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RESUMEN

La incompatibilidad sanguinea en las mujeres embarazadas es un problema a nivel
mundial, que se caracteriza por presentar tipo de sangre Rh negativo en la gestante y
Rh positivo del feto. Esta condicion deriva complicaciones en la gestante y el feto,
siendo las mas frecuentes en el feto como la ictericia, anemia hemolitica,
hiperbilirrubinemia y en casos desfavorables puede producir hidropesia fetal y/o la
muerte fetal. En el caso de las gestantes se puede presentar anemia, a causa de un
aborto espontaneo. La incompatibilidad sanguinea es detectada por medio del ensayo
clinico de Coombs Indirecto, la cual permite la deteccidn de anticuerpos presentes en
la sangre (suero) de la gestante. Estos anticuerpos destruyen los eritrocitos del feto
provocando efectos sensibilizantes. Por lo que es recomendable la inmunoprofilaxis
mediante el uso de la vacuna inmunoglobulina anti-D, con el propésito de reducir la
generacion de anticuerpos que atacan a los eritrocitos del feto. El objetivo general de la
investigacion es determinar la incidencia de la incompatibilidad sanguinea en mujeres
embarazadas, mediante ensayo clinico de la prueba Coombs indirecto en el Hospital
Obstétrico Angela Loayza de Ollague del cantén Santa Rosa desde el afio 2021 al 2023,
para la prevencion de eventos sensibilizantes en las gestantes. Dentro del marco teérico
se colocd informacién de autores que hacen referencia a la incompatibilidad sanguinea
materno-fetal. La metodologia fue de tipo descriptiva, retroprospectiva y prospectiva,
utilizando criterios de inclusion y exclusion para la determinacion del tamafio de la
muestra (Poblacién). Para el analisis de los resultados y la obtencién de tablas y
gréaficos se utilizé Jamovi. El 97% de las gestantes se realizaron la prueba de Coombs
indirecto, el 46.33% tuvieron incompatibilidad sanguinea. En el caso de las
manifestaciones clinicas de las gestantes el 38.9% presentaron anemia durante el
embarazo. Por dltimo, la complicacién en el recién nacido se obtuvo con mayor

prevalencia la ictericia con el 25.33%.

Palabras claves: incompatibilidad sanguinea, ictericia, prueba de coombs indirecto, Rh

negativo



ABSTRACT

Blood incompatibility in pregnant women is a worldwide problem, characterised by Rh
negative blood type in the pregnant woman and Rh positive in the foetus. This condition
leads to complications in the pregnant woman and the foetus, the most frequent in the
foetus being jaundice, haemolytic anaemia, hyperbilirubinaemia and in unfavourable
cases it can cause hydrops foetalis and/or foetal death. In pregnant women, anaemia
may occur as a result of miscarriage. Blood incompatibility is detected by means of the
Indirect Coombs' clinical test, which allows the detection of antibodies present in the
blood (serum) of the pregnant woman. These antibodies destroy the erythrocytes of the
foetus causing sensitising effects. Therefore, immunoprophylaxis is recommended
through the use of the anti-D immunoglobulin vaccine, in order to reduce the generation
of antibodies that attack the erythrocytes of the foetus. The general objective of the
research is to determine the incidence of blood incompatibility in pregnant women, by
means of a clinical trial of the indirect Coombs test at the Angela Loayza Obstetric
Hospital in Ollague, Santa Rosa canton, from 2021 to 2023, in order to prevent
sensitising events in pregnant women. The theoretical framework included information
from authors who refer to maternal-fetal blood incompatibility. The methodology was
descriptive, retroprospective and prospective, using inclusion and exclusion criteria to
determine the sample size (population). Jamovi was used to analyse the results and to
obtain tables and graphs. Of the pregnant women, 97% underwent the indirect Coombs'
test, 46.33% had blood incompatibility. In the case of clinical manifestations, 38.9% of
the pregnant women had anaemia during pregnancy. Finally, the most prevalent

complication in the newborn was jaundice (25.33%).

Key words: blood incompatibility, jaundice, indirect coombs test, Rh negative.
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INTRODUCCION

El sistema Rhesus (Rh) es el tipo de sangre con mas relevancia clinica y que juega un
papel fundamental en diversos campos de la medicina, siendo el antigeno D como uno
de los principales antigenos dentro de la sangre. De tal manera que el interés en
mujeres con Rh negativo puede presentar exposiciones con eritrocitos fetales Rh
positivos durante el embarazo. La herencia del antigeno Rh D varia con respecto a la
raza, y se alude que existe mayor prevalencia en blancos y menor en las personas

asiaticas. (Kanko & Woldemariam, 2021)

La incompatibilidad sanguinea por el sistema Rh ha sido la causa mas importante de
enfermedad hemolitica del recién nacido y se estima que afecta de 3 a 8 por cada cien
mil pacientes por afio, y antes de desarrollarse algun tratamiento, era el motivo de
muerte fetal del 1% de todos los embarazos, en conjunto, con otras complicaciones
clinicas. (Aliyo, Ashenafi, & Abduselam, 2023).

Siendo incompatibilidad sanguinea en el embarazo cuando la madre tiene grupo
sanguineo Rh negativo y el feto Rh positivo. No obstante, incompatibilidad sanguinea
también puede desarrollarse por el sistema ABO, y esto es debido a los numerosos
antigenos que presentan los eritrocitos. (Insunza F., Behnke G., & Carrillo T., 2011)

A nivel mundial segun la Organizacién Mundial de la Salud recomiendan realizar un
manejo adecuado de la incompatibilidad en mujeres embarazadas para la prevencién
de manifestaciones clinicas, debido a que la incompatibilidad sanguinea en gestantes
con Rh- es muy comun, y el feto puede tener consecuencias irreversibles. (Tenelema ,
2021)

La incompatibilidad del factor Rh entre la madre y el feto, es un problema de salud que
existe en todo el mundo, que abarca distintas complicaciones, entre las mas graves es
la muerte neonatal. Por lo que se considera importante realizar la prueba de Coombs
indirecto a las gestantes de Rh negativo para el diagnéstico temprano de
complicaciones. Siendo indispensable también la administracion de gammaglobulina
anti-D en las primeras 72 horas del proceso sensibilizante. (Zapata, Martinez, &
Jaramillo, 2020)

Ademas, la prevalencia del sistema Rh es significativo contando con el 50 % de los
casos de enfermedad hemolitica del recién nacido no tratados puede conducir a la
muerte fetal o dafio cerebral. (Costumbrado, Mansour, & Ghasemzadeh, 2022)

En Ecuador, se han confirmado casos acerca de la incompatibilidad sanguinea, siendo
el del tipo Rh que afecta los recién nacidos del sexo masculino. Un estudio efectuado

en el 2016, mencionan sobre el uso indispensable de la prueba de Coombs indirecto.



Cabe mencionar que la asistencia del control prenatal de la mujer es de suma
importancia para detectar complicaciones a futuro. ( Alvarez, 2021)

La prueba de Coombs indirecto se utiliza para la determinaciénn de anticuerpos
generados por la gestante y antes de una trasfusion de sangre, consiste en colocar cada
hematie del panel eritrocitario DiaPanel en cada pocillo y luego colocar suero o plasma
del paciente, se incuba y se centrifuga para finalmente leer los resultados. Para una
reaccién positiva se observa que los hematies se encuentran suspendidos en los
pocillos de la tarjeta LISS. La prueba de Coombs indirecta es fundamental para el
evaluacién y tratamiento de la enfermedad hemolitica del recién nacido y otros
trastornos relacionados. (Alcover, 2007)

Cabe mencionar que las mujeres embarazadas primerizas con Rh negativo disminuye
la produccion de anticuerpos por lo que no presentaran altos riesgos al feto. (Goyes,
Novillo, Casa, & Zabala, 2022). Se recomienda que toda mujer en etapa de gestacion
se realice pruebas de laboratorio iniciales para su respectivo control prenatal con el fin
de prevenir los indices de morbilidad y mortalidad neonatal u otras complicaciones con
mayor o menor riesgo. (Morocho Dutan & Duran Pincay, 2023).



OBJETIVO GENERAL

Determinar la incidencia de la incompatibilidad sanguinea en mujeres embarazadas,
mediante ensayo clinico de la prueba Coombs indirecto en el Hospital Obstétrico Angela
Loayza de Ollague del cantdén Santa Rosa desde el afio 2021 al 2023, para la prevencion

de eventos sensibilizantes en las gestantes.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar a las gestantes que se realizaron prueba de Coombs indirecto
mediante la revision de la historia clinica.

e Correlacionar la prueba de Coombs indirecto y las manifestaciones clinicas en
las mujeres embarazadas mediante el analisis estadistico.

e Relacionar la ictericia del recién nacido con el test de Coombs indirecto.



