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ENFERMEDAD HEMOLITICA PERINATAL

CONTROL INMUNOHEMATOLOGICO Y PROFILAXIS

RECOMENDACIONES PARA EL EQUIPO PERINATAL

DEFINICION

La Enfermedad Hemolitica Perinatal (EHP) es una afeccion que sufre el feto y el recién nacido por
pasaje trasplacentario de anticuerpos especificos contra la membrana del glébulo rojo fetal, provocando
anemia hemolitica.

INTRODUCCION

La EHP Rh, considerada como un modelo ideal en la medicina perinatal, muestra la integracién del
mecanismo patoldgico, etiologia, modificaciones fisiopatolégicas, medidas de tratamiento y sobre todo,
acciones de prevencion.

La sensibilizacion por anti-D es la causa del 80-90%, dependiendo de la poblacion estudiada de las
enfermedades hemoliticas clinicamente significativas del feto y recién nacido.

En una madre Rh negativo si el feto es Rh positivo y ABO incompatible, el riesgo de inmunizacion por
Rh es de un 1,5 a 2 %; si tiene un aborto espontaneo es del 2 % y entre el 4 y 5 % si tiene una inte-
rrupcién provocada.

Esta patologia sigue siendo una preocupacion para nuestro pais como causante de morbimortalidad
fetal y neonatal.

Factores que disminuyen la inmunizacion

e Respuesta inmunolégica deprimida ( enfermedades o farmacos).
Presencia concomitante de incompatibilidad ABO.
1/3 de la poblacién Rh(-) no responde al antigeno.

Factores de riesgo para inmunizacién
¢ Amenaza de Aborto

Procedimientos invasivos: Puncién de vellosidades coriales / Amniocentesis
Parto instrumental y Cesarea

Placenta previa sangrante

Embarazo ectdpico

Utilizacion de dosis innecesarias de drogas occitdcicas
Versiones externas

Traumatismo abdominal durante el 3° trimestre
Masaje uterinos y maniobra de Kristeler
Alumbramiento manual

Drogadicciéon endovenosa

Desprendimiento de placenta normoinserta

CONTROL INMUNOHEMATOLOGICO MATERNO-NEONATAL

Seglin lo estipulado en el Item T10 de las Normas Técnicas de la Ley Nacional de Sangre N° 22.990,
actualizadas en el ano 2006 se deben efectuar:

3.1 Control en gestantes

Si el hospital asiste partos, el Servicio de Hemoterapia esta obligado a realizar los estudios inmunohe-
matoldgicos en forma universal a toda la poblacion de embarazadas (Grafico 1)
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Objetivos:
= |dentificar embarazadas con riesgo de desarrollar EHP.
= |dentificar mujeres D-Negativo que necesiten inmunoprofilaxis anti-D.
= Disponer rapidamente de sangre compatible para emergencias obstétricas y neonatales.
= Realizar el seguimiento seroldgico ante la presencia de Acs anti-eritrocitarios durante el embarazo
con el objeto de:
o Identificar el feto que pueda necesitar tratamiento antenatal.
o Identificar la aparicion de anticuerpos adicionales durante el curso de la gestacion
y/o inducidos por transfusiones intrauterinas.
o Predecir si un recién nacido requerira tratamiento por EHP.

Por lo tanto, en todas las pacientes se deberan efectuar:

ANAMNESIS

» Antecedentes transfusionales.

» Embarazos, abortos, inseminacién artificial, inmunoprofilaxis.
» Antecedentes de fetos o neonatos afectados por EHP

CONTROLES INMUNOHEMATOLOGICOS

» Gestante: ABO, Rh (no investigar D débil o D¥), fenotipo Rh

> Investigacion de anticuerpos irregulares (Prueba de Coombs Indirecta)
» Pareja: ABO, Rh (D débil,cigocidad del fenotipo Rh)

SI LA INVESTIGACION DE ANTICUERPOS ES POSITIVA
> ldentificacion del anticuerpo
» Titulacion de anticuerpo

