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RESUMEN
En los afios recientes la incompatibilidad ABO ha emergido como causa
significativa de la Enfermedad Hemolitica del recién nacido (EHRN), conocida
como Eritroblastosis fetalis, lo que conlleva a morbilidad y mortalidad neonatal; la
patogénesis de esta enfermedad involucra el pasaje a través de la placenta de los
anticuerpos IgG anti-A, anti-B y anti-A, B resultando en lisis de los hematies

neonatales.

La EHRN, si no es detectada a tiempo y tratada oportunamente, puede llegar a

complicaciones fatales.

La EHRN por incompatibilidad ABO puede estar acompafiada de diferentes grados
de signos clinicos: anemia, ictericia, hiperbilirrubinemia, hepatomegalia y otras
complicaciones, incluso la muerte. El tratamiento prenatal incluye parto prematuro,
transfusién sanguinea intrauterina, etc., y el tratamiento posnatal incluye

fototerapia, exanguineo transfusion, etc.

Entre las pruebas inmunohematoldgicas actualmente utilizadas para el diagnostico
oportuno de la EHRN, tenemos los grupos sanguineos ABO y Rh, la prueba de
Coombs directa e indirecta, la titulacion de anticuerpos IgG anti-A y anti-B, y en

algunos casos la técnica de elucion.

Segln la revision realizada, ninguna de ellas ofrece por si sola un diagndstico
definitivo de la EHRN por incompatibilidad ABO, si no, por el contrario, muchas
de ellas realizadas en conjunto brindan una mayor posibilidad al diagndstico

oportuno.



El objetivo de este estudio descriptivo es revisar y analizar los diferentes abordajes

sobre la EHRN en los protocolos actuales.

Palabras claves: Enfermedad Hemolitica del Recién Nacido, Incompatibilidad

ABO, pruebas inmunohematolégicas.



ABSTRACT

In recent years, ABO incompatibility has emerged as a significant cause of
Hemolytic Disease of the Newborn (HDN), known as Erythroblastosis fetalis,
leading to neonatal morbidity and mortality; the pathogenesis of this disease
involves the passage through the placenta of anti-A, anti-B and anti-A, B 1gG

antibodies resulting in lysis of neonatal red blood cells.
EHRN, if not detected in time and treated promptly, can lead to fatal complications.

HDN due to ABO incompatibility may be accompanied by different degrees of
clinical signs: anemia, jaundice, hyperbilirubinemia, hepatomegaly and other
complications, even death. Prenatal treatment includes premature delivery,
intrauterine blood transfusion, etc., and postnatal treatment includes phototherapy,

exchange transfusion, etc.

Among the immunohematological tests currently used for the timely diagnosis of
HDN, we have the ABO and Rh blood groups, the direct and indirect Coombs test,
the titration of anti-A and anti-B 1gG antibodies, and in some cases the elution

technique.

According to the review, none of them alone offers a definitive diagnosis of HDN
due to ABO incompatibility; on the contrary, many of them performed together

provide a greater possibility of a timely diagnosis.

The objective of this descriptive study is to review and analyze the different

approaches to NHRD in current protocols.

Keywords: Hemolytic Disease of the Newborn, ABO incompatibility,

immunohematological tests.



INTRODUCCION

La EHRN por incompatibilidad ABO (IcABO) es en la actualidad la mas comin
(1) y suele ser un problema del recién nacido en lugar del feto. La EHRN-ICABO
esta casi restringido en su totalidad a bebés de grupos A, B y AB nacidos de madres
O con anticuerpos inmunes de tipo IgG anti-A, anti-B, o anti-A, B.
Aproximadamente el 15% a 25% de los embarazos pueden tener incompatibilidad
ABO, y solo desarrollan la EHRN aproximadamente el 10% (2).

Generalmente, la EHRN-ICABO es reportado como leve con hiperbilirrubinemia,
sin anemia significativa, siendo la hiperbilirrubinemia una de las causas mas
comunes de readmisién hospitalaria, esto debido a la tendencia actual de alta
hospitalaria precoz (2, 3).

Las diferentes etnias, regiones y entornos médicos pueden afectar la incidencia de
la EHRN-ICABO, éstos muestran cifras entre 2-5% de las incompatibilidades ABO
entre madres y recién nacidos (4). En ltalia, las madres experimentaron
incompatibilidad ABO con su recién nacido en una tasa de 11%, pero la EHRN-
IcCABO ocurri6 solo en el 2.5% de los recién nacidos. Ambas tasas son més elevadas
en laraza negra (5). En caucésicos, la incompatibilidad ABO entre el recién nacido
y la madre ocurre en el 10-15% de los embarazos, y solo 1-2.5% de recién nacidos
desarrollan EHRN-ICABO. Las variaciones en la incidencia de la incompatibilidad
ABO pueden ser atribuidos también a la débil expresion de la mayoria de los
antigenos del grupo sanguineo A y B en los hematies fetales; los antigenos Ay B
también pueden ser expresados en otros tejidos, a los que podrian unirse los

anticuerpos. Ademas, cada una de las subclases de inmunoglobulinas tienen



diferentes propiedades bioldgicas que afectan su potencial patdgeno La 1gG3 tiene
mas eficiencia en el transporte a través de la placenta, en comparacion con otras
subclases de IgG, que pueden ser responsables de la enfermedad (6).