1. MARCO TEORICO

1.1 Sistema Rh

La sangre se clasifica en cuatro grupos distintos: A, B, O y AB. En el afio 1940 se
descubrid al sistema sanguineo Rh, quedado un total de ocho grupales principales
siendo estos, A+, A-,B+,B-, AB+, AB-, O+, y O -. Los cuales son de gran importancia
en los procesos bioquimicos del cuerpo humano, puesto que, al comprometer los tipos
de sangre puede provocar reacciones inmunoldgicas, poniendo en peligro la vida del
paciente. ( Alcocer, Preciado, Zamora, & Acebo, 2021)

El grupo sanguineo de las personas es identificado por la ausencia o presencia del
antigeno Rh siendo el tipo de sangre mas comun el O+. No obstante, existe grupos
sanguineos raros como el sistema sanguineo Rh (Rhesus), a su vez, se dificulta a la
hora de procesos de transfusién. Dicho sistema tiene importancia clinica de relevancia,
ya que esta compuesta por cinco antigenos ( D,C ¢, E y e), de los cuales ocasionan
eventos sensibilizantes debido a la formacién de aloanticuerpos de tipo IgG. ( Parra &
Becerra, 2019)

Dentro del IgG se encuentra los de tipos G1 y G3, siendo estos capaces de atravesar
la barrera placentaria a través del segundo trimestre de embarazo. Sin embargo, el uso
de la vacuna IgG anti-D previene la inmunizaciéon en mujeres con Rh negativo, logrando
minimizar la incidencia de complicaciones clinicas entre el feto y la madre ( Roldan &
Vergaray, 2022). Cabe mencionar, que existe dos causas frecuentes de
incompatibilidad tanto ABO y sistema Rh. No obstante, existe otros anticuerpos que son

causantes de las enfermedades en el recién nacido como Kell, Duffy y Kidd.

1.2 Antecedentes

A nivel mundial, se estima que la prevalencia del sistema Rh es de 276 por cada 100
000 nacidos vivos, siendo este significativo tomado en consideracién que
aproximadamente el 50 % de los casos de enfermedad hemolitica del recién nacido no
tratados puede conducir a la muerte fetal o dafio cerebral a causa de la enfermedad. En
comparacion, las complicaciones a causa del sistema Rh en paises avanzados se
redujo entre el 2,5 por 100.000 nacimientos de los bebes, considerando importante la
atencion perinatal-neonatal de mayor calidad. (Costumbrado, Mansour, &
Ghasemzadeh, 2022)

La incompatibilidad Rh es una condicién que no esta claramente descrita, como es el
caso de Colombia y el resto de paises de América. Zapata Lina y otros (2022)
mencionan que, la prevalencia de la incompatibilidad sanguinea es mucho més

frecuente en personas con piel blanca y afroamericanos (15%), dejado pequefios



porcentajes entre los asiaticos y nativos americanos. (Zapata, Martinez, & Jaramillo,
2020)

En Ecuador, se realizaron diferentes estudios correspondientes a la incompatibilidad
sanguinea en el embarazo. En Ambato en el afio 2018 en el Hospital Alfredo Noboa
Montenegro, obtuvieron que en cuanto a la incidencia ABO en un 74,3% siendo mayor
gue la incompatibilidad sanguinea Rh que resulto con el 25,7%, en este estudio
mencionaron que los recién nacidos mas afectados fueron los del sexo masculino. En
Quevedo, Armijos (2012) obtuvieron resultados correspondientes a la prueba de
Coombs indirecto desde enero a julio del afio 2011, de las cuales resulto que el 96% de
las gestantes encuestadas desconocia el grupo sanguineo de ellas y de su pareja.
(Tenelema, 2021)

Por otra parte, Ecuador con respecto a la Ley de Maternidad Gratuita y de Atencién a la
Infancia del Ministerio de Salud Publica menciona en el Art. 2 inc. a) “Se asegura a las
mujeres, la necesaria y oportuna atencién en los diferentes niveles de complejidad para
control prenatal y, en las enfermedades de transmision sexual los esquemas basicos de
tratamiento (excepto "SIDA"), atencién del parto normal y de riesgo, ceséarea, puerperio,
emergencias obstétricas...”. En ningun momento indica sobre las consideraciones que
debe tener cuando la paciente se encuentra sensibilizada o las pruebas alternas para
la deteccién de anticuerpos irregulares. (Ministerio de Salud Publica de Ecuador, 2014,
12 de septiembre)

1.3 Incompatibilidad Rh en el embarazo

La incompatibilidad en el embarazo por el sistema Rh se desarrolla por la presencia de
uno o mas antigenos en los hematies del feto que no estan presentes en los hematies
de la madre, esto procesos ocurre cuando la madre y el feto presentan diferencias con
respecto al tipo de sangre, produciéndose la incompatibilidad. Por dicho suceso, la
madre se sensibiliza a la sangre Rh positiva, atacando a los globulos rojos fetales
produciéndose la destruccion de los mismos. En consecuencia, se presentan
complicaciones para él bebe. La aloinmunizacién es un proceso relevante que conduce
a complicaciones severas. Se estima que el 14% de las mujeres con Rh negativo
produciran inmunoglobulinas en los seis meses después del parte o durante su siguiente
embarazo con feto Rh positivo y el 29% de los recién nacidos presentaran
hiperbilirrubinemia severa, con riesgos de presentar problemas neurolégicos
irreversibles. (Alcocer, Preciado, Zamora, & Acebo, 2021)

En el primer embarazo con incompatibilidad Rh de la gestante es cuando se comienza
a generar anticuerpos anti-D (la mayoria no suele atravesar la barrera placentaria). A
partir de la segunda gestacion la exposicion es mas compleja para la mujer

embarazada, debido a que, la madre conserva los anticuerpos que han sido creados
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desde el primer embarazo. Para la prevencion de la isoinmunizacion es utilizada la
vacuna gammaglobulina anti D. (Tenelema , 2021)

Puede administrarse una vez entre las semanas 28 y 34 de gestacion (1500 Ul), o dos
veces entre las semanas 28 y 32-34. El diagnéstico de la incompatibilidad sanguinea
Rh, se lo realiza mediante el examen fisico, en conjunto de pruebas de laboratorio como
es el caso de la prueba de Coombs indirecto, con la finalidad de observar si la paciente
esta sensibilizada o no. Si la prueba resulta ser negativo es necesario realizar
seguimiento a la gestante hasta la semana 28 para posteriormente comenzar los
controles quincenales hasta el momento del parto. ( Alvarez, 2021). Es importante
mencionar que el control de la mujer embarazada es imprescindible conocer el tipo de
sangre tanto del feto como de la madre. Ademas, de prevenir manifestaciones clinicas
en el recién nacido que en casos desfavorables puede provocar la muerte neonatal.
(Tenelema, 2021)

1.4 Causas de laincompatibilidad del factor Rh

Las personas presentan grupos sanguineos diferentes entre ellos esta: O, A, B o AB.
La potencialidad de darle a los grupos sanguineos el caracter positivo 0 negativo es el
sistema Rh. El mismo que se encuentra en la superficie de los hematies, por ende,
cuando la persona presenta esta proteina sobre los hematies, es Rh positivo. Si por el
contrario no lo presenta, es Rh negativo. (Lopez, Frias, Viteri, & Quinto, 2021)

La complicacion por causa del sistema Rhesus se desarrolla cuando la madre es Rh
negativo y el feto es positivo, puesto que, el padre es Rh positivo. Desencadenando
eventos sensibilizantes en la madre por lo que generara anticuerpos contra la sangre
del feto. (L6pez, Frias, Viteri, & Quinto, 2021)

La informacién sobre los grupos sanguineos es importante en la practica clinica, siendo
los principales el sistema ABO y Rhesus. En 1904, Karl Landsteiner establece que los
anticuerpos esta presentes en el plasma de cada antigeno he dicho grupo sanguineo.
No obstante, el caso del antigeno Rhesys es diferente por el antigeno D. Naturalmente,
este antigeno es ausente tanto en los Rh positivos como en los Rh negativos, pero en
el momento que el Rh (-) se expone al antigeno D, comienza a crear anticuerpos. Por
lo tanto, se produce la aglutinacion de los glébulos rojos y la posteriormente la hemodlisis.
La incompatibilidad ABO también sigue el mismo patrén, por lo que se debe tener
cuidado al realizar transfusiones de sangre y trasplantes de tejidos. En casi todos los
casos de la enfermedad hemolitica del recién nacido, la causa suele ser la
incompatibilidad Rh o ABO, cuando se produce la aloinmunizacién y los anticuerpos
maternos comienzan a atacar los glébulos rojos fetales. Los anticuerpos maternos
llegan al feto cuando los anticuerpos IgG, después del cambio de isotipo de anticuerpo,

atraviesa la placenta y entran a circulacion fetal. (Myle & Al-Khattabi , 2021)
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1.5 Fisiologia de laisoinmunizacién Rh

La respuesta inmune de la madre hacia el antigeno Rh fetal se conoce como
“sensibilizacion”, en otros textos suele denominarla inmunizacién. La formacién de estos
anticuerpos tarda entre 5 y 15 semanas en aparecer a circulacion sisteméatica de la
madre después de un evento sensibilizante como es el caso del nacimiento. Por otra
parte, las complicaciones por lo general, el primer bebe no sufre los dafios, puesto que,
el embarazo estd completado. No obstante, los anticuerpos de la madre pueden
ocasionar enfermedad hemolitica en embarazos futuros ( McBain, Crowther, &
Middleton, 2015). Cabe mencionar que la exposicién de la sangre fetal a la circulacién
materna se debe a otros tipos de factores como: hemorragia fetomaterna, aborto,
traumatismo o procedimiento invasivo. Existe casos de gestantes en las que los recién
nacidos no han desarrollado enfermedad hemolitica, a pesar que nunca recibié profilaxis
anti- D. Esto suceso, pudo deberse por una barrera placentaria intacta la cual no permite
el ingreso de lo hematies fetales y materos, evitado la sensibilizaciéon. Sin embargo, el
recién nacido luego de las dos semanas puede presentar anemia. (Haider, Memon,
Tarig, Fatima, & Hameed, 2020)

La patogénesis de la aloinmunizacion o isoinmunizacion, se produce cuando la madre
Rh (-) es expuesta al antigeno D, desarrollando etapas (primaria y secundaria) que

seran explicadas en el anexo 1.