Estos controles deberian ser efectuados inmediatamente después de la primera consulta obstétrica
a los efectos de conocer en forma temprana posibles sensibilizaciones
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Grafico 1 - Algoritmo diagnéstico para embarazo tinico
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3.1.1 EN GESTANTES CON TRABAJO DE PARTO Y SIN CONTROLES INMUNOHEMATOLOGICOS
PREVIOS:

Antes, o inmediatamente después del parto, efectuar:
» Anamnesis, segln lo indicado anteriormente
» Control inmunohematolégico:
¢ ABO, Rh (Investigacion de anticuerpos irregulares (Coombs Indirecta)
v" Negativa: Indicacién de IP dentro de las 72 hs a excepcion de madres de RN negativo.
v' Positiva: Identificacién del anticuerpo

3.2 Control en neonatos

En todo neonato, y dentro de las 6 horas postparto, deben efectuarse en sangre de cordén los siguientes
estudios:

» Grupo ABO, D (incluida la prueba para D débil), fenotipo Rh,

» Prueba antiglobulinica directa (prueba de Coombs directa)

> Siésta es positiva, identificacion del anticuerpo en eluido globular o suero de cordén, pasa a algoritmo
de enfermedad hemolitica neonatal- evaluacion urgente de bilirrubina

INMUNOPROFILAXIS

Se ha estimado que en el 5% de las parejas existe incompatibilidad Rh; sin embargo, la aplicacién masiva
de la inmunoprofilaxis (IP) con globulina anti-D ha conducido a una significativa reduccién del nimero
de casos de esta enfermedad.

El Item T11 de las Normas Técnicas de la Ley Nacional de Sangre N° 22.990, actualizadas en el afo
2006 considera que:

» Toda mujer D negativo no sensibilizada al Ag D debera recibir gammaglobulina hiperinmune Anti-D, por
lo tanto recomendamos hacerlo en cualquiera de las siguientes circunstancias:
* Puerperio dentro de las 72 horas (parto espontaneo o quirtrgico)

* Hemorragias del embarazo:
Amenaza de Aborto
Post Aborto
Embarazo ectépico
Enfermedad Trofoblastica Gestacional
Placenta Previa sangrante
¢ Manipulaciones durante intentos de version externa
* Trauma abdominal
* Procedimientos invasivos: puncion de vellosidades coriales, amniocentesis

Esquema de Administracion / Dosis:

Preparto:

o Cualquier episodio sospechoso de un evento sensibilizante (teniendo en cuenta el tiempo de la
gestacioén se utilizaran las siguientes dosis:

1° Trimestre: 1 dosis no menor a 100 microgramos por via IM o IV
2° Trimestre: 1 dosis no menor a 250 microgramos por via IM o IV
3° Trimestre: 1 dosis no menor a 250 microgramos por via IM o IV
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[¢]

Profilaxis en todas las gestantes Rh negativas no sensibilizadas (Semana 28-32 de gestacién):
1 dosis no menor a 250 microgramos por via IM o IV

Postparto: dentro de las 72 hs.

[¢]

[¢]

Sin cuantificacion de la hemorragia feto-materna

1 dosis no menor a 300 ug por via IV o IM

Con cuantificacion de la hemorragia feto-materna, la dosis se calculara de acuerdo a la magnitud
del sangrado.

1 dosis no menor a 250 ug por via IV o IM

Recordar que 300 ug neutralizan hasta 30 ml de sangre fetal o 15 ml de GR.

IMPORTANTE: como todo derivado plasmatico, la gammaglobulina hiperinmune anti-D DEBE

SER CONSERVADA a 4+ 2°C.

Productos disponibles en la Argentina:

Gamma Anti-Rho (Universidad Nacional de Cérdoba) 250 ug.
Partoben (Purissimus) 250, 300y 330 ug IM O IV.
Partogammma SDF (Baxter Immuno) 250, 330 ug.

