendo discriminar la presencia de 2 6 3
virus en una sola muestra.'®

¢Pruebas individuales, dos o tres en uno?

La evaluacién de la eficiencia y eficacia de
las diferentes estrategias y metodologias, se
ha evaluado empleando distintos paneles de
seroconversién o en el estudio de donadores
de sangre. En ambas situaciones, los resulta-
dos son distintos. El riesgo postransfusional
del VHB, a pesar de las medidas de control
ampliamente conocidas, es mdés alto que
para el caso del VHC o VIH. El agregar la
deteccién de écidos nucleicos (NAT) en do-
nadores individuales podria reducir el riesgo
de ITT mds alld de lo que se obtiene con la
prueba mds sensible disponible para AgsHB.
Sin embargo, en los grupos con baja preva-
lencia del VHB se ha demostrado que el NAT
en minipool podria ser mds eficiente para

Cuadro Il. Sensibilidad analitica en sistema de triple detecci6n.”

Sistema VIH-T-RNA VHC-RNA VHB-DNA

100 %: > 520 Ul/mL
11%: < 50 Ul/mL
> 95%: 30 Ul/mL

Procleix Ultrio
(Katsoulidou A, 2007)
Procleix Ultrio
(McCormick K, 2006)
Procleix Ultrio
Koppelman MH (2005)

100%: > 50 copias/mL
41%: < 50 copias/mL
> 95%: 100 copias/mL

96%: > 250 copias/mL
80%: < 250 copias/mL
> 95%: 15 Ul/mL

95%: 26 (16-58) Ul/mL

95%: 4.6 (3.7-6.5) Ul/mL 95%: 11 (7.3-22) Ul/mL

Cuadro Ill. Estrategia molecular en el tamiz de donadores. Variables relacionadas.

* Marcador Gnico o combinado con dos o tres mds

* Pruebas en serie: sélo incluir aquéllos con estudio serolégico negativo. Con o sin pruebas suplementarias previas
* Pruebas en paralelo: Correr simultdneamente molecular y serolégico
* Ajustes a la endemicidad local del marcador

* Evaluacién de inmunoensayos de alta sensibilidad

e Técnicos

. Metodologfa

. Técnica de concentracién viral

. Muestras sencillas

. Tamano del minipool, igual o distinto para cada marcador

. Sensibilidad analitica

. Tipo de calibrador

Ul W=
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detectar la viremia del VHB.'” Adicionalmen-
te, la deteccién de VHB-DNA en muestras in-
dividuales es mds efectiva que en minipool.
El empleo del NAT en muestras individuales
deberia ser mds efectivo para detectar la in-
feccién del VHB en periodo de ventana, aun-
gue aun no estd disponible comercialmente
un equipo totalmente automatizado para tal
efecto.'® La capacidad mejorada de detectar
el antigeno p24 AG sugiere que estos nuevos
andlisis combinados para la deteccién de an-
tigenos y anticuerpos del VIH podrian susti-
tuir al andlisis del antigeno p24 solamente
en las situaciones para el tamiz de donado-
res cuando las pruebas moleculares no sean
factibles ni comparables.' Empleando panel
de seroconversién: Cobas ((R)) TagScreen
MPX: se evaltan dos panales distintos con
sensibilidad para VIH-1 y VHC de 100 y 95%,
mientras que para VHB varia entre el 90-
95%.2° Los limites de deteccién del 95 y 50%
con metodologia de triple identificacién (Pro-
cleix Ultrio.®) son de 53.7 (32.9-117.2) y 8.6
(6.2-12.1) geq/mL para VIH-1 RNA, 30.3
(19.0-62.4) y 5.2 (3.7-7.2) geq/mL para VHC
RNA y de 393.7 (147.9-6978) y 54.5 (22.4-
143.8) geq/mL para VHB DNA, senalando
variabilidad en la sensibilidad analitica, es-
pecialmente en los casos con carga viral baja
(Cuadro Il). La habilidad de este triple siste-
ma para detectar VHB-DNA cuando se pre-
senta un sujeto con carga viral baja y gene-
rar resultados falsos negativos, puede ser
mejorada al procesar los sujetos en muestras
individuales de plasma.?!

No existe informacién suficiente que de-
muestre en términos técnicos cientificos, al
igual que otras intervenciones en salud, las
ventajas de los estudios moleculares me-
diante una estrategia universal en el tamiz
de donadores, aunque en la literatura exis-
ten diversas variantes de esta actividad
(Cuadro ).

Costo-beneficio

No estd determinada la evaluacién del costo-
beneficio al emplear metodologias inmunoen-
zimdticas ultrasensibles comparada con la
identificacion molecular.' No se tiene informa-
cién sobre la comparacién del efecto de las
técnicas de inactivacién de patégenos, como
una alternativa novedosa a una metodologia
de primera eleccién.

El conocimiento del proceso del escrutinio
de donadores y los reportes persistentes de la
elevada seroprevalencia, sefiala evidentes fa-
llas en los puntos criticos de educacién para
la salud, promocién de la donacién y evalua-
ciéon médica en la seleccidon de donadores, en
un marco legal ineficiente que inhibe el desa-
rrollo de donador seguro, para que en con-
junto con sus resultados de costo-eficiencia, se
establezca una secuencia coherente entre do-
nador seguro y sangre segura en beneficio de
la salud de la poblacién.
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