1.6 Fisiopatologia de la isoinmunizacién

La aloinmunizacioén o isoinmunizacion comienza desde el viaje de los eritrocitos fetales
en el torrente sanguineo de la madre ocasionado reacciones inmunolégicas que llevara
a la formacién de anticuerpos contra los eritrocitos del feto. Por lo que se considera la
principal causa de anemia fetal para el recién nacido. ( Rivas, y otros, 2021)

De las reacciones inmunolégicas de las que se habla es que posterior al paso de los
eritrocitos al torrente sanguineo de la madre, el linfocito B es capaz de identificar el
antigeno en la superficie del hematie, y desencadena la formacion de un tipo de
inmunoglobulina como la IgM. Dicha inmunoglobulina al ser una molécula de mayor
tamafio no puede atravesar la barrera placentaria, sin embargo, se produce la IgG que
es capaz de atravesar la barrera placentaria con mayor facilidad por ser una molécula
de menor tamafio, en consecuencia, ocurre la destruccion de los eritrocitos. (Zapata,
Martinez, & Jaramillo, 2020)

La hemdlisis de los hematies comienza con la insercién de la IgG de los hematies.
Posteriormente se produce la quimiotaxis generando una medida de atraccion para los
macrofagos atacado a la membrana del hematie, el cual lo deforma, presenta mayor
fragilidad osmética llevandolo a la destrucciéon. Presentando complicaciones como la

anemia fetal. (Zapata, Martinez, & Jaramillo, 2020)

7



1.7 Manifestaciones clinicas del recién nacido

La presencia de las manifestaciones clinicas en el recién nacido dependeré del grado
de destruccion de los hematies fetales y del grado de restauracién de los mismos, las
cuales puede provocar algunas complicaciones que serd especificadas de mejor
manera en el anexo 4. Algunas de las manifestaciones clinicas mas graves incluyen
edema generalizado, hiperplasia pulmonar, colapso circulatorio y muerte intrauterina o
posparto, en el anexo 5 se muestra la clasificacion segun el grado de severidad. (
Alvarez, 2021)

Por otra parte, hay otra condicién en el recién nacido es la enfermedad hemolitica
conociéndose como resultado de la hemdlisis y secuestro de los hematies del feto, es
unas de las complicaciones mas severas por incompatibilidad sanguinea del factor Rh
y ABO. El feto es el principal afectado por la anemia hemolitica, sin embargo, el neonato
es mas afectado por la hiperbilirrubinemia. La patogénesis comienza con el ataque de
hematies del bebe, debido que, la madre genera reacciones inmunoldgicas en contra
de la sangre del bebe, provocado eventos sensibilizantes (isoinmuizacion). (Myle & Al-
Khattabi , 2021)

La condicién se herede por el patrén de herencia de la madre. Sin embargo, la incidencia
de esta condicion varia segun el origen étnico, mencionando que existe mayor
prevalencia en blancos, y de menor en asiaticos y los indios, que se mostrara en el
anexo 2. Ademas, el antigeno Rh méas inmunogénico es el antigeno D. (Myle & Al-
Khattabi , 2021)

Clinicamente la enfermedad hemolitica del recién nacido se presenta por la presencia
de aloanticuerpos del grupo sanguineo de la madre siendo las subclases IgG1 e IgG,
causantes de la hemodlisis de manera mas rapida que otras subclases las mismas que
son trasportadas a través de la placenta por el receptor Fc desde el segundo trimestre
en adelante (Firan, Bawdon, Radu, & al., 2001). De acuerdo al proceso, la hemoglobina
libre se metaboliza en bilirrubina conjugada mediante el higado matero. En el caso de
gue la anemia se complica aun mas, también aumenta la hematopoyesis fetal, lo que
denominamos “eritroblastosis fetal” y el agradamiento de érganos como lo es el higado
y el bazo por el proceso de sintesis de los eritrocitos y como resultado se presenta las
manifestaciones clinicas en el recién nacido. En Suecia se realiz6 un estudio donde
encontraron gue la presencia de anticuerpos materos contra los eritrocitos se asocia
con parto prematuro y muerte fetal ( Delaney & Matthews, 2015). Ademas, existe otros
eventos que conduce a al isoinmunizacion como es el caso de procedimientos

quirdrgicos, abortos, etc. (Romero & Hernandez, 2005)



1.8 Protocolo de atencidon en mujeres embarazadas

1.8.1 Protocolo en mujeres embarazadas sin anticuerpos irregulares (test Coombs
indirecto negativo). Suministrar una dosis Unica de inmunoglobulina anti-D dentro de
las primeras 72 horas posteriores a cualquier posible sintoma o riesgo (aborto,
embarazo ectopico, embarazo molar parcial, biopsia de corion, amniocentesis,
cordocentesis, cefalia externa). La administracién peridédica de 300 g (1.500 Ul) de
inmunoglobulina anti-D (Profilaxis prenatal) a las gestantes con Rh negativo no
sensibilizadas disminuye el riesgo de sensibilizacion. (Lerebours, y otros, 2020)

1.8.2 Protocolo en mujeres embarazadas con anticuerpos irregulares (test Coombs
indirecto positivo). La prevencion anti-D, independientemente de si antes del nacimiento
o después del nacimiento, solo puede inhibir la vacunacion principal de Rh, no
responder a mujeres sensibles que han desarrollado anticuerpos anti-D.
aproximadamente el 55% de las mujeres sensibles. Con el primer embarazo o antes del
evento, lleva para la produccion de IG anti-D, este fendmeno se llama "sensibilizacion

silenciosa". (Vizueta, Lopez , Balon, & Zambrano, 2017)

Sin inmunoprofilaxis, el 10% de las madres Rh(D) negativas desarrollaran alergias
durante su primer embarazo, el 30% durante su segundo embarazo y el 50% después
de su tercer embarazo. La importancia del seguimiento prenatal y posnatal es
fundamental aqui, ya que es una de las causas mas importantes de morbilidad y

mortalidad neonatal. (Vizueta, L6pez , Balon, & Zambrano, 2017)

1.9 Prueba de antiglobulina

La antiglobulina humana (AHG) fue elaborada por Coombs, Moorant y Race en 1945
para detectar anticuerpos de glébulos rojos que por si solos no pueden causar
hemaglutinacién. Los anticuerpos presentes en los glébulos rojos principalmente
gammaglobulinas de clase IgG o IgM. (Cortés , Mufiiz, & Ledn , 2014)

La clase de anticuerpos IgM puede sensibilizar eritrocitos al reconocer antigenos
especificos en la membrana de los eritrocitos suspendidos en disolucién salina v,
posteriormente, provocar la aglutinacién directa de los eritrocitos adyacentes. Por el
contrario, la clase de anticuerpos IgG puede unirse a los eritrocitos, pero no puede
aglutinarse por si solo como se demuestra en el anexo 4 (Cortés , Mufiiz, & Le6n , 2014)
Coombs y su equipo sugirieron que la administracion de suero humano en animales de
laboratorio provocaria la generacion de anticuerpos contra la globulina humana. (Cortés
, Mufiiz, & Le6n , 2014)

Estos anticuerpos pueden usarse posteriormente para reconocer especificamente estas
globulinas. Posteriormente, basandose en la tecnologia de hibridoma, fue posible

obtener sueros antiglobulina de origen monoclonal sin el uso de anticuerpos heterdfilos.



La AHG, a través de su fragmento Fab, se une a su porcion Fc (cadena pesada) del
anticuerpo que sensibilizé a los eritrocitos. Los fragmentos Fab contribuyen a establecer
un puente entre anticuerpos cercanos, promoviendo la visualizacion de la agregacion.
(Cortés , Muiiiz, & Ledn , 2014)

Se observa una reaccion similar cuando los globulos rojos estan cubiertos por otras
proteinas, siempre que el suero antiglobulina exhiba esa capacidad de reaccion. La
intensidad de la aglutinacién observada suele estar relacionada con la cantidad de
globulina unidad a los glébulos rojos. (Cortés , Mufiiz, & Leén , 2014)

Los anticuerpos que identifican las cadenas ligeras de anticuerpos humanos a menudo
se incluyen en reactivos policlonales, lo cual es una buena ventaja en los reactivos
multiespecificos, estos promueven la aglutinacién de los glébulos rojos como se puede
observar en el anexo 5. Sin embargo, para los reactivos anti-lgG monoespecificos, esto
puede resultar problematico ya que la cadena ligera puede compartirse con el resto de
la inmunoglobulina, lo que da lugar a resultados falsos positivos. (Cortés , Mufiiz, & Ledn
, 2014)

La prueba de antiglobulina o prueba de Coombs es una técnica para un procedimiento
inmunohematoldgico, utilizado para detectar la presencia de pruebas en la superficie de
los globulos rojos. Se emplea en diversos contextos clinicos, como el diagnostico de
enfermedades hemoliticas del recién nacido, transfusiones sanguineas incompatibles y
otras afecciones relacionadas con la respuesta inmunitaria. (Cortés , Mufiiz, & Leo6n ,
2014)