La Academia Estadounidense de Pediatria ha informado que la incompatibilidad
del grupo sanguineo con prueba de Coombs directa (PCD) positiva es uno de los
factores de riesgo mas importantes para la hiperbilirrubinemia grave. La EHRN-
iCABO clinicamente observable generalmente se diagnostica por ictericia grave en
los primeros dias de vida, seguida de una PCD positiva (7).

Segun Herschel et al., la PCD como prueba de deteccién de anticuerpos 1gG
presentes en los hematies de un individuo tiene poca sensibilidad (50%) en la
identificacion de recién nacidos que desarrollaran ictericia clinicamente
significativa (8).

La prueba de eluido se realiza si los resultados de la PCD son negativos, lo que
compensa los defectos de la PCD en la identificacion de la EHRN causada por el
anticuerpo del sistema ABO (9).

Esta monografia abarca la descripcion del desarrollo de la EHRN-icABO vy el
empleo de las pruebas inmunohematoldgicas utilizadas en diferentes protocolos;
mencionando su utilidad, desempefio analitico a la luz de la literatura cientifica

actual.



OBJETIVO
Analizar y comparar los diferentes protocolos de abordaje laboratorial de la

enfermedad hemolitica del recién nacido por incompatibilidad ABO.



CAPITULO |
ENFERMEDAD HEMOLITICA DEL RECIEN NACIDO POR

INCOMPATIBILIDAD ABO

1.1  Sistema ABO

En el sistema ABO, hay 4 tipos principales de grupo sanguineo: A, B, AB y O.
Landsteiner en 1900 describid los grupos A, By O. El cuarto grupo sanguineo AB
fue descrito en 1902 por Decastello y Sturli. Es el primer sistema de grupo
sanguineo descrito y el mas importante en la practica transfusional (10).

1.1.1 Antigenos del Sistema ABO

El gen ABO esta ubicada en el cromosoma 9g34.1-34.2, incluyendo 7 exones con
una longitud de 18,000-20,000 pares de bases (11) y son los responsables de
producir las transferasas GTA'y GTB (12).

La sintesis de los antigenos requiere al menos dos pasos fundamentales:

El primero, es la sintesis del antigeno H, sustrato aceptor de los glicidos Ay B que
las glicosiltransferasas (GTA y GTB) transportan (12). El antigeno H es generado
por adicion de la fucosa en un enlace a 1,2 a una galactosa terminal en una cadena
de tipo 1-4. Es la estructura que corresponde al tipo de sangre O (11, 13) es el
precursor del antigeno A y B, constituye la base sobre la que acttan los genes A'y
B para formar los respectivos antigenos. Si no se dispone de estructura H debido a
la ausencia de H - transferasa, en consecuencia, los genes A y B, si la persona los

posee, no pueden expresarse (14). Esta situacion ocurre en las secreciones de los no



secretores de ABH y en los hematies de fenotipos deficientes en H (fenotipo

Bombay) (12).

Los loci H son funcionales en los hematies y los loci secretores son funcionales en
los epitelios gastrointestinales, recibiendo su nombre de los antigenos de grupo
sanguineo secretados producidos a partir de glicoconjugados secretados (11, 13).
La segunda; es la sintesis tanto de la estructura del antigeno A o B. Después de la
sintesis de la estructura H, las transferasas A y B, los cuales difieren de 4
aminodcidos, utilizan la estructura H para sintetizar los antigenos A y B en las
cadenas de tipo 1 a 4. La transferasa A transfiere N-acetilgalactosamina (GalNAc)
al antigeno H, generard antigeno A mientras que la transferasa B transfiere D-
galactosa (Gal) al antigeno H, produciéndose el antigeno B y aquellas personas que
cuenten con ambas transferasas, seran antigenos A y B, tendrén el grupo AB. El
alelo O solo se diferencia del alelo A en la delecion de Guanina en la posicion 261,
lo cual conlleva un cambio en la lectura genética y da como resultado una proteina
sin actividad transferasa (11, 13). Por tanto, el antigeno H queda sin modificacion
(12).

Los antigenos A'y B inician su desarrollo a partir de la quinta semana de vida fetal,
pero incrementan su expresion lentamente: al momento del nacimiento, menos del
50% de los antigenos adultos estan presentes, lo cual resulta en una incapacidad
para diferenciar subgrupos en el recién nacido; los niveles adultos de antigenos A
y B usualmente no llegan antes de los 2 a 4 afios aproximadamente (11, 13).
Ademas de la presencia de antigenos ABO en los hematies y en forma soluble en
varios fluidos, los antigenos A, B y H se encuentran en concentraciones variables

en celulas epiteliales, linfocitos, plaquetas y 6rganos como el higado. Esto revela el



rol clave que juega el grupo sanguineo ABO no solo en la medicina transfusional,

sino también en la practica del trasplante (13).

1.1.2 Anticuerpos del sistema ABO

Acorde a los descubrimientos de Landsteiner, los anticuerpos anti-A, anti-B estan
presentes en el plasma de individuos que tienen ausencia del antigeno
correspondiente en los hematies y también existe el anti-A,B, el cual no es una
simple mezcla de anti-A y anti-B sino un tercer anticuerpo con reaccion con un
antigeno A y B, conocido también antiguamente como el antigeno C; el sistema
ABO es el Unico sistema sanguineo en el cual, si un antigeno esta ausente en un
individuo, el anticuerpo correspondiente esta presente siempre en el plasma de
individuo adulto sano (10).

