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Resumen

RESUMEN

El protocolo de criopreservacion de las células precursoras
sanguineas del cordon umbilical, trata de preservar la obtencidén de un nivel
aceptables de células madres CD34+ mediante la optimizacion de los
procesos de extraccion, transporte, procesado y criopreservacion del resto
sanguineo placentario que permanece tras el nacimiento del neonato y antes
de producirse el alumbramiento.

Generalmente se acepta que las unidades deben ser preservadas con
seguridad antes de que pasen 48 tras su recoleccion porque el retraso en
este tiempo puede afectar la calidad de las muestras de sangre de cordon
umbilical.

El objetivo de este estudio fue determinar si el tiempo total desde la
extraccion hasta la criopreservacion, el cudl depende basicamente de
variables relacionadas con el transporte de las muestras, puede influir en la
calidad, viabilidad y recuento final de las células CD34+ de las unidades de
sangre de cordon umbilical.

La metodologia empleada fue determinar la viabilidad y el contaje
del las células CD34+ en unidades de cordon de umbilical obtenidas de
5400 pacientes reclutadas en el Banco de Cordon de Andalucia. Las
muestras procedian de 46 hospitales autorizados y fueron procesadas entre
enero de 2009 y septiembre de 2009. La edad media de las pacientes fue de
30.7+0.2 afios, la media de semanas de gestacion de 39.84+0.05 semanas, el
tipo de parto fue eutdcico en un 71.5% de los casos, instrumental en el
16.5% y cesarea en el 7.6%. Los neonatos fueron varones en un 52.8% de
los casos. Se recogieron como variables, los datos clinicos maternos y
neonatales, la forma de recoger las muestras de cordon umbilical,
incluyendo los tiempos de recogida, transporte, procesado 'y
criopreservacion, asi como la viabilidad y nimero de las células CD34+.

Destacan en los resultados que las muestras con mayor viabilidad
presentaron un menor tiempo hasta la criopreservacion, un 11.9%, que las
no viables, ambas con un tiempo medio de 24.4+0.3 h y de 27.7+0.5 h,
respectivamente (p<0.01). Tanto la viabilidad como el recuento de las
células CD34+ aparecieron inversamente correlacionados con el tiempo
previo a la criopreservacion (coeficiente de correlacion de Pearson de -
0.214 (p=0.001) y de -0.088, respectivamente (p=0.049).
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Resumen

Se concluye con estos datos que el tiempo de transporte, de
procesado y de almacenaje previos a la criopreservacion deben ser
reducidos al maximo posible para minimizar el descenso de la viabilidad de
las unidades de sangre de cordon umbilical.
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1. PROGENITORES HEMOPOYETICOS

Se consideran precursores, al conjunto de células inmaduras que van a
dar lugar mediante un proceso de diferenciacion a las células sanguineas
adultas en sus tres series: leucocitos, hematies y plaquetas.

1.1. HEMATOPOYESIS
1.1.1. ESTADO EMBRIONARIO

La hematopoyesis se inicia en el saco vitelino alrededor de los dias 15
al 18 del desarrollo. A partir de la sexta semana de gestacion se encuentra
ubicada en el parénquima hepatico y en el bazo. Alrededor de la semana
veinte de embarazo se detecta en la médula 6sea, donde permanece durante la
vida adulta (Moore MA., et al., 1970).

En relacion a las células linfoides, linfocitos T y su conexion con el
timo, se sabe que en una fase muy inicial de la vida embrionaria, las células
endodérmicas de la tercera y cuarta bolsa faringea destinadas a la
formacion de la glandula timica, inician su migracion a la zona precordial
en el mediastino superior. Alrededor de la 8* semana de gestacion, el
epitelio timico empieza a captar células germinales de la circulacion
general atrayéndola hacia su microambiente, asi rapidamente el timo se
encuentra plagado de células linfoides. Durante la infancia crece a gran
velocidad. Después de completar al organismo con linfocitos T de larga
supervivencia, la actividad timica declina gradualmente con la edad hasta
que disminuye su masa hasta unos tres gramos en el adulto.

En el periodo embrionario y fetal hay un aumento de progenitores
circulando, que indicaria una migracion de las células "stem" por el torrente
circulatorio entre los diferentes lugares (Tavassoli M., 1991). Durante las
primeras 24 horas después del nacimiento, todavia se detectan precursores
hematopoyéticos, en la circulacion del neonato que van decreciendo
progresivamente. La sangre del cordon umbilical, contiene un nimero
apreciable de precursores (Garcia J., et al., 1993).
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1.1.2. ADULTO

La médula 6sea es el lugar de formacion de los elementos sanguineos,
pues en ella se encuentra los condicionantes ideales que permiten el
anidamiento, crecimiento y diferenciacion de las células germinales
pluripotentes. Estas hallan en la médula 6sea el lecho y el microambiente
adecuado para su desarrollo y diferenciacion hacia las células hematoldgicas
maduras. El desarrollo de las mismas, necesita de un microambiente, que a su
vez estd constituido por un conjunto de sustancias quimicas hormonales,
neurotransmisoras y diversas células (endoteliales, linfocitos T, macrofagos,
células reticulares, adipocitos...), que son esenciales para el desarrollo de la
célula germinal (Boggs DR., 1980).