Es fundamental recolectar la muestra para la prueba de antiglobulina en un tubo que
contenga el anticoagulante acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Este anticoagulante
detiene la fijacion del factor C3 del complemento in vitro, que de lo contrario daria lugar
a un resultado falso negativo. ( Alvarez, 2021)

1.9.1 Prueba de antiglobulina indirecta. Aunque es un componente de la prueba de
compatibilidad cruzada, esta prueba se usa para identificar anticuerpos anormales en
el suero del paciente o para identificar los fenotipos de los glébulos rojos. La deteccion
de anticuerpo IgG en suero se considera un indicador positivo de enfermedad hemolitica
del recién nacido. Este examen estandar identifica anticuerpos atipicos mediante el uso

de un panel comercial de glébulos rojos. (Alvarez, 2021)

Es una prueba que encuentra anticuerpos en el suero materno y se utiliza
principalmente como verificacion de compatibilidad antes de una transfusion,
identificando y encontrando anticuerpos, asi como cruzando y fenotipando eritrocitos.
Esta prueba busca principalmente anticuerpos de grupos sanguineos libres vy

sensibilizados y también examina los origenes de la enfermedad hemolitica fetal y del
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recién nacido, asi como las reacciones hemoliticas relacionadas con transfusiones. (
Alvarez, 2021)
Es usado para:

Prueba de anticuerpos anormales durante la deteccion, asi como durante la
identificacion vy titulacion.

Determinacién del fenotipo de los glébulos rojos, en algunos casos mediante
reactivos IgG (anti-S, anti-Jka, etc.).

Realizar una prueba cruzada antes de la transfusién de sangre.

Pruebas de anticuerpos irregulares después de la elucién y adsorcion.

Compruebe si hay un fenotipo Rh(D) débil.

1.9.1.1 Fundamento. Se procede a la incubaciéon a 37°C luego de poner en contacto los

anticuerpos y antigenos. El tipo de muestra y reactivo varia segun la prueba a realizar:

Para una prueba cruzada: se utiliza glébulos rojos del donante y suero/plasma del
paciente.

En un estudio de anticuerpos irregulares: se emplean glébulos rojos comerciales y
suero/plasma del paciente.

Para un estudio de fenotipo eritrocitario: se usan glébulos rojos del paciente y
antisueros comerciales.

Posteriormente, se agrega la anti-globulina para detectar la unién antigeno-

anticuerpo.

1.9.1.2 Método

Método del tubo: los anticuerpos y los antigenos se utilizan en los tubos, y la
incubacion se realiza a 37 ° C durante 30 minutos. Después de eso, la antiglobulina
al hacer afadida se centrifuga y se leen los resultados inmediatamente. Si el
resultado es negativo, se excluye la ausencia o el deterioro del reactivo: para ello se
realiza la "prueba de Coombs" utilizando glébulos rojos sensibilizados a 1gG. El
resultado de la prueba debe ser positivo. Si el resultado es negativo, la prueba queda
invalidada. (Cortés , Mufiiz, & Leén , 2014)

Método de microcolumna de gel: Se utliza una tarjeta de antiglobulina
multiespecifica, se agrega una gota de glébulos rojos y luego otra de
plasma/reactivo disponible comercialmente. Incubar a 37°C, centrifugar y leer los

resultados. (Cortés , Mufiiz, & Ledn , 2014)

1.10 Manifestaciones clinicas de las gestantes

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes que presentan las gestantes durante el

embarazo son la anemia y la preclamsia, la anemia es un trastorno donde la cantidad
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de eritrocitos esta disminuido, por lo que el transporte de oxigeno a la sangre no es

suficiente para poder satisfacer las necesidades del organismo. (Villalva & Villena, 2021)

Varios estudios clinicos muestran que la anemia gestacional es asociada con muchas
complicaciones como lo es la hipertensién arterial, infeccion vaginal, partos antes de
tiempo y la muerte fetal. (Paredes, Choque, & Linares, 2019)

La hemorragia transplacentaria pasa durante un aborto, embarazo ectopico o durante
el parto, esto conlleva a la sensibilizacion al antigeno D, esto se ve cuando la gestante
es Rh negativo y el feto Rh positivo, provocando en las embarazadas efectos
sensibilizantes. ( Alvarez, 2021)

1.11 Factores deriesgo

Las gestantes con incompatibilidad sanguinea, especialmente en relacion con el factor
Rh, presentan varios sintomas que puede provocar algun efecto sensibilizante, en la
tabla 1 se muestran factores de riesgo que pueden provocar incompatibilidad sanguinea

en las gestantes.

Tabla 1 Factores de riesgo de la incompatibilidad sanguinea en las gestantes

Causas Descripcién

Orden de | La primera gestacion corre un minimo riesgo y cada embarazo a

nacimiento futuro habr& un riesgo mayor de enfermedad fetal.

Incompatibilidad | La incompatibilidad sanguinea en los tipos de sangre A o B

ABO disminuye los riesgos de sensibilizacion Rh materna al 1 al 3%.

s Los recién nacidos de sexo masculino son mas propensos a
exo
tener una respuesta sensitiva severa que las de sexo femenino.

Los de raza blanca tiene un 15% de probabilidad de Rh-
Factores Etnicos | negativo, los de raza negra tiene un 7% y los chinos y japoneses

es casi nulo.

Respuesta Las madres con Rh negativo entre un 10-50% no desarrollan
inmune materna | anticuerpos IgG especificos anti-Rh.
*Fuente: Barrera Andocilla, M. 2011.
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2. METODOLOGIA

2.2 Tipo de investigacion

En el presente trabajo de investigacion es de tipo descriptivo, retro-prospectivo y
prospectivo, con el cual se pretendié determinar la incidencia de la incompatibilidad
sanguinea en las gestantes que acudieron al Hospital Gineco-Obstétrico Angela Loayza
de Ollague durante el afio 2021 al 2023, presenta un enfoque cualitativo ya que se
recopild y se analizdé los datos para evaluar la incidencia de la incompatibilidad
sanguinea en las gestantes, en nuestra poblacion de estudio a través de la revisién de

registros de control prenatal.

2.3 Area o lugar de estudio
La investigacion se realizara en el Hospital Obstétrico Angela Loayza de Ollague del
cantén Santa Rosa que se encuentra en la Cdla. El Bosque, calles: Octava entre

Novena y la N. En el departamento de laboratorio clinico.

2.4 Universo y muestra

El universo seleccionado para este estudio esta constituido por las gestantes que
acuden al Hospital Obstétrico Angela Loayza de Ollague del cantén Santa Rosa, con un
total de 91 pacientes. Se analizé las historias clinicas de las gestantes basandose en

los resultados de laboratorio sobre la prueba de Coombs Indirecto.

2.5 Criterios

2.5.1 De inclusién: Para la elaboracion de la investigacion contamos con criterios de
inclusién que nos van a permitir seleccionar adecuadamente a las gestantes que
se hayan realizado la prueba de Coombs indirecto por medio de la historia clinica
desde el afio 2021 hasta enero del 2023.

2.5.2 De exclusion: Se realizd la exclusion de las gestantes que no se realizaron la

prueba de Coombs indirecto.

2.6 Variables

2.6.1 Variable independiente:

a) Laincompatibilidad sanguinea.

2.6.2 Variable dependiente:
a) Prueba de Coombs indirecta.
b) Complicaciones materno-fetal.
2.7 Materiales

a) Historias Clinicas
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2.8 Métodos

Se realiza el analisis respectivo del diagnostico de la incompatibilidad sanguinea, la
recoleccion de datos fue mediante las historias clinicas con respecto a los resultados
de la prueba de Coombs indirecto e informacién personal para la obtencién de

resultados.

2.8.1 Técnicas de recoleccion de datos: Durante el desarrollo de esta investigacién se
revisan las historias clinicas de pacientes embarazadas que acudieron al Hospital
Gineco-Obstétrico Angela Loayza de Ollague, durante el afio 2021 hasta enero del
2023. Se seleccionaron las historias clinicas de las gestantes, luego de asociarlo con la
prueba de Coombs indirecto para la determinacion de la incidencia incompatibilidad
sanguinea. Mediante formularios se recopilaron los datos para el andlisis estadistico de

manera digital.

El formulario permite recopilar de la base de datos del Hospital Gineco-Obstétrico
Angela Loayza de Ollague los siguientes datos: historia clinica, afio de atencion, edad,
residencia, tipo de sangre, nimero de embarazos previos, administracion de la vacuna,
resultados de la prueba de Coombs indirecto y las complicaciones tato de la madre
como del bebe. Se solicita la autorizacion requerida a los directivos del hospital para el
acceso a la informacion. Ademas, que la informaciéon requerida es de caracter

confidencial para el cumplimiento de los objetivos de la investigacion.