Los anticuerpos del sistema ABO surgen poco después del nacimiento al exponerse
el recién nacido a agentes ambientales cuya composicién antigénica es similar a los
antigenos A y B que se encuentran en los hematies humanos, su desarrollo puede
tomar de 3 a 6 meses. En consecuencia, al momento del nacimiento, los niveles de
anticuerpos anti-A y anti-B son indetectables debido a un sistema inmune
pobremente desarrollado. Se cree que se producen en respuesta a antigenos de
bacterias similares a los antigenos A y B, que estan presentes en el intestino y en
ciertos alimentos. Con la edad, los titulos de anticuerpos tienden a disminuir, en el
adulto mayor, los titulos ABO pueden ser débiles o no demostrables (10).

La concentracion de estos anticuerpos varia ampliamente. Los anticuerpos del
sistema ABO son principalmente de naturaleza IgM, también existen 1gG e IgA.

Estos anticuerpos siguen las caracteristicas generales de los anticuerpos IgM



(reaccionan mejor a temperatura ambiente o inferior, son capaces de activar el
complemento y son aglutininas salinas) (13).

La IgM vy la IgA de los anticuerpos ABO no atraviesan la placenta. Sin embargo,
las versiones de 1gG cruzan la placenta de forma activa. Por lo tanto, los anticuerpos
anti-A, anti-B y anti-A, B se pueden encontrar en el suero de practicamente todos
los lactantes, ya que dichos anticuerpos estan presentes en la circulacion materna y
podrian ser causantes de la EHRN (10, 13). Las personas del grupo O
adicionalmente presentan en su suero el anti-A, B; un anticuerpo de reccién cruzada
que detecta una estructura comuin a los determinantes A 'y B (15), por lo general es
un anticuerpo IgG, pero también puede ser IgM o IgA (16).

Con menor frecuencia, algunos individuos presentan grandes cantidades de
anticuerpos ABO de naturaleza inmune o 1gG. Normalmente, los individuos del
grupo O tras una estimulacion inmune por transfusion, embarazo o inyeccion de
ciertas vacunas o toxoides (que contienen antigenos bacterianos de tipo A y B) los
producen en grandes cantidades (10), resultando en un incremento del riesgo de
transferencia placentaria de anticuerpos ABO durante el embarazo (13).

Ademas, las formas inmunes de los anticuerpos ABO (IgG) no son facilmente
inhibidas por los antigenos solubles A y B. Esto indica que el anticuerpo que surge
debido a la sensibilizacién por hematies incompatibles es capaz de detectar la sutil
diferencia entre las cadenas precursoras de tipo | y de tipo Il que producen los
antigenos A y B. A diferencia de otros tipos de anticuerpos IgG, que tienen una
temperatura dptima de reactividad a 37 °C, estos anticuerpos IgG ABO aglutinan

los hematies facilmente a temperatura ambiente (13).



1.2 Enfermedad hemolitica del Recién nacido por incompatibilidad ABO
1.2.1. Fisiopatologia

Los anticuerpos implicados en la EHRN-icABO podrian ser naturales IgM (anti-A,
anti-B) o anticuerpos 1gG como anti-A,B (17) o los anticuerpos inmunes, los cuales
fueron desarrollados por consecuencia de la sensibilizacién inmunitaria durante el
embarazo con incompatibilidad ABO, la cual puede darse mediante las hemorragias
fetomaternas durante el embarazo, aborto espontaneo, interrupcion del embarazo,
procedimientos de diagndstico invasivos, parto vaginal asistido o transfusiones
previas (1, 18).

Se ha descrito en la literatura que la incidencia de hemorragias fetomaternas
asintomaticas durante el embarazo puede llegar al 75%, la incidencia y grado de la
hemorragia incrementa con el trimestre de embarazo; 7%, 16%, 29%; durante el
primer, segundo y tercer trimestre, respectivamente; para la demostracion de
hematies fetales en la circulacidn de la madre se empled la técnica de elucién acida
de Kleihauer-Betke (18).

Los hematies fetales sensibilizados con IgG maternos son eliminados de la
circulacion fetal por los macrofagos del bazo fetal (hemdlisis extravascular) y se
desarrolla gradualmente una anemia. Como resultado del catabolismo de la
hemoglobina se da lugar a la formacion de la bilirrubina indirecta, produciéndose
un incremento de la cantidad de bilirrubina indirecta, el cual puede atravesar la
placenta y es removido por el higado de la madre (19).

El proceso hemolitico puede resultar en anemia o hiperbilirrubinemia o ambos, lo

que afecta la morbilidad y mortalidad fetal y neonatal (1).



Adicionalmente, se presenta hiperplasia eritroide en la médula 6sea fetal y
eritropoyesis extramedular en el bazo fetal, el higado, los rifiones y las glandulas
suprarrenales. Como resultado de ello, muchos hematies nucleados se liberan a la
sangre periférica, asi como la presencia de esferocitos y policromasia, pueden
observados en estudio de la lamina periférica (19).

Si, la anemia es grave, puede provocar edema generalizado, ascitis, 1o que puede
llevar a una condicion llamada hidrops fetal, el cual es mortal si no recibe
tratamiento (19).