Igantid (Grifols) 300 ug

Rhesogamma P (Aventis Behring) 300 ug

En el momento del parto de las mujeres Rh negativo, se deberd tomar una muestra de sangre materna,

n CUANTIFICACION DE LA HEMORRAGIA FETO-MATERNA

para realizar una prueba que permita determinar la magnitud de la hemorragia feto-materna (HFM). En
estas pacientes se podra indicar una dosis adicional de gammaglobulina hiperinmune anti-D.

Conclusiones

No existen dudas sobre la impronta de la EHP por Rh en la salud feto-neonatal en Argentina. Si bien la
Inmunoprofilaxis con IgG Rh ha permitido un disminucién de la incidencia, lejos estamos de los logros
alcanzados en los paises desarrollados.

Si bien existen normas para la prevencién, su cumplimiento es parcial o no son lo suficientemente claras
como para ser efectivas.

Recomendaciones:

Los controles inmunohematolégicos de todas las gestantes y los neonatos, asi como para la
administracion de 1gG Rh son obligatorios.

El aborto ilegal es otra de las situaciones que condiciona el cumplimiento de medidas preventi-
vas.

Los estudios inmunohematolégicos deben ser efectuados en Servicios de Medicina Transfusional,
y que éstos deben garantizar calidad de los resultados.

Es fundamental para esta patologia la integracién de un equipo médico formado por el obstetra,
neonatélogo y especialista en Medicina Transfusional.

Los Servicios de Medicina Transfusional no deben utilizar la entrega de los resultados de los estu-
dios inmunohematolégicos como una herramienta para el envio de donantes de sangre.

Esta cientificamente comprobado que la prevenciéon de la aloinmunizacién tiene un costo muy
inferior al de los tratamientos pre y postnatales de la EHP por Rh.
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4 )
Seguimiento de la paciente sensibilizada:

Debe ser realizado por un equipo especializado en Inmunohematologia Perinatal
Hospitales de referencia:

REGION CENTRO: Hospital Materno Provincial, Ciudad de Cérdoba
Hospital San Martin, La Plata, Pcia. de Buenos Aires
Hospital Nacional Posadas, Haedo Pcia. de Buenos Aires

CIUDAD AUTONOMA DE BUENOS AIRES: Hospital Fernandez
Maternidad Ramén Sarda
Hospital de Clinicas de Buenos Aires

REGION CUYO: Hospital Lagomaggiore de la Ciudad de Mendoza

REGION NORESTE: Hospital Vidal, Ciudad de Corrientes
Hospital Perrando, Ciudad de Chaco

REGION NOROESTE: Hospital Materno-Infantil Ntra. Sra. de La Merced de Tucuman

. J

10



RECOMENDACIONES PARA EL EQUIPO PERINATAL

Anexo 1

EVALUACION DE LA MAGNITUD DE LA HEMORRAGIA FETO-MATERNA

Tipo de muestra

Sangre total materna anticoagulada

Tiempo para obtencion de obtener la muestra

Dentro de las 2 horas postparto (puede extenderse hasta 6 horas)

Tiempo para realizar técnica de cuantificacion

Lo antes posible

Técnicas para cuantificacion

métodos directos : detectan el Ag D de los GR fetales presentes en la sangre materna

v citometria de flujo (Ac anti D-fluoresceina)
v" microscopia de fluorescencia (idem anterior)
v técnica en gel (Ac anti-D)

métodos indirectos: detectan los GR fetales en la sangre materna a través de la medicién de la

Hb F que ellos contienen (los GR maternos poseen Hb A)

v" técnica de elucion acida de Kleihauer-Betke
v citometria de flujo (Ac anti Hb F-fluoresceina)

Grafico 2

Cuantificacion de HFM por método de elucion

acida de Kleihauer-Betke

GR maternos Rh (-) GR fetales Rh (+)
J N/
Hb A Hb F

elucion con buffer acido pH 3,2

la Hb F resiste la accion del acido

la Hb A se destruye (persiste dentro del GR
(“se eluye”, se lava) ‘ fetal)

coloracion con Eritrosina

CIR MEIERTIES GO CalloT Qg GR fetales con color fucsia

rosa muy palido
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% Modificacién de la técnica clasica: s6lo se realiza la elucién acida de la mitad inferior del preparado
(“A modified Kleihauer technique for the quantification of foetomaternal haemorrhage”. Transfusion
Medicine, 2002, 12: 373-378)