2.8.2 Andlisis estadistico: para realizar el andlisis estadistico los datos recopilados
fueron analizados mediante el programa de software Jamovi versién 2.4.8.0. Para la
comparacion de los datos, se utilizé variables cualitativas, en porcentaje y frecuencia.
La relacion de variables se realizé con la prueba estadistica chi cuadrado, Fisher para

establecer asociacion significativa, con un valor de p menor de 0.05.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

La incompatibilidad sanguinea en mujeres embarazadas es una manifestacion clinica
compleja. Con la prueba de Coombs indirecto se previene eventos sensibilizantes en
las gestantes y la atencion oportuna en cada una de ellas y del bebé. El estudio se
desarrollé por medio de la recopilaciéon de datos de las historias clinicas de las pacientes
atendidas en el Hospital desde el afio 2021 hasta 2023. Para la descripcién y discusion
de resultados se tomé en cuenta: afio de atencion, tipo de sangre, resultados de la
prueba de Coombs indirecto y las complicaciones tanto de la madre como del bebé.
Desde la figura 3 se muestran algunos de los resultados obtenidos a partir del analisis

de los formularios analizados.

3.1 Caracteristicas de las gestantes revisadas a través del historial clinico

3.1.1 Edad

Edad de la gestante

24%
15-20 22%
48%

43%
21-25 44%
19%

19%
26-30 19%
19%

14%

L
—
I'IJ
o

T%

T%

0%
36-40 7%

Frecuencia (%)

Ao 2021 2022 2023

Figura 1 Representacion de datos de la edad de las gestantes por afio

Khaleda y otros mencionan en su estudio que la mayoria de las gestantes estudiadas

fue de 15 a 24 afios con 62,1% de su poblacion (Khaleda , y otros, 2020). Con la
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informacién que se recolecto en este trabajo de investigacion se confirmo con los datos
de Khaleda y otros que la mayoria de las gestantes tenian entre 15 a 25 afios dentro de
los afios 2021, 2022 y 2023. Por otro lado también hay relacion con los datos reportados
por Durango y otros donde mencionan que la mediana de edad de las gestantes en su
estudio es de 26 afios (Durango, y otros, 2023). En estudios realizados por Kanko y
Woldemariam en el 2021 hubo una menor coincidencia ya que sus datos recolectados
fueron a 417 gestantes, con un 47,7% que pertenecian a las gestantes de 15 a 24 afios
de edad. (Kanko & Woldemariam, 2021)

3.1.2 Tipo de sangre

Tabla 2 Tipo de sangre de las gestantes por afio

DATOS 2021 2022 2023
2. Tipo de sangre Frecuencia % Frecuencia % Frecuencia %
A- 5 13,51 4 14.81 6 22,22
A+ 4 10,81 1 3.704 1 3,704
B- 4 10,81 6 2222 3 11,11
B+ 2 5,405 1 3704 1 3,704
AB- 1 2,703 1 3.704 1 3,704
O- 17 45,95 12 44,44 14 51,85
O+ 4 10,81 2 7.407 1 3,704

Tipo de sangre

0- 47%

B 14%

B+ 3%

A- 16%
A+ 8%

AB- 3%

Frecuencia (%)
Figura 2 Datos del tipo de sangre de las gestantes
Como se observa en la figura 2 la mayoria de estas eran Rh- y el grupo dominante era
el O (-) con el 47% seguido del A (16%) y B (14%) negativo, por lo que la incidencia de

esta condicion clinica es principalmente en las mujeres que tiene este factor Rh (-), de

manera que en el afio 2021 existe mayor prevalencia del grupo O- que en los afios 2022
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y 2023. En comparacion al estudio realizado Hospital Universitario Sabratha, en el
noroeste de Libia, observaron que la prevalencia del sistema Rh era del 15.8% en
gestantes y el factor negativo era mayor en los grupos O y A (Azab, Albasha, &
Elhemady, 2017), en este estudio predominaba el O negativo. En el distrito de Arba
Minch Zuria, en el sur de Etiopia observaron que el 26 (6,2%) de la poblacion total del
estudio fueron Rh D negativos, ademas los autores mencionan que la incompatibilidad
Rh no es una condicién clinica que ha recibido la atencion correspondida en algunos
paises, incluidos paises en desarrollo como Etiopia. Aunque es barato y facil detectar
el factor Rh D durante el embarazo, el riesgo reproductivo de las mujeres Rh D negativas
en Africa, Asia o China es tres veces mayor que el de las mujeres europeas (Kanko &
Woldemariam, 2021). Otro estudio realizado en la India, observaron que en el caso de
los grupos sanguineos estaba el grupo A (23.8%); AB (8,2%); B (34,3%) y O (33,7%),
en el hallazgo actual el grupo O fue mayor en comparacion con este estudio. Ademas,
que el factor Rh de la pareja era positivo en la mayoria de la poblacion estudiada. Por
lo que recomiendan que la determinacién del grupo sanguineo de ambos progenitores

se lo realicen en la primera visita prenatal. ( Shah, y otros, 2023)

3.1.3 Lugar donde viven las gestantes

Tabla 3. Lugar donde vive por afio

DATOS 2021 2022 2023
4. Lugar donde : . Frecuencia %
. Frecuencia Frecuencia
vive % %
Rural 6 16,22 3 1111 4 14,81
Urbano 31 83,78 24 88.89 23 85,19

Lugar donde vive

Urbana B5%

Fural 14%,

Frecuencia (%)

Figura 3. Lugar donde vive (Total)
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Vacuna anti-D

82%
S
69%
18%

NO

31%

Frecuencias (%)

Lugar donde vive Urbano Rural

Figura 4. Relacién de las gestantes con la aplicacion de la vacuna con el lugar donde

vive

Ortega y otros mencionan gque las gestantes que se encuentran en zona rural presentan
valores medio significativos mas bajos en edad, peso, talla, etc. comparado con las
gestantes de zonas urbanas, obteniendo una mayor poblacion en gestantes que viven
en zona rural con un 53,27% presentando con mayor prevalencia la anemia en estos
sectores (Ortega, y otros, 2021). En la recopilacién de datos de las gestantes se obtuvo
que el 86% pertenece a una zona urbana, y el 14% pertenece a la zona rural. Se
correlacionan los datos de este estudio con los de Ortega y otros obteniendo una
discrepancia por los valores en porcentaje, ya que en este trabajo las gestantes que
residen en zonas rurales son pocas a comparacion de las gestantes en zonas urbanas,
no obstante se tiene en nuestro estudio que el 31% de las gestantes que no recibieron
la vacuna viven en zonas rurales, por lo que se concuerda con el estudio Ortega y otros
que las personas que residen en zonas rurales pueden no tener acceso a informacion
importante de los embarazos, asi se podria evitar muchos eventos sensibilizantes en
las gestantes. En los estudios de Aliyo y otros menciona que la mayoria de su poblacién
desde el afio 2017 al 2021 fue del 83,6% viven en zonas urbanas, y que en su minoria
obtuvo un 16,4% residen en zonas rurales (Aliyo, Ashenafi, & Abduselam, 2023), por lo
qgue concuerda con nuestro estudio donde se recopilo informacion desde el afio 2021 al

2023 obteniendo que la mayoria de nuestras gestante viven en zonas urbanas.
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3.1.4 Nivel de estudio de las gestantes

Tabla 4. Nivel de estudio por afio

DATOS 2021 2022 2023
5. Nivel , de Frecuencia Frecuencia Frecuencia %
estudio % %
PRIMARIA 17 45,95 13 48.15 12 44,44
SECUNDARIA 14 37,84 9 33,33 10 37,04
TECNICO ! 2,703 1 3,704 ! 3,704
UNIVERSIDAD 2,703 1 3.704 1 3,704
NINGUNA 4 10,81 3 1111 3 11,11
Nivel de estudio
Primaria 46%
Secundaria 36%
Técnico 3%
Universidad 3%
Ninguno 11%

Frecuencias (%)

Figura 5. Nivel de estudio (Total)
Como se observa en la Figura 5, el nivel de estudio de las gestantes fue
mayoritariamente el de primaria con el 46% en los tres afios y en menores porcentajes
con el 3% referentes a Técnico y aquellas que fueron a las Universidad.
Mubarak Raghad y otros, en su estudio en Arar, norte de Arabia Saudita encontraron
que, en cuanto al nivel educativo; habia un alto nivel educativo en las gestantes mientras
que en este estudio el mayor porcentaje fue el de primaria. No obstante, en cuanto a las
mujeres analfabetos tenia el 5.8%, en comparacién con este estudio era mayor con el
11% ( Aljuhaysh, y otros, 2017). Otro estudio en el Sur de Etiopia observaron que
cuanto al nivel educativo, mas de la mitad de las gestantes asistieron a la escuela
primaria, lo mismo que ocurri6 en este estudio (Kanko & Woldemariam, 2021). Un
estudio realizado en la Universidad Yuzuncu Yil Facultad de Medicina Ginecologia y
Obstetricia Clinica en el afio 2018, detectaron que el 13.4% de las participantes era

analfabetas, siendo los porcentajes mayores que en este estudio. (Avci & Oner, 2018)
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3.1.5 NUmero de embarazos

Frecuencia (%)

Afio I zoz1 ) 202z ) 2023

Figura 6. Datos de los numeros de embarazos de las gestantes por afio

Complicaciones del bebhé

16%
31%

Ictericia

Dificultad respiratoria

0%

0%

T8%

) 69%
ninguna

Frequency (%)

N° de embarazos 1 1 2| 31 4

Figura 7. Complicaciones del neonato en relacién con el nimero de embarazo de las

gestantes
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En la figura 5 se puede observar que en el afio 2021 el 70% de las gestantes atendidas
en el cetro de salud presentaban un solo embarazo, en el afio 2022 el 22% tenian 2
embarazos, mientras que en el afio 2023 el 7% tenian 4 embarazos 0 méas. De tal
manera que los tres afos las gestantes presentaban un solo embarazo como porcentaje
superior. En cuanto a otros estudios realizados Lépez y otros mencionan que
normalmente la apariciébn de manifestaciones clinica al neonato de primera gestacion
no es un problema, pero a partir de la segunda gestacién y si el neonato puede ser de
Rh positivo existe mayor riesgo de que el feto pueda padecer de ictericia, anemia,
hiperbilirrubinemia, etc. (Lépez, Frias, Viteri, & Quinto, 2021). Lo que concuerda con
este estudio los datos antes mencionados en la tabla 4 y como se puede apreciar en la
figura 6, donde se destaca la presencia de las manifestaciones clinicas en los recién
nacidos a partir de segundos embarazos. Otro estudio como el de Yahia y otros tienen
resultados donde demuestran que el 71,3% de su poblacion han sido gestante con mas
de un hijo, lo cual se mencionan que estas gestantes han experimentado sangrado
vaginal durante el embarazo (Yahia, Miskeen, Sohail, Tarig , & Aljadran, 2020),
afirmando asi con los datos obtenido en es te estudio y con los otros autores que la

aparicion de efectos sensibilizantés al neonato aumenta a partir del segundo embarazo.