Antes del descubrimiento de la inmunoglobulina Rh (D) (RhIG), la EHRN debido
a anti-D fue la causa mas significativa de la mortalidad perinatal. La administracion
de RhIG a mujeres Rh (D) negativas durante el embarazo y poco tiempo antes del
nacimiento del recién nacido D positivo ha contribuido a la reduccion de la
incidencia de la EHRN por Rh. Por tanto, actualmente, la EHRN-icABO es més
frecuente que la EHRN Rh (D) y puede producirse durante el primer embarazo. A
diferencia de la EHRN Rh, la EHRN-icABO es asintoméatica o produce
hiperbilirrubinemia y anemia leve. E algunos lactantes de tipo A o B nacidos de
madres de tipo O que producen anti-A y anti-B inmunes (IgG), capaces de atravesar
la placenta se desarrolla la EHRN icABO que presenta un curso de enfermedad mas
leve que la EHRN Rh probablemente porque los antigenos A y B estan poco
desarrollados en los hematies fetales y neonatales, y la presencia de los antigenos
Ay B en otras células y tejidos, reduce la cantidad de anticuerpos maternos
dirigidos contra los hematies fetales (20). La hemolisis debido a anti-A es mas

comun que las hemolisis anti-B y los recién nacidos afectados usualmente presentan



la PCD positiva; sin embargo, la hemdlisis debido a anti-B IgG puede ser severa 'y
puede llevar a la exanguineo transfusién (21).

El resultado de la PCD para el recién nacido con EHRN-icABO es solo débilmente
positivo y puede ser negativo (20).

En un analisis reciente de la subclase de 1gG en pruebas de Coombs directo que
dieron positivos en recién nacidos ABO incompatibles, mostraron que la IgG2 era
el anticuerpo predominante, el cual es pobremente transferido a través de la placenta
y menos eficiente para causar hemolisis, mientras que, la IgG1 se observé en el
22% de los recién nacidos y mostr6 una proporcion similar de hemolisis y severidad
de hiperbilirrubinemia (22).

Ademas, los hematies fetales presentan una débil expresion de antigenos A o B, lo
que resulta en pocos sitios reactivos (23) esto explica la baja incidencia de hemdlisis
significativa en los recién nacidos afectados. Esto conlleva en la manifestacion de
la hiperbilirrubinemia como signo predominante de incompatibilidad (en lugar de
anemia), el frotis de sangre periférica con frecuencia se asocia a la presencia de
esferocitos y algunos eritroblastos, lo cual difiere de lo observado en la
incompatibilidad Rh en la cual el frotis de sangre periférica presenta una gran
cantidad de hematies nucleados y pocos esferocitos (21).

Existen varias teorias del curso tipicamente leve y autolimitante de EHRN:

— La enfermedad hemolitica grave por incompatibilidad ABO del recién
nacido es poco frecuente en comparacion con la enfermedad hemolitica Rh
del recién nacido, explicado en base a que los antigenos ABH estan
ampliamente distribuidos en todo el cuerpo, mientras que los antigenos Rh,

su presencia estad restringida a los hematies, por lo tanto, una proporcion

10



menor de anticuerpos ABO esté disponible para destruir a los hematies del
bebé, mientras que los anticuerpos Rh se concentran en los hematies (18).
La placenta expresa abundantemente los antigenos A y B, lo que
potencialmente elimina la IgG de la circulacion y reduce el titulo dentro de
la circulacion fetal (18, 24).

La IgG anti-A y anti-B generalmente es 1gG2, que es biologicamente
inactivos, mientras que los anticuerpos Rh que participan en la EHRN
suelen ser IgG1 e 1gG3 (18, 24).

Los hematies sensibilizados por anticuerpos contra el sistema ABO son
eliminados de la circulacién por el higado, debido a que este ultimo, no es
inmunolégicamente competente y el higado del bebé no esta completamente
desarrollado, se produce menos dafio a los hematies que en la EHRN por Rh
(18).

Los anticuerpos contra el sistema ABO se unen al complemento, dado que
el complemento se desarrolla en el higado y el higado del bebé no es
competente, hay menos complemento disponible para sensibilizar el
hematie del bebé; sin embargo, los hematies que estan sensibilizados por Rh
son eliminados por el bazo de la madre, que es altamente inmunogénico,
como resultado, la madre produce anticuerpos (18).

Los antigenos ABH estan se localizan mas lejos de la membrana que los
antigenos Rh; por lo tanto, las células sensibilizadas regresan a la
circulacion del bebé como esferocitos en lugar de ser lisados por el

complemento como ocurriria en la EHRN por Rh (18).
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— Los antigenos ABH no estan completamente desarrollados al nacer y dan
como resultado aglutinaciones mas débiles, mientras que los antigenos Rh

estan bien desarrollados antes del nacimiento (18).

1.2.2 Epidemiologia

En los paises desarrollados, la incompatibilidad ABO es la mayor causa de EHRN,
Sin embargo, en los paises en desarrollo es aun el anti-D el anticuerpo mas comun
encontrado en mujeres embarazadas causante de EHRN de moderado a grave (18).
En general, del 15-25% de todas las parejas feto/maternas son ABO incompatibles,
pero la EHRN-icABO se limita aproximadamente del 1 al 10% de las mujeres del
grupo O que presentan anticuerpos IgG prenatales elevados (25).

La prevalencia mas alta de EHRN se presenta en los no caucasicos que entre los
caucasicos por razones inciertas. La enfermedad hemolitica ABO se observa en el
0,3% vy el 0,8% de los embarazos caucasicos, pero es mas grave y frecuente entre
el 3% y 5% en embarazos asiaticos o africanos (22).

Segun Krog et al., en su estudio realizado con grupos casos y controles de madres
del grupo sanguineo O y recién nacido compatible con ABO (grupo control) versus
madres y recién nacidos incompatibles (A/B) (grupo caso), reportd que hubo mas
recién nacidos con grupo B y un significativamente mas alto nidmero de no
caucasicos en el grupo caso que en el grupo control (26).