La médula 6sea se puede considerar como un tejido blando, que
contiene sangre, grasa y c¢lulas hematopoyéticas, encerradas en un
compartimento 6seo. Desde este lugar, los elementos celulares mas maduros
son lanzados a la circulacion sanguinea en los momentos de demanda. La
mayoria de estas células completan su maduracién en el arbol vascular o en
los tejidos, por lo que se encuentran progenitores en sangre periférica y
también en la circulacion placentaria, siendo estas dos fuentes de obtencion,
ademas de la médula 6sea (Lamana M., et al., 1991).

Se sabe con exactitud que en el hombre existe una célula germinal
pluripotente o célula madre, con capacidad de proliferacion, diferenciacion y
autorrenovacion (Lafuente R., et al., 1988). Es la denominada CFU-LM o
célula madre linfomieloide, conocida también por las siglas CFU-GEM
MegL, pues tiene la capacidad de producir in vitro colonias de granulocitos,
eritrocitos, monocitos, megacariocitos y linfocitos T y B. A partir de la célula
CFU-LM, aparecen la célula germinal linfoide (CFU-L) y la célula germinal
mieloide (CFU-M).

1.2. LINEA CELULAR MIELOIDE

La célula germinal mieloide (CFU-M) produce, bajo la influencia del
microambiente medular, las células germinales comprometidas para una
determinada linea celular (granulocitica, monocitica, eritroide y
megacariocitica). A dichas células se las conoce como unidad formadora de
colonias (CFU).
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La proliferacion y la diferenciacion de estas células comprometidas
requiere la presencia de un factor estimulante especifico para cada una de
ellas, asi para la linea eritroide es la eritropoyetina, hormona de origen renal.
Para la linea granulopoyética es el denominado colony stimulating activity
(CSA) o colony stimulating factor (CSF) granulomonocitico. Esta sustancia
se encuentra en ciertos liquidos bioldgicos, en pulmoén, placenta, macrofagos
y monocitos de sangre periférica. La serie megacariocitica, se encuentra
regulada por el factor estimulante de la trombopoyésis (TSF) que se localiza
en el plasma humano. La serie eosinéfila tiene un progenitor especifico el
CFU-Eo, estimulado por un factor de crecimiento segregado por el linfocito
T (CSF-Eo). La serie basofila CFU-Ba es estimulada por el factor de
crecimiento CSF-Ba. La serie megacariocitica se desarrolla a partir de la
célula CFU-Meg, estimulada por la eritropoyetina segregada en el rifion.

1.2.1. SERIE ERITROBLASTICA

Existen tres tipos de células comprometidas para la eritropoyesis. La
CFU-E, la BFU-E madura y la BFU-E primitiva. Estas dos ultimas son las
mas indiferenciadas y requieren grandes cantidades de eritropoyetina y
periodos largos de incubacion para que se manifieste su diferenciacion celular.

La serie eritroblastica, representa del 30 al 35% de los elementos
nucleados de la médula dsea. La secuencia madurativa de esta serie comienza
con el proeritroblasto, pasando secuencialmente por: eritroblasto basofilo,
policromatico, ortocromatico, reticulocito y hematie. En su evolucion, el
citoplasma pierde la basofilia tipica de los estadios mas inmaduros, pasando a
la acidofilia que le confiere el contenido de hemoglobina de las células mas
maduras.

El hematie o eritrocito es el elemento mas maduro de la serie. Su
mision fundamental es la captacion del oxigeno y su transporte a los tejidos.
Los hematies son elementos anucleados de color rosado y de forma redonda u
oval, con una depresion en el centro. Al corte transversal tienen una forma de
disco biconcavo, de 2 um de espesor y didmetro aproximado de 7 pm.

1.2.2. SERIE GRANULOPOYETCA

Este conjunto celular constituye entre el 60 y el 65% de los
componentes celulares de la médula 6sea. La secuencia madurativa se inicia
con el mieloblasto, que da origen al promielocito y, a partir de éste, se origina
sucesivamente, el mielocito, metamielocito, la banda y el granulocito
segmentado. Los granulocitos segmentados, se forman por segmentacion
nuclear, a partir de las bandas, son los elementos mas maduros de la
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granulopoyesis. Segun la granulacion especifica que posean, seran
segmentados neutrofilos, eosindfilos o basofilos. Los ganulocitos
segmentados basofilos derivan de una célula germinal especifica
comprometida para la granulopoyesis baséfila (CFU-Bas). De esta célula
germinal también procede el mastocito, bajo la influencia del timo que la
diferenciaria en el mastocito como unidad celular (Zucker-Franklin D, 1980).

1.2.3. SERIE MONOCITICA

Estd bien establecido que los monocitos no sélo tienen un origen
medular, sino que son células pertenecientes al sistema mononuclear
fagocitico, abandonando totalmente teorias pasadas de origen reticular
(Furthr RV, et al., 1975). El elemento méas joven es el monoblasto que sigue
a promonocito, que en el torrente circulatorio madura a monocito y en los
tejidos afinca en forma de histiocito y macrofago.

1.2.4. SERIE MEGACARIOCITICA-PLAQUETARIA

La serie megacariocitica estd formada por un conjunto de c€lulas que
proceden de la célula primitiva (CFU-GEMM). Morfologicamente
distinguimos tres estadios evolutivos: el megacarioblasto, promegacariocito y
el megacariocito. A diferencia de otras estirpes celulares de la médula osea,
las divisiones nucleares de estas células no van seguidas de las
correspondientes citoplasmaticas, dando como resultado células de gran
tamano. Siendo las plaquetas fragmentaciones citoplasmaticas de esas células.
Como es sabido, las plaquetas desprendidas de los megacariocitos adultos
pasan a sangre periférica, donde ejercen mecanismos de coagulacion y
hemostasia (Carow C., et al., 1993).