Ventajas:
e la parte superior se puede utilizar como control positivo (control de la coloracion)
e facilita el recuento de GR totales (son todos fucsias) = en la parte superior se colorean todos los
GR porque no se realizé elucion y todos los GR mantienen su Hb (aunque sea diferente tipo de Hb)

Grafico 3

METODO DE ELUCION ACIDA DE KLEIHAUER-BETKE

Técnica modificada: elucion inferior

O GR fetales

GR maternos
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e )
LR 500 500 500
(mitad superior)
3 1 1
LR ER R 1,5 3 12
(mitad inferior)
I 9% 500 & 9% 500 I+ 9% 500
% GR fetales 0,3 0,6 2,4
i x 24 1 x24 1 x24
ml GR fetales 7,2 14,4 h7.,6
i i i
Dosis total Ig 250 300 750
i
Dosis suplementaria ---- - 450
\_ Para detalles, ver Procedimiento, punto 25 (pag. 15) )

Materiales requeridos:

1. solucion fisiolégica

2. portaobjetos

3. timer

4. jarra de Coplin (horizontal)

5. alcohol 96°

6. agua destilada

7. solucion de &cido citrico 0,1M

8. solucion de fosfato de sodio 0,2M

9. soluciéon de HONa 0,1N

10. soluciéon de HCI 0,1N

11. tira reactiva para control de pH (rango: 2-5 aprox)

12. solucion de eritrosina 0,5%

13. solucién de hematoxilina de Harris

14. agua corriente

15. microscopio éptico con objetivo 40x
REACTIVOS:

ALCOHOL ETILICO (ETANOL)
e Preparar 120 ml de solucién al 80° (ver cc del etanol de partida):
= 96 ml etanol absoluto + 24 ml de agua destilada
= 100 ml de alcohol 96° + 20 ml de agua destilada

13
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SOLUCION DE ACIDO CITRICO 0,1 M (ver PM de droga de partida)
* 21,0 gdroga PM: 210 (1H,0) + agua destilada csp 1 litro
e 19,2 gdroga PM: 192 (anhidra) + agua destilada csp 1 litro
e Conservar en heladera.
SOLUCION DE FOSFATO DE SODIO 0,2 M (ver PM de droga de partida)
e 14,2 gdroga PM: 142 (anhidra) + agua destilada csp 500 ml
» 17,8 gdroga PM: 178 (2 H,0) + agua destilada csp 500 m
e Conservar en heladera.
BUFFER DE Mc ILVAINE (buffer de elucién)
e Para 100 ml = 73,4 ml de Solucion N° 2 + 26,6 ml de Solucion N° 3
e Para 50 ml = 36,7 ml de Solucién N° 2 + 13,3 ml de Solucién N° 3
e Método répido = 3 partes de Soluciéon N° 2 + 1 parte de Solucién N° 3
*  Preparar antes de cada ensayo.
*  Mezclar bien y chequear pH (debe ser 3,2). Ajustar de ser necesario.
HEMATOXILINA DE HARRIS
e 100 ml de Hematoxilina + 4 ml de acido acético glacial
e o utilizar colorante comercial ya preparado con acético incorporado
e Filtrar la solucién con papel de filtro cada vez que sea necesario.
ERITROSINA 0,5%
e 0,5 geritrosina + agua destilada csp 100 ml
e Filtrar la solucién con papel de filtro cada vez que sea necesario.