La prevalencia del tipo de sangre es variable entre diferentes grupos étnicos. Por
ejemplo, las poblaciones nativas americanas tienen una alta frecuencia de sangre

tipo O, que oscila del 79% al 100%, mientras que las poblaciones oceanicas
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muestran <1% tipo B (y AB) y las poblaciones africanas y asiaticas muestran las
tasas mas altas de sangre tipo B con un 25% y 20%, respectivamente (27).
A medida que las poblaciones migran, las instalaciones médicas de los nuevos

paises residentes deben adaptarse a diferentes tasas de incompatibilidad ABO (1).
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CAPITULO Il

PRUEBAS INMUNOHEMATOLOGICAS

2.1 Grupo sanguineo

El sistema ABO, representa una serie de antigenos de carbohidratos en la superficie
de los hematies, es la familia de grupos sanguineos mas importante para la
compatibilidad con transfusiones. En el banco de sangre es una prueba critica en la
determinacion del grupo sanguineo ABO y Rh. Para determinar el sistema ABO se
emplea una metodologia de 2 pasos: la fase celular o directa, para determinar la
presencia de antigenos A o B mediante el empleo de reactivos dirigidos contra estos
antigenos y la metodologia sérica o inversa, para determinar la presencia de anti-A

y anti-B en el plasma, para ello emplea células de fenotipo conocido (28).

El propésito de las pruebas ABO de rutina es predecir la EHRN-icABO para que se

pueda lograr un monitoreo selectivo de la ictericia (29).

2.1.1 Grupo sanguineo materno

En Dinamarca, durante el primer trimestre de embarazo, se solicita a la gestante las
pruebas de tipificacion de grupo sanguineo ABO y Rh. Si la gestante es Rh
negativo, se realizara una prueba no invasiva de prediccién fetal del grupo Rh a las

25 semanas (30).

2.1.2 Grupo sanguineo del recién nacido
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Las directrices publicadas recomiendan realizar pruebas ABO y/o RhD en muestra
de corddn umbilical en tres situaciones: (1) en la tipificacion RhD para determinar
la elegibilidad para RhIG para madres RhD negativas; (2) establecer el papel de la
incompatibilidad ABO en el contexto de ictericia neonatal clinicamente
significativa (3); cuando la muestra materna no esta disponible y el recién nacido
experimenta ictericia grave de etiologia desconocida y una Prueba de Coombs

directo (+/-) (31).

Segun Hajjaj et al., quien realiz6 una encuesta a 580 instituciones hospitalarias,
encontrd que el grupo sanguineo ABO y Rh en corddn umbilical es determinado en
290 instituciones, representando el 97.8% de las instituciones que respondieron

sobre las pruebas que realizan en corddn umbilical (32).

2.2 Prueba de Coombs

2.2.1 Coombs directo

La prueba de Coombs directo se utiliza para detectar la sensibilizacion de los
hematies con IgG y/o complemento. Aunque, no diagnostica hemdlisis, es una
herramienta comun utilizada para identificar recién nacidos con isoinmunizacion o
incompatibilidad ABO neonatal — materna (32).

Segun Das et al, quien realizd en estudio prospectivo en 2856 embarazadas, hallo
962 casos de incompatibilidad ABO (33.68%). La incompatibilidad O-A y la
incompatibilidad O-B representaron el 13 y 12%, respectivamente. Los resultados
del PCD, mediante el método de aglutinacion en columna, fueron de 3.8% en todos

los recién nacidos y 11.2% en recién nacidos con incompatibilidad ABO, sin
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embargo, con el método convencional en tubo se obtuvieron 0.6% de PCD positivos
en la poblacion general y 2.4% entre los casos ABO incompatibles. Ademas, hall6
una relacion estadisticamente significativa entre la hiperbilirrubinemia en un recién
nacido con incompatibilidad ABO vy los resultados de la PCD (p<0.001), la
hiperbilirrubinemia fue mas alta entre los recién nacidos con incompatibilidad ABO
con resultados positivos por el método de aglutinacion en columna. La fuerza de
aglutinacion en el PCD por el método de aglutinacion en columna fue mayor cuando
la incompatibilidad fue O-A (>3+). La técnica en tubo mostré valores mas altos de
especificidad y valores predictivos positivos comparados con la técnica de
aglutinacion en tubo (98% vs. 93%; 47% vs. 34%, respectivamente), para la
ocurrencia de hiperbilirrubinemia clinicamente significativa; mientras que la
técnica de aglutinacion en tubo mostrd valores mas altos de especificidad y valor
predictivo negativo (51% vs. 11%; 96% vs. 93%). Asimismo, encontré un nimero
mayor significativo de recién nacidos que requieren fototerapia en el grupo con
resultado de PCD positiva que el grupo con resultados de PCD negativas (45.4%
vs. 24.4%) (2). A diferencia de la aloinmunizacion Rh, la prueba de Coombs directo
es positivo solo en el 20-40% de los recién nacidos con incompatibilidad ABO. En
un estudio reciente se encontré que la prueba de Coombs directo tiene un valor
predictivo de 23% y una sensibilidad de 86% para predecir hemolisis y necesidad
de fototerapia, a menos que los hallazgos sean fuertemente positivos (4+), esto
debido a que los hematies tienen en su superficie menos expresion de antigeno tipo
especifico comparado con las células adultas. Los valores predictivos positivos de
la combinacion de pruebas (PCD, elucién y titulacion de anticuerpos) fue 94.12%,