1.3. LINEA CELULAR LINFOIDE

Las células del sistema linfoide tienen como mision mantener y
controlar los mecanismos inmunitarios. Los dos tipos celulares implicados
en la respuesta inmune son los linfocitos T y B.

Las células T inician los mecanismos inmunes cuando al encontrarse
con antigenos extrafios en la superficie de los macréfagos, células
dendriticas y, células de Langerhans, se activan. Una vez activados,
segregan sustancias solubles que captan a otros linfocitos T y B. Esta serie
de reacciones son controladas por los linfocitos T supresores, los cuales
inhiben la respuesta inmune. Estos tipos de respuesta constituyen la
inmunidad celular.
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Las células B activadas se dividen y maduran hasta transformarse en
células plasmaticas, las cuales segregan anticuerpos (inmunidad humoral).

1.3.1. LINFOCITOS T

Al igual que las demas células hematopoyéticas, los linfocitos T se
originan a partir de una célula germinal pluripotente de origen
mesenquimatico, localizadas en el timo. En esta glandula existe el
microambiente necesario (timosina, timopoyetina y factor timico sérico) que
favorece la maduracion de los linfocitos T. Al abandonar el timo, las células
T emigran a través de la circulacion periférica y se acantonan en diversos
lugares (bazo, ganglios linfaticos, placas de Peyer, apéndice). En estas zonas
estin temporalmente volviendo a la circulacion general mediante
comunicaciones linfatico-venosas (Lafuente R., et al., 1988).

1.3.2. LINFOCITOS B

De igual forma que los T, los linfocitos B se originan de una célula
germinal hematopoyética pluripotente. Se producen en la médula dsea y de
aqui emigran hasta el bazo donde permanecen unos dias. Los linfocitos B,
unos progresan a células plasmaticas con la consiguiente produccion de
inmunoglobulinas y otros que permanecen como linfocitos B, son los
llamados linfocitos B con memoria o de larga supervivencia. Estos ultimos
son los que originan la rapida respuesta antigénica, que sigue a la segunda
exposicion a un antigeno determinado (Lafuente R., et al., 1988).
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2. BANCO DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL (BSCU).
2.1. ANTECEDENTES HISTORICOS.

Hasta hace muy pocos afos, el tratamiento con células progenitoras
hematopoyéticas tenia como fuente de obtencion la médula 6sea (MO) del
propio donante enfermo (autotrasplante) o bien la MO de un hermano HLA
idéntico o de un donante HLA idéntico no emparentado (alotrasplante). El
trasplante de células progenitoras hematopoyéticas procedentes de MO fue
llevado a la practica por Thomas en 1975. Un paso mas en ese sentido fue
la busqueda de progenitores hematopoyéticos de otras fuentes, como es el
caso de la obtencion de estas células inmaduras en sangre periférica (SP),
mediante procedimientos de movilizacion celular, realizdndose transplantes
tanto autdlogos como alogénicos (Wagner JE., 1998). La sangre de cordon
umbilical (SCU) se ha venido utilizando durante los ultimos afios como una
nueva fuente de obtencion de células precursoras para trasplante de MO
(Armitage S., et al., 1999).

Los estudios iniciales sobre la capacidad hematopoyética, obtencion
y procesamiento de la SCU, realizados principalmente por Broxmeyer y
colaboradores (Broxmeyer HE., et al., 1989), tuvieron como final la
realizacion del primer trasplante de sangre de SCU a un nifio afecto de
anemia de Fanconi de un hermano HLA idéntico en 1988 (Gluckman E., et
al., 1989). A partir de este momento varios grupos comenzaron a realizar
trasplantes de SCU (Vilmer E., et al., 1992); (Ortega JJ., et al., 1994);
(Fernandez MN., et al., 1996). Los resultados de los primeros trasplantes
realizados (todos emparentados HLA idénticos), y la aparente inmadurez
inmunologica de la SCU respecto a la complejidad de la sangre adulta,
apoyaron la idea inicial de que la SCU podia utilizarse en el trasplante no

emparentado y aumentar asi la posibilidad de donantes (Rubinstein P., et al.,
1993).

En 1992 comenzd el almacenamiento de unidades de sangre de
cordon umbilical, con la creacion de los bancos de SCU (BSCUs) para
trasplante no emparentado en Europa y Estados Unidos, donde se cre6 con
fondos publicos el Banco de Nueva York y en 1993 se realizo el primer
trasplante de cordén de estas caracteristicas (Rubinstein P., et al., 1994);
(Kurztberg J., et al., 1995). En Espafia, la colecta de SCU para trasplante no
emparentado se inicido en 1995 en el Instituto de Recerca Oncologica de
Barcelona o Banco de SCU de Barcelona (Querol S., et al., 1997),
sucesivamente se han ido incorporando otros bancos: Malaga 1996 (Prat I.,
et al., 1998) Galicia, Madrid (Bornstein R., et al., 1996), Canarias, Valencia
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y en los ultimos meses el ubicado en el Pais Vasco. Los BSCUs ofrecen
ventajas logisticas en relacion a los Registros de Donantes Voluntarios no
emparentados (Rubinstein P., et al., 1993):

e [a SCU se colecta sin riesgo ni para la madre ni para el nifio.

e Es un proceso sencillo que requiere una preparacion, que no ofrece
dificultad para el equipo extractor, normalmente matronas.

e El banco se puede organizar incluyendo en su almacenamiento
unidades para minorias étnicas poco representadas en los Registros
de donantes de MO.

e Las unidades criopreservadas estan disponibles con facilidad,
mientras que la MO o la SP deben colectarse en el momento
concreto que dependen de las circunstancias del paciente, de modo
que pueda garantizarse la viabilidad celular, lo que requiere una
estrecha coordinacién con el equipo trasplantador.

e Las unidades de SCU so6lo salen del banco para trasplante, mientras
que los donantes pueden abandonar el registro o no estar disponibles
en el momento necesario.