3.1.6 Vacuna inmunoglobulina G anti D

Tabla 5. Datos de la administracién vacuna inmunoglobulina anti-D a las gestantes

DATOS 2021 2022 2023

6. Recibi6 la vacuna

de inmunoglobulina | Frecuencia | Frecuencia | Frecuencia |
anti-D o o o

S| 27 72,97 22 81,48 23 85,19

NG 10 27,03 5 18,52 4 14,81

Vacuna anti-D

5l 78%

Figura 8. Datos de la administracion de la vacuna de inmunoglobulina anti-D

La vacuna inmunoglobulina anti-D es utilizada en gestantes con Rh negativo. Sin
embargo, antes de su descubrimiento los fetos de las madres enfermaban muy grave y

en el peor de los casos fallecian (Lambertino & Villegas, 2014). La inmunoprofilaxis anti-
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D en pacientes Rh negativo constituye una préactica médica segura y efectiva para las
pacientes. No obstante, existe problemas en algunos sistemas sanitarios, sobre todo en
paises en desarrollo (Alfonso, y otros, 2000). De acuerdo a la administracion de la
vacuna, se observo que el 72,97 % en el afio 2021 ;81,48% en el afio 2022 y 85,19 %
en el 2023 de las gestantes que aceptaron colocarse la vacuna inmunoglobulina G anti
D reduciéndose las complicaciones en la madre y el recién nacido tabla 5, lo que nos
da un total del 79% de las gestantes que se colocaron la vacuna. Mientras que en el
estudio de Durango y otros el total de las madres que recibieron la inmunoglobulina G
anti D fue del 48% a una mediana de 28 semanas de gestacién, resultando una
reduccién de eventos sensibilizantes (Durango, y otros, 2023). Por otro lado, un estudio
en Lima de Gallo Maria indica que el 7.1% de las pacientes con isoimunizacién Rh
recibié la vacuna a pesar de estar sensibilizada y el 72 % de las no sensibilizadas no
accedieron a las vacunas, constituyendo como factor de riesgo para posteriores
embarazos (Gallo, 2004). McBain y otros autores, mencionan que, a pesar de las
recomendaciones de inmunoprofilaxis, aproximadamente entre el 0,1% y el 0,4% de las
mujeres en riesgo se sensibilizan durante el embarazo ( McBain, Crowther, & Middleton,
2015). Shah Pratik y otros, en un estudio realizado en India observaron que el 71,1%
recibié profilaxis anti-D en dosis IM. Ademas, el porcentaje se deriva en profilaxis
prenatal con el 85.5% y las que recibieron profilaxis prenatal y postal es de 1.6%. La
tasa de utilizacion de anti-D fue moderadamente alta, los autores indican que es
necesario mejorarla aun mas ( Shah, y otros, 2023). Omefiaca y otros indican que se
debe llevar la profilaxis de la mujer embarazada (Rh negativo) o sensibilizada en la 28
semanay en las primeras 72 horas después del parto. Ademas, se incluye que se debe
realizar en estas situaciones como el aborto, amniocentesis 0 cualquier otro
procedimiento intradtero (Omefiaca, Camara, & Valverde, 2008). Otro estudio realizado
en la Republica Checa menciona que la administraciéon de la inmunoglobulina anti-
Rh(D) ayuda a prevenir la sensibilizacién durante el embarazo. Sin embargo, mostraron
resultantes significativos en la administracion prenatal reduciendo ain mas la
sensibilizaciéon. La administracion es de una vez entre las semanas 28 y 34 de
gestacion, en el cual se sugiere que esta es la dosis Optima para prevenir los eventos
sensibilizantes en las gestantes. ( Visser, Thommesen, Di Renzo, Nassar, & Spitalnik,
2020)

3.2 Manifestaciones clinicas presentadas en las mujeres embarazadas que se
realizaron la prueba de Coombs Indirecto
La incompatibilidad sanguinea puede presentarse de varias formas, pero las mas

frecuentes son la incompatibilidad ABO y Rh. Es por ello, que existe pruebas que
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permite la deteccion de incompatibilidades sanguineas como es el caso de la prueba de
Coombs indirecta (Goyes, Novillo, Casa, & Zabala, 2022).La prueba de Coombs
indirecta detecta anticuerpos que no estan unidos a los hematies, es decir, aquellos que
se encuentra en el suero del paciente. Estas pruebas desempefian un papel importante
en el diagndstico de diversas patologias como es el caso de enfermedad hemolitica del
recién nacido, anemia hemolitica autoinmune y las reacciones hemoliticas con respecto

a las transfusiones. (Xu, y otros, 2019)

3.2.1 Prueba de Coombs Indirecto

97%

a9%

0

NO 1%

7%

Frecuencia (%)

Afio 2024 2022 2023

Figura 9. Datos de la prueba de Coombs indirecto realizadas en las gestantes

25%

POSITIVO S58%

MEGATIVO 42%
44%

Frecuencia (%)

.ﬁ.ﬁo 2021 2022 2023

Figura 10. Datos de los resultados de la prueba de Coombs indirecto en gestantes
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Como se observa en la figura 9, con respecto a las pruebas de Coombs indirecto las
mujeres embarazadas atendidas en el Hospital, la mayoria de ellas se realizaron la
prueba correspondiente por causa de la incompatibilidad sanguinea. Con respecto a los
resultados de la prueba, la parte positiva incide mas en los afios 2022 (58%) y 2023
(56%), mientras que los resultados negativos se presenta mas en el 2021 con el 75%.
Otro estudio en la India obtuvo resultados de embarazos anteriores con el 97.7% de
resultados negativos, y el 2.3% positivos, en comparacion con el estudio realizado los
resultados negativos fueron también mayores, aunque en los afios 2022 y 2023 fue
ligeramente mayor los resultados positivos. En embarazos actuales del estudio el 92.8%
de resultados negativos y el 7.2% positivos, en el dltimo resultado los autores
mencionaron que a pesar de que las embarazadas estaban sensibilizadas tuvieron
resultados positivos ( Shah, y otros, 2023). En un estudio retrospectivo realizado por
Elgun y Kuzey, observaron que 73% tuvieron resultados negativos, indicando que las
gestantes tuvieron atenciones adecuadas tras el parto y que la exposicién de antigenos
entre la madre y él bebé no es del todo grave (Elgun & Kuzey , 2023). En Ecuador, en
la Universidad Nacional de Chimborazo; indicaba que de acuerdo a los meses de junio
con un 25% y en febrero con un 21 % se realizaba el mayor numero pruebas
antiglobulinicas con resultados negativos, mientras que en el estudio realizado de los 3
afios hubo porcentajes mayores de las gestantes que se realizaron la prueba de
Coombs. ( Allauca, 2016)

3.2.2 Manifestaciones clinicas presentadas en las mujeres embarazadas

Complicaciones de la mama

84%
Anemia
27T%

B%
Preeclampsia

8%
Contraccion uterina intensa
22%

Frecuencia (%)

Resultado de la PCI POSITVO NEGATIVO

Figura 11. Datos de las complicaciones en gestantes con los resultados de la prueba

de Coombs indirecto.
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Arenas Gamboa y otros indican que se debe realizar control del Coombs cada trimestre
del embarazo, o en caso de detectarse sangrado vaginal o un procedimiento invasivo
sin inmunoprofilaxis el seguimiento debe ser méas estricto para determinar si hay
sensibilizacién o no. (Arenas Gamboa, y otros, 2009). En la informacion recolectada
sobre las complicaciones de las gestantes se tiene como mayor relevancia la anemia
con un 84% en las gestantes te tuvieron positivo en la prueba de Coombs indirecto, esto
es debido a que la incompatibilidad al no ser tratada adecuadamente puede provocar
amenazas de abortos en las gestantes dando como resultados sangrado vaginal.
Gonzalez Denisse indica que en su trabajo de investigacién obtuvo un 19% de gestantes
con anemia, donde un 17% tuvieron recién nacidos vivos y un 2% las gestantes tuvieron
abortos espontaneos, lo que significa que la mayoria de muerte fetal es por anemia en
la gestante. (Gonzalez, 2014), lo que afirma la presencia de anemia en la gestante pero

con menos relevancia.