el cual es mucho mayor que lo reportado por cada prueba de forma individual (33).
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Segun Christensen et al., en su estudio realizado en 400 531 nacidos vivos, el 47%
provenian de madres tipo O, de las cuales el 86% fueron O+. Por otro lado, solo los
recién nacidos de madres O+ fueron parte de estudio. Entre los 42 529 recién
nacidos de madre O+ con grupo sanguineo determinado tuvieron la siguiente
distribucion: el 67.6% fueron de grupo O (Grupo control), 25.1% fueron grupo Ay
el 7.3% fueron grupo B (Grupo de estudio). Encontrd que los recién nacidos de
grupo Ay B, nacidos de madres O+, tuvieron niveles picos mas altos de bilirrubina
sérica total durante los primeros 10 dias después del nacimiento que los recién
nacidos de grupo O, p<0.001, lo cual representé un reingreso hospitalario. Los
recién nacidos del grupo B tuvieron niveles ligeramente mas altos de bilirrubina
total sérica (p<0.001). Los recién nacidos que presentaron PCD (+),
independientemente de su tipo de sangre, tenian un pico de bilirrubina total sérica
mas alto que los que tuvieron la PCD (-). Un total de 1174 recién nacidos tuvieron
reingreso hospitalario dentro de 10 dias después del nacimiento para tratamiento
por ictericia. Encontré que la tasa de riesgo de recién nacidos A y B, evaluados
conjuntamente, tuvieron un riesgo similar de ser readmitidos. De este total, de
recién nacidos readmitidos en para tratamiento de ictericia, los recién nacidos del
grupo sanguineo A o B tenian muchas mas probabilidades de presentar la PCD (+)
que los recién nacidos del grupo O (3).

Segln Ma et al. encontr6 que un grupo de recién nacidos con EHRN-ICABO con
PCD negativa desarrollaron anemia e ictericia mas rapido y mas severamente que
los recién nacidos que no tenian EHRN-ICABO y de aquellos recién nacidos que

eran del grupo con EHRN-ICABO con PCD positiva, asimismo la tasa de
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exanguineo transfusion fue méas alta en el grupo con PCD negativa (28.5%) que

aquellos que tuvieron PCD positiva (4.7%) (9).

2.2.2 Coombs indirecto

Los aloanticuerpos eritrocitarios se estudian mediante la técnica de deteccion de
anticuerpos, también conocida como la prueba de antiglobulina indirecta o la
prueba de Coombs indirecta. Se realiza empleando plasma/suero de un paciente
incubado a 37 °C contra hematies reactivos del grupo O que expresan antigenos
contra los cuales existen aloanticuerpos de hematies clinicamente significativos
(28).

La tasa de aloinmunizacién a otros antigenos eritrocitarios, aungque bajos entre
0,15% y 1,1%, se han convertido en un mayor porcentaje de casos de
aloinmunizacién materna y causas de la EHRN. Entre las mujeres aloinmunizadas,
mas del 80% de los anticuerpos no son RhD (34).

La deteccidn se puede realizar mediante pruebas tradicionales con tubos simples o
métodos mas nuevos, como la tecnologia de captura en fase sélida y aglutinacién
en columna (35). En la primera visita prenatal, a todas las mujeres embarazadas, se
les debe realizar grupo sanguineo, Rh y la busqueda de aloanticuerpos mediante la
prueba de Coombs indirecto, ya que existen otros sistemas de interés clinico aparte
del Rh. Una vez identificado el anticuerpo debe investigarse si este se asocia a la
enfermedad hemolitica del recién nacido, por ejemplo: en el sistema Lewis es muy
frecuente la incompatibilidad, pero no tiene significacion clinica, puesto que el
anticuerpo es una IgM que no atraviesa la placenta (36). Los aloanticuerpos que se

detectan en el tamizaje de anticuerpos prenatal deben ser identificados, ya que la
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especificidad del aloanticuerpo es una pista de su riesgo potencial de hemolisis (1).
Lamentablemente, esta prueba no forma parte de muchos protocolos; este error se
sigue cometiendo con mucha frecuencia (36).

Segun Olayanju et al. en su estudio realizado en 123 mujeres embarazadas entre 16
y 45 afios identifico que el 12.2% de mujeres tenian anticuerpos detectables que
causaban EHRN, la especificidad de los anticuerpos fue anti-K (5,33%), anti-k
(3,20%), anti-Jsa (2, 13%), anti-C (3, 20%), y anti-E (2,13%). El autor concluye
gue durante la rutina se hace necesaria la determinacidn de estos anticuerpos y a su
vez controlar su titulo en mujeres embarazadas para controlar o prevenir la
morbilidad y mortalidad asociadas con EHRN (37).

2.3 Titulacion de anticuerpos ABO Materno

Segun Krog et al., en su estudio realizado con madres de grupo sanguineo O, formo
3 grupos: (1) Grupo caso: 38 recién nacidos con incompatibilidad ABO, que
recibieron fototerapia debido a hiperbilirrubinemia. (2) Grupo compatible: de 30
recién nacidos compatibles ABO que recibieron fototerapia  por
hiperbilirrubinemia. (3) Grupo control: con 38 recién nacidos ABO incompatible
que no recibieron fototerapia. Encontrd un titulo mas alto de anticuerpos 1IgG ABO
en el grupo Caso que en los grupos Compatible y Control. Ademas, hallé una
reduccion significativa entre los titulos maternales anti-A y anti-B en el primer
trimestre y al nacer en el grupo compatible y grupo control, de 43% a 27%,
respectivamente; mientras que en el grupo Caso se mantuvieron constante (26).
Adicionalmente, Krog et. al. compard los métodos de titulacidn de anticuerpos; una
diferencia significativa fue hallada entre los métodos empleados (ensayo de captura