Ambas fuentes de progenitores hematopoyéticos, médula osea y/6
sangre periférica de donante no emparentado adulto, deben considerarse
como fuentes complementarias y no como competidoras con la sangre de
cordon umbilical, ya que comparten un mismo objetivo: permitir el acceso
al trasplante de progenitores hematopoyéticos de donante no emparentado,
al mayor nimero de pacientes que lo precisen.

Por otro lado, existe un mayor conocimiento por parte de la
poblacion, de la existencia de la SCU y de sus posibles aplicaciones, por lo
que la demanda de padres que desean donar la SCU de sus hijos es cada dia
mayor, estando autorizadas para este proceso entre otras, todas las
maternidades del Servicio Andaluz de Salud.

El avance en el conocimiento del complejo principal de
histocompatibilidad (HLA) y en las técnicas de histocompatibilidad, la
mejora de las medidas de soporte y el uso de fuentes alternativas para la
obtencion de progenitores hematopoyéticos han derivado en un progresivo
aumento del uso del trasplante en el tratamiento de un nimero cada vez
mayor de enfermedades (Bertolini F., et al., 1995). Al margen del
diagndstico, la indicacidon de trasplante de progenitores hematopoyéticos
(TPH), depende de la capacidad del paciente para afrontar la toxicidad
derivada del mismo y, en el caso del trasplante alogénico, de la
disponibilidad de un donante adecuado.
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Actualmente solo el 30-20% de los pacientes candidatos de TPH
disponen de un donante familiar compatible. En el resto se requiere la
localizacion de un donante no emparentado, lo que sucede tan solo en el
40-50% de los casos, llegandose a efectuar el trasplante en menos de la
mitad de ellos. Para ello, a través del Registro Espafiol de Donantes de
Médula Osea (REDMO) se inicia la busqueda de un donante a nivel
internacional a través de una consulta al Bone Marrow Donors Worldwide.
(BMDW).

El BMDW representa el esfuerzo continuado de 54 registros de
donantes de progenitores procedentes de 39 paises y de 38 bancos de
cordon de 21 paises. El nimero de donantes inscritos, actualizado en
octubre de 2009, es de mas de 13.782.468, incluido SCU, lo que
evidentemente ha incrementado la posibilidad de encontrar un donante

compatible y la posibilidad de realizacién de un trasplante no emparentado
(Goldman JA., 1994).

Nuestro pais es el segundo pais en nimero absoluto de unidades
almacenadas y el tercero en unidades almacenadas en relacion a nuestra
poblacion. Estas unidades se encuentran en los siete bancos de SCU de
nuestro pais. Estos bancos generalmente dependen de la Comunidad
Auténoma en la que se encuentran o tienen acuerdos para su financiacion
con las Comunidades Autonomas en las que se encuentran alojados
(Fasouliotis SJ., et al., 2000).

Los datos de los registros, sugieren que el trasplante de sangre de
corddn de un donante no emparentado, tiene una eficacia al menos similar
al TPH de otras fuentes de donante no emparentado, tanto en nifilos como
en adultos (Eapen M., et al., 2007), (Gluckman E., et al., 1993, 1997,
1998,1999), (Sanz G., 2001),( Querol S., et al., 1996).

2.2. CARACTERISTICAS DE LA SCU

No existen ensayos in vivo que permitan evaluar a las células madre
con capacidad de renovacion y diferenciacion y que por consiguiente daria
como resultado un prendimiento estable del trasplante, diferenciandolas de
otras células progenitoras mas maduras de las que depende el prendimiento
inmediato. Las células que intervienen en el injerto se pueden valorar
mediante parametros como son: recuentos celulares, analisis fenotipicos y
ensayos funcionales in vitro, mediante cultivos celulares, o in vivo en
experimentacion animal.
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Las células de SCU tienen caracteristicas de inmadurez fenotipica y
respuestas funcionales en el contexto alogénico que podria beneficiar a la
no aparicion o en grado menor del Enfermedad Injerto Contra Huésped
(EICH). Por el contrario la inmadurez de las células T puede favorecer el
rechazo del injerto.