En el estudio se realizd la comparacion entre las complicaciones de la gestante y el
resultado de la prueba de Coombs indirecto y se determind que habia diferencias
significativas entre las variables (p<.001). Se puede apreciar que el resultado
mayoritario de la prueba de Coombs indirecto es negativo, lo que indica que no hubo
intercambio sanguineo y no presentaron eventos sensibilizantes. Asi mismo, un estudio
realizado en la Universidad de San Carlos de Guatemala en el 2001, indicaron que el
96.3% de las gestantes tenia resultados negativos en la prueba de Coombs indirecto,
mientras que el 3.7% de la muestra tenian resultados positivos. ( Alvarez, 2001). Con
respecto a las complicaciones maternas en los resultados obtenidos se presenta
principalmente la anemia con mayor incidencia en los resultados positivos de la prueba
de Coombs indirecto. En la investigacion de Gallo Maria en el 2003, obtuvieron el 35.7%
de las gestantes que tenia anemia, siendo el porcentaje mas alto con respecto a las

complicaciones. (Gallo, 2004)
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3.3 Manifestaciones clinicas que presentaron los recién nacidos

3.3.1 Complicacién del neonato a causa de la incompatibilidad sanguinea.

Complicaciones del bebé

Ictericia

Dificuttad respiratoria

ninguna
0%

Frecuencia (%)

Resultado de la PCI POSITVO NEGATINO

Figura 12. Complicaciones del neonato con relacion a los resultados de la prueba de

Coombs Indirecto

Taipe y otro mencionan que la ictericia neonatal se identifica como la patologia mas
frecuente del periodo del neonato, ya que es una revelacion caracteristica de la
enfermedad hepatobiliar, esto es debido al aumento de niveles de bilirrubina en sangre
(Taipe Paucar , Toaquiza Alvarado, & MErchan Coronel, 2022). La ictericia si se
presenta en los recién nacidos con madres Rh negativas, debido a los factores de riesgo
explicados en la Tabla 1. Como se observa en la figura 12 estan las complicaciones que
presenta el neonato a causa de la incompatibilidad sanguinea hay mayor prevalencia la
ictericia neonatal con un 50% con gestantes que les resulto positivo la prueba de
Coombs indirecto, esto es debido a la destruccion de los glébulos rojos del neonato
durante la gestaciéon. Un estudio realizado por Insunza y otros mencionan que de los
neonatos que nacieron durante su investigacion obtuvieron que de un 25% al
30%nacieron afectados con ictericia severa. (Insunza F., Behnke G., & Carrillo T., 2011),
por lo que se afirma la ictericia como manifestacion clinica en el neonato en la mayoria
de los casos por la incompatibilidad sanguinea. Por otro lado, los estudios que se realiz
en los afos del 2021 al 2023 ha aumentado los casos por ictericia neonatal a causa de
la incompatibilidad sanguinea al igual que los estudios realizados por Mendez y otros
obtuvieron que la prevalencia y factores asociados a la ictericia neonatal, demostrando
mayor prevalencia con un 49.3% del total de los casos analizados, presentandose la de

tipo fisioldgica en tres de cada cuatro recién nacidos. Entre los factores asociados se
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identificé que la primera semana de vida (0-7 dias) constituye un periodo de riesgo para
la aparicion de ictericia. (Macero, Piedra, & Plaza, 2023). Por otro lado, un estudio
realizado por Giler y otros autores observaron que las principales causas de ingreso al
servicio de neonatologia tienen como primer lugar la presencia de ictericia neonatal con
un 49%, esto demuestra la importancia del estudio de esta patologia en los recién
nacidos. (Giler, Rivero, & Centeno, 2023), los estudios antes mencionados indican que
la mayor complicaciébn que puede verse manifestada en el neonato es la ictericia
neonatal, por lo que se afirma con este estudio dicha manifestacion clinica, ya que el

50% de los neonatos presentaron ictericia neonatal.
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4. CONCLUSIONES

Se logré identificar a las gestantes que se realizaron la prueba de Coombs
indirecto en el Hospital Obstétrico Angela Loayza de Ollague del canton Santa
Rosa a través de la revision de las historias clinicas en los afios 2021-2023

Se correlacionaron la prueba de Coombs indirecto y las manifestaciones clinicas
en mujeres embarazadas, en las cuales se obtuvo que la anemia fue la
complicacion predominante en el periodo analizado.

Se observo que la mayoria de los recién nacidos no sufrieron ictericia al nacer
debido que, presumiblemente a que la mayoria de las gestantes recibieron la

vacuna anti-D.
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5. RECOMENDACIONES

Informar oportunamente a las gestantes sobre las complicaciones en la etapa de
gestacion y del recién nacido por incompatibilidad sanguinea, para prevenir
situaciones desfavorables en el futuro.

Se recomienda extender el tiempo de estudio del trabajo de investigacién para poder
tener resultados favorables y una mejor perspectiva de dicho estudio.

Se recomienda relacionar variables como la edad de las gestantes y las
complicaciones, para observar si existe alguna incidencia entre ambas por la falta

de informacion.
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ANEXOS

Anexo 1. Tipos de respuesta en la isoinmunizacién Rh

Tipo de respuesta

Proceso de isoinmunizaciéon Rh

Primaria

Los hematies del feto pasan a la madre a lo largo del embarazo
entre el 20-30%, pero sobre en el alumbramiento 70-80%. En
primer lugar, los antigenos reacciona hacia la cantidad de
anticuerpos (IgM). No obstante, su tamafio no les permite pasar
la placenta. Por lo tanto, la Enfermedad Hemolitica Perinatal
puede aparecer en la primera gestacion, pero en situaciones
muy raras. (Pozo, 2022)

Secundaria

Se da cuando estd en su segunda gestacion, debido a la
exposicion de la respuesta primaria, formado anticuerpos IgG
gue pasa con mayor facilidad la placeta, en consecuencia, los

hematies fetales seran destruidos. (Pozo, 2022)

*Fuente: Pozo Mishelle Alexandra,2022.

Anexo 2. Prevalencia de la enfermedad hemolitica seglin grupos étnicos

Etnicidad Prevalencia por porcentaje (%)
Africanos 4
Afroamericano 8
Blancos 15-16
Euroasiaticos 2.4
Asiaticos <1
Euskera (Espaiia/Francia) 30-35

*Fuente: Akshay Kiran Myle y Ghanim Hamid Al-Khattabi 2021.
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Anexo 3. Manifestaciones clinicas del recién nacido

Enfermedad

Descripcién

Anemia

Puede variar desde una anemia leve hasta un episodio grave con una
alta tasa de mortalidad. En algunos casos, la insuficiencia cardiaca
congestiva y la hepatoesplenomegalia masiva son causadas por la
incapacidad de compensar adecuadamente la hematopoyesis, lo que
conduce al desarrollo de anemia en el feto. ( Alvarez, 2021)

Ictericia

La mayoria de los recién nacidos no presentan ictericia, que
tipicamente se desarrolla entre las 12 y 24 horas de vida con un pico
entre los primeros tres o cuatro dias. Se encuentra asociado con
hiperbilirrubinemia con valores séricos aumentados (>46mg/dl) de
bilirrubina total, esta manifestacion se presenta en las primero 24h de
vida. (Alvarez, 2021)

Hidropesia

Es una enfermedad grave dada por la incompatibilidad sanguinea Rh
negativa, se manifiesta como hipoproteinemia progresiva con ascitis
o derrame pleural, aunque en alguno casos se presentan ambas
manifestaciones. (Barrera Andocilla, 2011)

Anexo 4. Aglutinacién de anticuerpos

a) b)

Sensibilizacion W Hematies sensibilizados
v 5‘ (e 7 !

Aglutinacion

Aglutinacion

*Fuentes: Cortés Buelvas , A., Muiiiz Diaz, E., & Le6tn de Gonzalez, G. 2014.

Anexo 5. Reaccion de la antiglobulina (IgG)

Eritrocitos del paciente Reactivo de Coombs

(Antiglobulina)

*Fuentes: Cortés Buelvas , A., Muiiz Diaz, E., & Leén de Gonzalez, G. 2014.
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Anexo 6. Clasificacion de la severidad de la enfermedad hemolitica perinatal

Grado de severidad Descripcidn
e Bilirrubina indirecta no excede 16 — 20 mg/dI
Leve e Ausencia de anemia (Hb > 12 g/dl)

¢ No requiere tratamiento

¢ No se desarrolla hidrops
Moderada e Anemia moderada
e |Ictericia severa con riesgo Kernicterus

e Hidrops fetal con anemia severa

Severa
e Muerte fetal

*Fuentes: Behnke G., E., & Carrillo T., J. 2011.

Anexo 7. Formulario para la recoleccién de datos de la gestante

Paciente: Fecha:
Edad de la gestante . Cual es su tipo de sangre?
15-20 20-25 25-30 A- B- AB- 0-
30-35 35-40 40-45 A+ B+ AB+ O+
Lugar donde vive.
Rural | | Urbano | |
Nivel de estudio de la gestante.
Primaria | | Secundaria | | Técnico | | Universidad | | Ninguno | |
. Cuantos embarazos ha tenido?
L] J2 [ 13 | [4omas. | |
Manifestacion clinica del recién nacido
Ictericia ‘ ‘ Dificultad respiratoria ‘ | Ninguna | ‘
.Se realizo usted la prueba de Coombs indirecto?
Si| | No | |

Recibio la vacuna de inmunoglobulina anti-D

Sii | No| |
Manifestaciones clinicas presentadas en las gestantes.