en fase sélida y aglutinacion en columna); segin el punto de corte elegido, se
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encontro diferentes valores para la sensibilidad y especificidad de las metodologias
empleadas. En el primer trimestre de embarazo los titulos maternales fueron
significativamente mas altos en el grupo Caso, para el punto de corte de 128, se
observo una sensibilidad de 100% y una modesta especificidad (52%) con el
método ensayo de captura en fase solida para la prediccion del tratamiento de la
hiperbilirrubinemia. Los anticuerpos maternales 1gG al nacer fueron
significativamente mas altos en el grupo Caso, para el método aglutinacion en
columna se determiné un titulo de 256 dils como punto de corte para desarrollar
hiperbilirrubinemia que requeria tratamiento. La sensibilidad y especificidad
encontrada en ese punto de corte fue de 84% y 74%, respetivamente. Para el método
ensayo de captura en fase sélida, el punto de corte fue 128, con una sensibilidad y
especificidad de 92% y 66%, respectivamente. En el primer trimestre los titulos de
anti-A y anti-B tuvieron un modesto valor predictivo (VPP=0.65y VPN=0.82) con
el método de ensayo de captura en fase sélida, el cual mejoro con muestras tomadas
al nacer (VPP=0.73 y VPN=0.93) (26).

Segun Ding et al. en su estudio realizado en 725 mujeres embarazadas de grupo
sanguineo O Rh positivo entre 20 y 45 afios, de vidas en grupos de primigravida (n
=382, 52.7%) y no primigravida (n = 343, 47.3%), evaluo los titulos de anticuerpos
ABO de las mujeres embarazadas con Rh positivo y esposos de tipo no O Rh
positivo, esta evaluacion fue realizada a partir de la 16va semana de gestacion y
revisada mensualmente. Las tasas positivas de la EHRN-icABO fueron 0,0% (0/0)
cuando el titulo es <1/64; 0,0% (0/0) cuando el titulo es 1/64, 38,5% (40/104),
cuando el titulo es, 1/128; 53,0% (35/66) cuando el titulo es 1/256; 81,3% (26/32)

cuando el titulo es 1/512 y 93,8% (15/16) cuando el titulo es >512; con una
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diferencia que fue estadisticamente significativa (P<0,05). Ademas, reportd 21
casos de EHRN en grupo de mujeres primigravidas y este riesgo aumento con el
namero de embarazos (titulos de IgG mas altos) y que la ocurrencia de la EHRN no

estuvo relacionada al tipo de sangre, A o B del esposo de la madre embarazada (4).

2.4 Elucion

La elucién de hematies se emplea para evaluar la especificidad de un anticuerpo
unido a una superficie de los hematies. EI método de elucién acida se emplea con
frecuencia para liberar anticuerpos de los hematies, en un ambiente acido la
interaccidn entre hematies y anticuerpos se debilita permitiendo que los anticuerpos
eritrocitarios previamente unidos se acumulen en el plasma, luego el sobrenadante
concentrado de anticuerpos se hace reaccionar con un panel de hematies para
identificar la especificidad del anticuerpo (28). La elucién es necesaria cuando el
diagndstico de EHRN es dudoso, como en casos raros de ABO incompatibilidad
con un PCD negativo (1). Segun Jain et al. reportd 3 casos de enfermedad
hemolitica severa del recién nacido ABO, que requirieron exanguineo transfusion
por hiperbilirrubinemia, los recién nacidos fueron tipificados como A+ y sus
madres fueron O+, los tres recién nacidos tuvieron PCD (+); en la elucion por calor
de los hematies neonatales, se produjo reaccion positiva con las células A, lo que

sugiere un anticuerpo anti-A (23).

El método de Lui, es una técnica de elucidn, al igual que las otras técnicas de
elucién, se basa en la modificacion fisicoquimica del medio de reaccion. En este
método, los hematies se congelan de -6 °C a -70 °C por 10 minutos. A medida que

los hematies se congelan, se forman cristales de hielo extracelulares que atraen agua
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a su entorno. Esto aumenta la osmolaridad del liquido extracelular restante, que
luego extrae agua de los hematies. Los hematies se reducen, lo que da lugar a la
lisis. A medida que se rompen las membranas, el anticuerpo se disocia. Este método
se utiliza principalmente para la investigacion de la enfermedad hemolitica ABO
del feto y del recién nacido (38), luego de que el eluato es serparado del estroma
celular mediante la centrifugacion, solo la fase antiglobulina es realizada para la

deteccion del anticuerpo (39).

Segun Ma et al. en su realizado en 21 recién nacidos, concluye que ante la sospecha
clinica de EHRN con un resultado de PCD negativa, se debe realizar una prueba de
elucién para descartar o confirmar el diagnostico para ayudar a prevenir la

morbilidad resultante de la hiperbilirrubinemia (9).
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CAPITULO 111

PROTOCOLOS ACTUALES

Segun Das et al. en su estudio prospectivo en 2856 embarazadas, hall6 962 casos
de incompatibilidad ABO (33.68%) y confirmd la especificidad del anticuerpo con
el eluato y encontro los siguientes valores de sensibilidad, especificidad, valores
predictivos positivos y negativos (17%, 76%, 67% y 24%, respectivamente) (2).
Segun las recomendaciones para la prevencién y tratamiento de la enfermedad
hemolitica del feto y del recién nacido de la Sociedad Italiana del grupo de trabajo
de Ginecdblogos y obstetrices, publicadas el 2015, proponen realizar investigaciones

al nacer en casos de sospecha de EHRN por incompatibilidad ABO:

Cuando la madre es del grupo O y presenta la PCD positiva o evidencia clinica
(ictericia) de hemdlisis neonatal, en ausencia de causas conocidas, se debe realizar
la tipificaciéon del grupo sanguineo ABO/RhD. En las células de la sangre del
cordon umbilical y en el suero materno titular, las 1gG anti-A y/o anti-B. El
diagnostico de la EHRN-icABO es esencialmente clinico: esto debido a que, a pesar
de la incompatibilidad ABO y la presencia de 1gG anti-A y/o anti-B en el suero de
la madre, la PCD es negativa o indeterminada (24).