2.2.1. ANALISIS FENOTIPICOS (CD34+)

Esta bien definido que el antigeno CD34+ se expresa en células
primitivas y en progenitores comprometidos aunque con intensidad
diferente (Civin CI., et al., 1984); Sutherland DR., et al., 1990); (Watt SM.,
et al., 1992), si bien actualmente se considera la posibilidad de que existan
células asociadas a un alto grado de inmadurez y con expresion casi
indetectable del antigeno CD34+ (Goodell MA., et al., 1997). Las células
stem no expresan el antigeno CD38, que esta presente en los progenitores
comprometidos, y también carecen de los marcadores de diferenciacion de
las distintas series celulares, como el CD33 o el CD71 (Terstapen L., et al.,
1991); (Lansdorp PM., et al., 1993); (Fritsch G., et al., 1993). El antigeno
HLA-DR tampoco lo expresa o lo hace débilmente en las células stem de la
médula osea adulta (Moore MA., et al., 1980); (Sutherland DR., et al.,
1990); (Srour EF., et al.,, 1991), mientras si expresan el antigeno del
receptor del proto-oncogen c-kit o CD117 (Olweus J., et al., 1996) cuyo
ligando es el stem cell factor (SCF), y el Thy-1 o CDw90, aunque algunos
progenitores comprometidos también sonThy-1" (Craig W., et al., 1993).

En la cuantificacion de progenitores por citometria de flujo, la
proporcion de células CD34+ en la SCU ha resultado inferior a la de MO.
Sin embargo, el estudio de las subpoblaciones CD34+ha demostrado que la
proporcion CD34+/CD38" es mucho mayor en la SCU que en MO (Payne
TA., et al., 1995). Esta poblacidon parece corresponder a un grupo celular
mas inmaduro, ya que las SRC (cé€lulas repobladoras de raton), con
inmunodeficiencia combinada severa), se encuentran exclusivamente en
ella (Larochelle A., et al., 1996) y, entre otros hallazgos, se ha demostrado
que pueden diferenciarse in vitro en progenitores de células B (Rawlings
DJ., et al., 1997). La frecuencia de las células CD34+/HLA-DR-, también
consideradas inmaduras, es mayor en la SCU que en MO (Traycoff CM., et
al., 1994); (Ho AD., et al., 1996), pero hay que resaltar que mientras que
las LTC-IC(c€lulas iniciadoras de cultivo a largo plazo) de la MO adulta
estan en la poblacion CD34+/HLA-DR y las del higado fetal son todas
CD34+/HLA DR, las LTC-IC de la SCU se encuentran mayoritariamente
en la poblacion CD34+/HLA-DR"/Rh123"" 1o que indica que el fenotipo
de células funcionalmente similares puede variar dependiendo de su origen.
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El significado funcional de la expresion del antigeno HLA-DR no
esta bien definido, aunque se piensa que puede tratarse de un mecanismo
autorregulador de la diferenciacion celular o que quizas guarde relacién con

las caracteristicas proliferativas de las células que lo expresan (Traycoff
CM.,, et al., 1994); (Roy V., et al., 1997).

2.3. LEGISLACION RD.1301/2006

Desde el punto de vista legal, la SCU se consideraba hasta hace
pocos afos un producto de desecho. En la actualidad, en la mayoria de los
paises, estd sujeta a normas que regulan su utilizacion terapéutica, aunque
no son homogéneas. En Espaia estas normas fueron establecidas en el Real
Decreto (RD) 411/1996 del 1 de marzo por el que se regulaban las
actividades relativas a la utilizacion de tejidos humanos. Curiosamente a la
SCU se le concedid la categoria de tejido humano, esto fue algo singular en
relacion a la legislacion de otros paises.

El paso de los afios, el vertiginoso desarrollo del empleo de células y
tejidos, y la publicacion de una normativa europea al respecto: Directiva
2004/23/EC del Parlamento Europeo y del Consejo Europeo, dejé obsoleto
dicho RD al publicarse, el RD 1301 /2006, donde priman los estandares de
calidad para la buena practica de esta disciplina. Este RD incorpora a
nuestro ordenamiento juridico la directiva anterior del Parlamento Europeo
y del Consejo de 31 de marzo de 2004 y la directiva 2006/17/CE de la
Comision de 8 de febrero de 2006, por la que se aplica la Directiva
2004/23/CE del Parlamento Europeo y del Consejo en lo relativo a
determinados requisitos técnicos para la donacion, obtencion y evaluacion
de células y tejidos humanos. De igual forma se contemplan algunos
aspectos sobre la donacion autdloga que presentaba un vacio legal hasta el
momento en Espaia.

Real Decreto 1301/2006, mas que una ley reguladora, es un manual
de estandares de calidad, mandatos de obligado cumplimiento, donde se
contemplan todos y cada uno de los pasos de un tejido y concretamente del
cordon umbilical desde la obtencion hasta su salida para trasplante,
incluyendo la trazabilidad y el nuevo término de bio-vigilancia.
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Los siguientes son algunos de los articulos que merecen destacar:

Establecimiento de tejidos: banco de tejidos, unidad de un
hospital o cualquier otro centro donde se lleven a cabo actividades de
procesamiento, preservacion, almacenamiento o distribucion de células
y tejidos humanos después de su obtencion y hasta su utilizacion o
aplicaciéon en humanos. El establecimiento de tejidos también puede
estar encargado de la obtencidon y evaluacion de tejidos y células
(Art.2, 1, n).

El Banco de Cordon como establecimiento de tejidos puede ser
el responsable de la obtencion y es quién evalta la calidad de las
unidades de SCU extraidas para su posterior procesamiento.

El Establecimiento de Cordon umbilical debe estar autorizado
por la autoridad sanitaria competente, siguiendo las bases generales de
autorizacion de centros, servicios y establecimientos sanitarios que
establece el Real Decreto 1277/2003, de 10 de octubre. Esta
autorizacion se extenderd por un periodo de tiempo determinado no
inferior a dos afios ni superior a cuatro. El establecimiento de cordon
estard bajo la responsabilidad técnica de un facultativo titulado superior
en medicina o ciencias biomédicas.