Anemia | | Preeclampsia | | Contraccion uterina intensa | |
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Anexo 8. Triptico informativo

UNIVERSIDAD TECNICA DE MACHALA
FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS Y DE LA SALUD
CARRERA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

e

& Incompatibilidad
!’ru.eba de Coombs embarazadas
indirecto

Vacuna Anti-

. . g
Se wusa para identificar mmuglobulmuD g

anticuerpos anormales en el
suero del paciente.
Es una medida de preuvencién

en madres con el grupo
= sanguineo Rh negativo que A
puedan tener bebés del
grupo Rh positivo.

Se recomienda el uso de la
vacuna para las madres Rh
Es una prueba que encuentra negativo en las semanas 28

anticuerpos en el suero 030 de embarazo.
materno. Cuando la madre es

Rh negativo y el feto Rh “Para el mundo eres una madre, pero

para tu bebé eres el mundo”

positivo
Integrantes:
Angie Cabrera Vera
Paola Mora Aluarez
Manifestaciones Factores de riesgo
clinicas en el recien
nacido Orden de nacimiento: EL primer embarazo
corre un riesgo minimo y cada embarazo a
futuro habré un riesgo mayor de
Anemia: Puede variar desde  enfermedad fetal.
una anemia leve hasta una
grave. per : o
Incompatibilidad ABO: La incompatibilidad
sanguinea en los tipos de sangre A o B
Ictericia: Se tornan de un reduce el riesgo de sensibilizacion Rh
r color amarillo pdlido por la materna al 1 al 3%.
acumulacién de bilirrubina
en el cuerpo.
Sexo: Los recién nacidos de sexo masculino
» son mds propensos a tener una respuesta
;_Que es la 4 Hidropesia fetal: Es una sensitiva severa que las de sexo femenino.
incompatibilidad inflamacién  grave  que
= \ puede llegar a provocar
sanguinea? derrame pleural

Factores Etnicos: Los de raza bldnca tiene
La incompatibilidad sanguinea un 15% de probabilidad de Rh- pegativo, los

se denomina como la presencia .0’ Muerte intrauterina: En  de raza negra tiene un 7% y/los chinos y
de uno o mds antigenos en los casos mas severo puede joponeses es casinulo.
, . 9 provocar la perdida del
glébulos rojos del feto que no embarazo
estdn presentes en los glébulos ‘
rojos de la madre.
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Anexo 9 Permiso para la recoleccién de datos

HOSPITAL OBSTETRICO
*ANGELA LOAYZA DE OLLAGUE’
os! sscaem{h \Iz) CU
UNIVERSIDAD TECNICA DE M®%i
D.L. NO. 69-04 DE 14 DE ABRIL DI 1'RECIBIDO POR:
Calidad, Petinencia y (Calides AP
FACULTAD DE CIENCIAS QU/MI(‘AS YDE LU SALL

SECCION/CARRERA: CARRERA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

Oficio nro. UTMACH-FCQS-CCBF-2023-070 -OF
Machala, 26 diciembre de 2023

Doctor

José Aquim

DIRECTOR DEL HOSPITAL OBSTETRICO ANGELA LOAYZA DE
OLLAGUE

En su despacho. -

De mis consideraciones:

Reciba un cordial saludo, la Carrera de Bioquimica y Farmacia, dentro de su malla
curricular contempla el proceso de Titulacién, y al estar participando los estudiantes
ANGIE GABRIELA CABRERA VERA con CI 0706772829 y PAOLA ESTEFANIA
MORA ALVAREZ con CI 0705544211, que actualmente cursan el Proceso de
Titulacién en el periodo 2023-2024, nos dirigimos a usted de la manera més comedida
para solicitarle autorice el ingreso a la institucion de salud que usted acertadamente dirige,
para recopilar informacién la cual contribuira a la elaboracién del trabajo de titulacién,
el mismo que lleva como titulo: “DETERMINACION DE LA
INCOMPATIBILIDAD SANGUINEA MEDIANTE LA PRUEBA COOMBS
[NDIRECT 0 EN MUJERES EMBARAZADAS DEL HOSPITAL OBSTETRICO
ANGELA LOAYZA DE OLLAGUE DEL CANT:! ON SANTA ROSA ”

Cabe indicar que los estudiantes en mencién deben iniciar el proceso de recopilacién de
informacion del afio 2020 al 2024 a través del historial clinico de las pacientes para la
identificacién de la prueba de Coombs Indirecto a partir del 28 de diciembre de 2023
hasta completar minimo 2 meses de seguimiento, considerando ademds que la
informacién recabada serd de caracter confidencial.

Esperando tener una respuesta favorable, me despido atentamente deseindole
éxitos en la gestién de este prestigioso hospital.

tentamente, 1:) s,
ST 3
Dra. THAYANA NU UEZADA, PhD.

Coordinadora Carrera de Bioquimica y Farmacia
fcgs_bioquimica@utmachala.edu.ec

Copia a: Dr. Edwin Jaramillo-Responsable de Docencia e Investigacién
TNQ

¢

www.uimachala.edu.ec
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Anexo 10 Recoleccion de datos (2023)

(= RN R T, R R U

R R N R R Rl il el =l v = i = i
- R R R R R e o R e N L - R R R TR Ry SR =

15-20 21-25 26-30 31-35 36-40 41-45

1

1. Edad de |a gestante

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
5 5 2
Toltal 27

A- A+ B- B+ AB- AB+ O- O+

2. Tipo de sangre

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
6230 1 0141
Total 27

3. Lugar donde vive

Rural  Urbano

1
1

1
1
1
1
1
1

1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1

4 23
Total 27

4. Nivel de estudio gestante

Pri Secu Tec Uni Nin
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Total 27

42

Cuéntos embarazos
2 3 4domas

1
1
1
1
1

Total 27

’rueba de Coombs indirect:
Sl NO NEG POS

1 1
1 1

1 1

1

1 1

1 1
1 1
1 1

1 1

1 1
1 1

1 1
1 1
1 1
1 1

1 1
1 1

1 1

1 1
1 1

1

1 1
1 1

1 1

1 1

1 1
1 1

Total 27

Jacuna anti-L

Sl NO
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
23 4
Total 27

Complicaciones

Anemiz Precla Contrac

1
1

1

1

1
1
1

1

1

1

1

1

1

1

1

1
1

1
1

1

1
16 5
Total

27

Complicaciones Neonato

Ictericia :ultad respiral  Ninguna
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
6 1 20
Total 27



Anexo 11 Recoleccién de datos (2022)

1. Edad de la gestante
15-20 21-25 26-30 31-35 36-40 41-45

1 1
2 1
3 1
4 1
3 1
6 1
7 1
8 1
9 1
10 1
11 1
12 1
13 1
14 1
15 1
16 1
17 1
18 1
19 1
20 1
21 1
22 1
23 1
24 1
25 1
26 1
27 1

6 12 5 2 2 0

Toltal 27

2. Tipo de sangre
A- A+ B- B+ AB- AB+ O- O+

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
4161 1 0122
Total 27

3. Lugar donde vive

Rural  Urbano

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

1
1
1
1
1
1
1
1
1

1

1
1

3 24
Total 27

4. Nivel de estudio gestante
Pri Secu Tec Uni Nin

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

139 1 1 3

Total 27

43

Cuantos embarazos

1 2 3 domas
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
r r

Total 27

’rueba de Coombs indirect:
51 NO NEG POS

1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1
1 1
1 1
1 1
1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1
1 1

Total 27

Jacuna anti-C

51 NO
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
23 4
Total 27

Complicaciones
Anemi:PreclaZontrac

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
14 9 4
Total 27

Complicaciones Neonato

Ictericia  :ultad respirai  Ninguna
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
8 1 18
27

Total



Anexo 12 Recoleccién de datos (2021)

1. Edad de la gestante 2. Tipo de sangre 3. Lugar dondevive  Nivel de estudio gestan Cuantos embarazos ueba de Coombs indirec Vacuna anti-D Complicacicnes Complicacicnes Necnato
15-20 21-25 26-30 31-35 36-40 41-45  A- A+ B- B+ AB-AB= O- 0= Rural  Urbano Pri Secu Tec Uni Nin 1 2 3 4omas SI 0 NO  NEG POS Sl | NO ler2do3er Anemi:PreclaContrac  Ictericiaid ResgNinguna
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
& 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
9 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
10 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
12 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
13 1 1 1 1 1 1 1 1 1
14 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
15 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
16 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
17 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
18 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1% 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
20 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
21 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
23 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
24 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
25 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
26 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
27 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
28 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
29 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
30 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
31 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
32 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
33 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
34 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
35 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
36 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
37 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
38
39 ¢ 16 7 5 ] ] 5442 1 017 4 & 31 17 14 1 1 4 "7 57 5 1 36 1 29 7 27 10 0 0 O 16 15 6 9 2 26
Tolta 37 Total 37 Total 37 Tota 37 Tota 37 Total 37 Total 37 Total 37 Total 37

44