La determinacion y titulo de la 1gG anti-A o anti-B deben realizarse, después de
haber escindido las isoaglutininas anti-A y/o el anti-B presentes en el suero materno
con sustancias reductoras como el 2-mercaptoetanol (2-ME) o dithiotreitol (DTT),

o utilizando otras sustancias neutralizantes disponibles comercialmente (24).
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Si los hematies del cordén umbilical son positivos para la PCD, se sugiere que la
IgG (anti-A y/o anti-B) adherida a los hematies neonatales se eluyan. La técnica
mas recomendable para eluir IgG anti-A y anti-B es la desarrollada por Lui. Otro

método que es rapido y da resultados Utiles, es la elucion por calor (24).

Estas recomendaciones tienen una categoria 2C segun se describe en el documento,
dado que la mayoria de la evidencia deriva de un analisis observacional con
resultados menos consistentes u opiniones de expertos. Se requieren mayores
investigaciones para consolidar o cambiar las conclusiones presentadas (24).

Por otro lado, la guia para la deteccion, manejo y prevencién de hiperbilirrubinemia
en recién nacidos a término y prematuros tardios de la Sociedad Canadiense
Pediatrica, sefiala que las pruebas realizadas a todos los recién nacidos de grupo
sanguineo y PCD empleando la sangre de corddén umbilical no mejoran los
resultados clinicos en comparacion cuando se realizan Gnicamente en bebés cuyas
madres pertenecen al grupo O, ademas sefiala que realizar las pruebas a todos los
bebés cuyas madres son de grupo O no mejora los resultados en comparacién con
realizar las pruebas solo a aquellos con ictericia clinica, estas pautas se brindan con
un nivel de evidencia 2b, es decir esta informacion fue tomada de estudios
exploratorios de cohortes con buenos estandares de referencia (40).

Segun la Guia Clinica Practica, para el manejo de la ictericia neonatal del Ministerio
de Salud de Malasya, recomienda realizar PCD en recién nacidos A o B, quienes
resulten clinicamente ictéricos, de madres de grupo sanguineo O; sefiala que la
incompatibilidad ABO fetomaterna con PCD positiva tiene mayor riesgo para

resultados adversos que cuando la PCD es negativa (OR=4.5, 95% IC 1.3 a 15.4),
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este enunciado tiene un nivel de evidencia 112, es decir, la informacién fue obtenida

de estudios de cohorte bien disefiados o estudios analiticos de caso-control,

preferiblemente de mas de un centro o un grupo (41).

En la Guia de practica clinica “Management of Hyperbilirubinemia in the Newborn

Infant 35 or More Weeks of Gestation” de la Academia Americana de Pediatras

(AAP), recomienda las siguientes pautas en el manejo de la hiperbilirrubinemia en

el recién nacido de 35 semanas a mas:

a)

b)

Todas las mujeres embarazadas deber ser tipificadas para los sistemas
sanguineos ABO y Rh (D) y la realizacion de la deteccion sérica de
anticuerpos isoinmunes inusuales (Calidad evidencia B: los beneficios
superan los dafos).

Si una madre no ha tenido grupo sanguineo prenatal o es Rh negativo,
debe realizarse una prueba directa de anticuerpos (o prueba de Coombs),
tipo de sangre y el tipo Rh (D) en la sangre del bebé (cordon umbilical) se
recomiendan fuertemente. (Calidad de la evidencia B: los beneficios
superan los dafos).

Si la sangre materna es grupo O, Rh positivo, es optativo realizar pruebas
en la sangre del cordon umbilical para el tipo de sangre del bebé y la
prueba directa de anticuerpos, pero no es necesario siempre que exista una
vigilancia adecuada, una evaluacion de riesgos antes del alta y un
seguimiento adecuado. (Calidad de la evidencia C: los beneficios superan

los dafios) (7).
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CONCLUSIONES

1. La Enfermedad hemolitica del recién nacido por incompatibilidad ABO,

representa en la actualidad, la EHRN mas prevalente.

2. El curso clinico leve de la EHRN-icABO reportado en la literatura con lleva que

existan escasos protocolos de trabajo frente a EHRN por incompatibilidad ABO.

3. El valor diagnostico de las pruebas inmunohematolégicas es mayor cuando son

empleadas en conjunto que cuando son empleadas individualmente.

4. El uso de la sangre de cordén umbilical para las pruebas inmunohematolégicas

adn no tiene consenso.

5. Las pruebas inmunohematoldgicas empleadas en el diagnéstico de la EHRN son:
la determinacion del grupo sanguineo y Rh de recién nacido y de la madre,
titulacion de anticuerpos de la madre, Coombs directo, Coombs indirecto, Elucion

(Prueba de elucién de Lui modificado).
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