Quizas lo mas interesante de este RD en cuanto a normas de buen
funcionamiento es la obligatoriedad que el establecimiento de tejidos y
por tanto el establecimiento de cordon, tenga la implantacion y
mantenimiento de un sistema de calidad y de su gestion integrado en
las directrices y estrategias del propio banco de cordon (Articulo 16).

De todos es conocido que un sistema de calidad esta basado en
el conjunto de la estructura de la organizacidn, de responsabilidades,
de procedimientos, de procesos y de recursos que se implantan en un
establecimiento de corddn para llevar a cabo la gestion de la calidad.
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También sabemos, pero no estd de nada mas recordarlo que un
sistema de calidad tiene sus puntos criticos en los siguientes
parametros:

Organizacion.

Seleccidon y formacion del personal.
Validacion/calibracion.
Cualificacion de proveedores.
Control de los procesos.
Documentacién /Registros.
Etiquetas.

Quejas y reacciones adversas.
Auditorias internas.

Mejora de los procesos.

Este RD regula cada uno de los pasos del proceso de la sangre
de cordon umbilical:

CENTRO DE OBTENCION

1.- La obtencion de tejidos y células de SCU podré realizarse
solo en aquellos centros o unidades sanitarias que estén debidamente
autorizados por la autoridad sanitaria competente, segun lo dispuesto
en el Real Decreto 1277/2003, de 10 de octubre, por el que se establecen
las bases generales sobre autorizacion de centros, servicios y
establecimientos sanitarios(Art.9,1).

2.-Caracteristicas de la donante de SCU: la donante de SCU
podra donar si es mayor de edad, cuenta con plena capacidad de obrar,
su estado de salud es adecuado y ha prestado por escrito su
consentimiento informado (Articulo7.1).

3.-Seleccion y evaluacion de la donante: la donante de SCU
debe ser evaluada y seleccionada por personal con la formacion y
experiencia adecuadas. Dicha evaluacion quedard documentada y
firmada por dicho personal (Articulo 10).

La formacion del personal de extraccion de SCU serd
responsabilidad del banco de referencia y ademds coordinada por la
Organizacion Autonomica de Trasplante de cada Comunidad.
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De lo anterior se desprende o se interpreta que junto a la

donacién de SCU deben de acompaiiarse tres documentos claramente
diferenciados:

El Consentimiento Informado de Donacidn.

Hoja de evaluacion clinica de la donante incluida su inspeccidn
fisica, donde se contemplaran todos y cada uno de los datos que
aparecen en el Anexo II del RD.

Hoja de extraccidon con los datos relativos al parto y proceso de
donacion.

En esta hoja se recogen: los datos de identificacion del donante

(nombre, apellidos y fecha de nacimiento con su equivalente
identificativo).

En el caso de donaciones de neonatos o sangre de cordon o

cualquier otro tejido o grupo celular obtenido en el momento del parto,
se registraran el nombre y fecha de nacimiento de la madre, la fecha de
nacimiento del donante y su nombre si se conoce. (Anexo 5.1.4).

Ademas, se incluyen los siguientes datos:

Fecha y hora de la recogida.
Descripcion e identificacion de los tejidos y células extraidos y
de las muestras obtenidas para la evaluacion.

Identificacion del responsable del grupo de extraccion y firma
del mismo.

Tipo de recipiente de recogida incluyendo lote y caducidad.
Semanas de gestacion.

Numero de embarazos previos.

Sexo del recién nacido.

Tipo de parto.

Etnia.

Incidencias y 0 reacciones adversas.

Controles seroldgicos realizados.

4.-La obtencion de la sangre de SCU se realizard mediante

procedimiento operativo estandarizado y validado garantizando por un
lado la salud e intimidad de la madre y del nifio y por otro la viabilidad
celular de la SCU (Articulo 11).
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Para ello el BSCU elaborara este procedimiento junto con la
maternidad del hospital, donde aparezcan los siguientes puntos: material
de extraccion, momento de la recogida, los tubos de control, los
formularios a cumplimentar y la descripcion detallada de todo el proceso.
De igual forma se velara por la viabilidad celular estableciendo las
condiciones de temperatura y tiempo durante su permanencia en la
maternidad.

Siempre que sea posible se utilizardn materiales con certificacion
la Unidn Europea y se entrenard adecuadamente al staff implicado para
el manejo de dicho instrumental (Anexo V 1.3.10). En este momento
las bolsas de recogida para SCU estan todas homologadas por la CE.

En los contenedores internos de células y/o tejidos para uso
humano debe figurar una etiqueta que contenga, al menos, la siguiente
informacidn:

e (Codigo de identificacion del donante.

e Tipo de célula y/o tejido.

e En el caso de que el contenedor lo permita, en virtud de sus
dimensiones, debera figurar ademas:

Fecha y hora de la obtencidn.

Precauciones (si procede).

Aditivos utilizados (si procede).

En caso de donaciones directas debe identificarse el receptor.

En caso de donaciones autdlogas debera figurar: “Solo para uso
autdlogo” (Anexo V.1.6.1, 1.6.2).

Las unidades de SCU van etiquetadas mediante una etiqueta
llamada segun los estandares de calidad, etiqueta parcial de obtencion,
donde se incluyen los datos anteriores.

El etiquetado de la unidad de SCU y de las muestras para
controles materno y fetal se identificardn con anterioridad al proceso
de donacidn.