PROCEDIMIENTO
1. Sacar de la heladera los buffers (&cido citrico y fosfato de sodio) y dejarlos tomar temperatura am-
biente (muy importante).
2. Preparar 44 ml de buffer de elucion
3. Controlar el pH del buffer con tira reactiva y ajustarlo de ser necesario
* siesmenora 3,2 = ajustar mediante agregado de NaOH 0,1 N
* siesmayora 3,2 = ajustar mediante agregado de CIH 0,1 N
4. Diluir las muestras de sangre materna al Y2 con solucion fisiolégica (mezclar 1 gota de cada uno).
5. Confeccionar frotis muy finos (2-3 por muestra) con una pequefa gota de la mezcla (no méas de 5 uL por
c/u), dejar secar al aire. Rotular los frotis con lapiz.
6. Preparar 120 ml de alcohol 80%.
7. Colocar los frotis en la jarra de Coplin (conviene seguir siempre un mismo orden; por ejemplo: colocar
los frotis con el preparado hacia el frente dejando la cabeza del frotis hacia la derecha).
8. Agregar el alcohol 80°.
9. Dejar en reposo por 5 minutos para fijar los extendidos.
10. Descartar el alcohol y lavar los extendidos con agua destilada.
11. Colocar lentamente el buffer de elucién dentro de la jarra agregandolo por alguna de las esquinas (por
ejemplo: por el &ngulo posterior derecho). EI buffer sélo cubrira la mitad inferior de los frotis.
12. Dejar en reposo durante 11 minutos para permitir la eluciéon de la hemoglobina adulta.
13. Descartar el buffer inclinando la jarra cuidadosamente hacia la derecha.
14. Lavar con agua destilada (llenar la jarra con agua y descartarla).
15. Realizar un segundo lavado con agua destilada durante 1 minuto (agitar ligeramente la jarra).
16. Colocar eritrosina al 0,5% cubriendo la totalidad de los extendidos y dejar en reposo durante 5 minutos
para permitir la coloracién.




17. Recuperar la eritrosina en su envase.
18. Lavar con agua destilada (idem punto 14).
19. Realizar un segundo lavado con agua destilada durante 1 minuto (idem punto 15).
20. Colocar hematoxilina de Harris cubriendo la totalidad de los extendidos y dejar en reposo durante 5
minutos para permitir la coloracién (contracolor).
21. Recuperar la hematoxilina en su envase.
22. Lavar con agua de canilla durante 1 minuto.
23. Dejar secar los frotis al aire.
24. Observar los frotis al microscopio 6ptico en 40x (o, si se desea en 100x).
e los glébulos rojos fetales se observan como cuerpos refractarios de color rosa purpura bri-
llante (fucsia).
e los glébulos rojos adultos aparecen sin color, como células “fantasmas” muy pélidas o des-
coloridas.
e los ntcleos de los leucocitos se tifien en la gama del azul-violeta.
e observar la zona superior (no eluida) >> contar la cantidad total de glébulos rojos por
campo >> promediar varios campos
e observar la zona inferior (eluida) >> contar la cantidad de glébulos rojos fetales (colorea-
dos) por campo >> promediar varios campos
25. Calcular:
promedio cél. fetales/campo x 100

% células fetales =

promedio gléb. rojos totales/campo

e Volumen de GR fetales transferidos (ml) = % células fetales x 24

e Dosis de IgG anti-D que cubre la HFM hallada = ver tabla.

e Dosis de IgG anti-D suplementaria a administrar = dosis antes calculada — dosis ya administrada en
forma basal

TABLA 1: cantidad total de Ig antiD a administrar en relacion a la magnitud de la HFM

HFM (ml de GR) Dosis (ug) HFM (ml de GR) Dosis (ug)
HASTA NO INFERIOR A HASTA NO INFERIOR A
12,50 250 82,50 990
15,00 300 87,50 1000
16,50 330 105,00 1200
37,50 500 112,50 1250
45,00 600 115,50 1320
49,50 660 135,00 1500
62,50 750 148,50 1650
75,00 900

Si se emplean presentaciones comerciales de uso IM, se podran inyectar hasta 5 dosis de 300 ug
en cada gliteo.

Si se necesitan mas de 10 dosis podran espaciarse cada 72 horas, aunque la secuencia de
tiempo Optimo no ha sido determinada aun.

RECOMENDACIONES PARA EL EQUIPO PERINATAL
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