5.-Transporte y envio al BSCU. En el caso de que los tejidos y/o
células vayan a ser enviados a un establecimiento de tejidos para su
procesamiento, el procedimiento de obtencidn, empaquetado,
etiquetado, mantenimiento y transporte hasta dicho centro deberd
constar en un documento acordado entre la unidad de obtencion y el
establecimiento de tejidos. Articulo 11.3. Este documento de forma
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consensuada que establece el BSCU con la maternidad debe cumplir
con la normativa de trasporte vigente (ADR 2005).

Los bancos publicos de corddn existentes en Espafia cumplian
con anterioridad al RD con la nueva normativa pues, tenian
implantado un sistema de calidad, como eran las (Normas ISO
9001:2000), ademads trabajaban bajos las directrices de estandares de
calidad Netcord que se pueden encuadrar dentro de esta normativa.

6.-En cuanto a su procesamiento y control de calidad el
RD.1301/2006 ha realizado un cambio importante en las
determinaciones analiticas a la SCU con la incorporacién del Anti-
core de hepatitis B y PCR de hepatitis C (Anexo3.1.1) de obligado
cumplimiento. Ademds, se establece un nuevo concepto: la
obligatoriedad de realizar la analitica a la madre y a la SCU (Anexo
3.2.5).

Otro aspecto de control de calidad que contempla el RD es la
determinaciéon de  pruebas complementarias:  “En  algunas
circunstancias se realizaran test adicionales dependiendo de la historia
del donante o las caracteristicas de las células o tejido a utilizar
(CMV, T. cruzi, toxoplasma, malaria, Dengue, VEB, HLA, RhD)”
(Anexo03.1.4).

Se tendran que tener en cuenta las zonas endémicas de
determinados procesos infecciosos, debido a la poblacidon inmigrante,
cada vez mayor en Espafia, correspondiente sobre todo a poblaciéon
femenina en edad fértil y por lo general multipara.

En cuanto a la frecuencia de realizacion de las determinaciones
serologicas, también el RD, obliga a una segunda determinacion a los 180
dias (Anexo II1.2.5.b) o sustituirla por técnicas de ampliacién geonomica
de la muestra de donacion.

En este RD aparece en primer lugar un nuevo concepto, el de “uso
autdlogo eventual: las células y/o tejidos son obtenidos con la
finalidad de ser preservados para su aplicacidon hipotética futura en la
misma persona, sin que exista una indicaciéon médica establecida en el

momento de la obtencioén e inicio de la preservacion™ (Ballen K., et
al., 2008).
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2.4. PLAN NACIONAL DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL

La propuesta de elaborar un Plan Nacional de Sangre de Cordon
Umbilical (PNSCU) surgi6 a primeros 2006, ante la inquietud cientifica de
todos los profesionales implicados en la sangre de cordon y como respuesta
a la demanda social existente. Esta propuesta fue aprobada por la Comision
de Trasplantes del Consejo Interterritorial el 27 de febrero de 2006. Su
finalidad la de desarrollar una red de bancos con unos estdndares adecuados
de cantidad y calidad de muestras de sangre de cordon.

Los objetivos del actual Plan Nacional de sangre de cordon umbilical
se concretan en:

1. Oftrecer a la poblacion y a los profesionales la informacion adecuada de
acuerdo con los conocimientos cientificos existentes en cada momento.

2. Identificar y reconocer las diferencias organizativas existentes entre
distintas Comunidades Auténomas para que cada una de ellas se adapte
a la mas conveniente para sus necesidades dentro de un marco general
coordinado.

3. Analizar las necesidades futuras de almacenamiento de cordones tanto
desde el punto de vista cuantitativo como cualitativo.

4. Establecer el ritmo mas adecuado para su consecucion.

. Hacer un andlisis economico de lo que va a representar esta practica en

nuestro pais en los préximos anos.

6. Analizar todo el proceso de donacion, recogida, transporte, preservacion,
almacenamiento y distribucion de la sangre para que se desarrolle con
los maximos estandares de calidad y eficiencia.

93]

Este Plan Nacional de SCU contempla cuatro niveles de actuacion:

1. Informacion general: Se considera de vital importancia la
informacion clara, veraz, basada en evidencias cientificas y no sesgada
sobre la donacion de SCU vy especialmente sobre los resultados del
trasplante de SCU.

2. Donacidn: Se pretende organizar el proceso de donacion haciendo
énfasis en la informacion a los padres, los criterios de seleccion de las
donantes, el papel de las unidades de obstetricia en la obtencidén de la SCU
y los criterios para un transporte adecuado de las unidades desde las
maternidades a los bancos.
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Se realiza un énfasis especial en la donacidon dirigida, esto es, el
almacenamiento de unidades de SCU dirigidas de manera especifica a un
trasplante inmediato o futuro de un familiar afecto de determinada
enfermedad. Para ello se establece un Comité de Expertos de SCU que,
basandose en las evidencias cientificas existentes, decidiran aquellos casos
en los que exista dicha indicacion y se faciliten los tramites para que la
misma se lleve a cabo.

3. Bancos de SCU: Se apuesta decididamente por el funcionamiento
en red de los diversos bancos existentes en Espafia, formando la Red
Nacional de Bancos de SCU y se especifican los criterios que deberan
cumplir los mismos para que el procesamiento y almacenamiento de
unidades de SCU se realice bajo unas condiciones que aseguren la calidad
de las unidades almacenadas.

4. Organizacion: Se establece un sistema organizativo que permita la
coordinacidn entre los principales actores del plan nacional de SCU y entre
los diferentes niveles del plan: donacion, almacenamiento y trasplante.

Se propone la creacion de una Comision de Seguimiento del Plan
Nacional de SCU coordinada por la Organizacion Nacional de Trasplantes
y un Comité de Expertos de SCU dependiente de ésta para el seguimiento y
apoyo del plan.

Por ultimo se realiza una estimacion del numero de unidades de SCU
necesarias para que nuestro pais fuera practicamente autosuficiente y
nuestros bancos de SCU fueran competitivos a la hora de ofertar sus
unidades almacenadas fuera de nuestro pais. Se considera que 60.000
unidades seria una cantidad razonable y en sintonia con la situacidon
internacional, por lo que habria que conseguir un incremento de 30.000-
40.000 unidades sobre las 24.000 existentes en la actualidad. Se insiste en
la necesidad de que este incremento de unidades no sea indiscriminado sino
que busque la mayor variedad antigénica HLA posible. También se realiza
una estimacion economica del coste de este programa bajo diferentes
supuestos.

El PNSCU se ha aprobado en marzo de 2008 y estd implantado en el
contexto de las diferentes comunidades autonomas en mayor o menor
extension, con todo ello se pretende:

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de 23
Sangre de Cordéon Umbilical
Laura Ponce Verdugo



Introduccion e Hipdtesis de Estudio

« Oftrecer a los pacientes que lo necesiten un conjunto de unidades de
SCU con la mayor diversidad antigénica posible y con unos
estandares de calidad determinados.

o Oftrecer a las mujeres que den a luz la posibilidad de donar la SCU
en unidades obstétricas cercanas a su residencia, estableciéndose
criterios técnicos sobre la informacion y la seleccion de la donante,
la obtencion y el transporte de la SCU y la incorporacion de maés
unidades obstétricas al programa de donacion de SCU de forma que
se garantice la calidad de las unidades de SCU obtenidas, abordando
también el disefio del programa post-parto. Y todo ello con la
suficiente flexibilidad para que puedan coexistir los diferentes
modelos organizativos por los que han optado las diferentes
Comunidades Autébnomas.

« Establecer una Red Nacional de Bancos de SCU que permita evitar
duplicidades y que asegure unos estandares de calidad en todos los
bancos que formen parte de ella.

2.5. INFORMACION A LA DONANTE

La informacion deberd ser clara, facilmente comprensible y accesible
para los padres. Se podra obtener mediante folletos en las diferentes
maternidades y bancos de SCU y también en las diferentes paginas web u
otros medios de informacion.

Las preguntas mas frecuentes de las donantes son, segun el
argumentario de la ONT en su pagina Web:

,Qué es la sangre del cordon umbilical y para qué sirve?

Normalmente tras el nacimiento, el cordon umbilical y la sangre que
contiene son desechados. Sin embargo, hace unos afios, se descubri6 que la
sangre del cordon umbilical contiene “células madre”, especializadas en la
renovacion de las células sanguineas. Estas “células madre” de la sangre de
cordon umbilical pueden ser beneficiosas si se trasplantan a otros pacientes
cuya médula osea esté alterada.

(En qué tipo de enfermos esta indicado el trasplante de células de
sangre de cordon umbilical?

El trasplante de células de sangre de cordon umbilical (SCU) esta
indicado en personas que padecen enfermedades congénitas o adquiridas de
la médula 6sea, tales como las leucemias agudas o cronicas, etc. Para estos
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enfermos, lo ideal es encontrar un donante compatible entre sus familiares
mas directos, pero esto s6lo ocurre en alrededor del 30% de los casos.

. Qué ocurre con los cordones donados que no sirven para el trasplante?

En la actualidad se est4 investigando (siempre con el consentimiento
de la madre donante) con aquellas células de SCU que no son ttiles para el
trasplante y en un futuro estas investigaciones podrian tener repercusiones
en el tratamiento de otras enfermedades muy frecuentes como la diabetes,
el Parkinson u otras.

Existen bancos de sangre de cordon umbilical en Espaiia?

En Espana existen varios Bancos de SCU publicos y desde la
aprobacion del RD 1301/2006 existe la posibilidad que se autoricen bancos
de SCU para eventual uso autdlogo (es decir para uno mismo) aunque hasta
el momento no se ha autorizado ninguno.

En nuestro pais el Registro Espafiol de Donantes de Médula Osea
(REDMO) realiza las busquedas tanto de donantes de médula 6sea como de
unidades de sangre de cordén. La Organizacion Nacional de Trasplantes
coordina en colaboracion con el REDMO y con los bancos de SCU la
obtencion y distribucion de la sangre de Médula Osea de los donantes y de
las unidades de SCU de los bancos.

., Quién puede ser donante de Sangre de Cordon Umbilical?

Puede ser donante de sangre de cordon cualquier embarazada sana
con un embarazo normal.

. Como se realiza la extraccion de la sangre del cordon umbilical?

La recoleccion de la sangre del cordon se realizard en el momento
del parto. Tras el nacimiento del nifio y después de la seccidon del cordon
umbilical se realiza una simple puncion de la vena umbilical mientras que
la placenta esta todavia en el ttero.

. Como hacerse donante de Sangre de Cordon Umbilical?

Cuando una embarazada desea ser donante de sangre de cordon
umbilical, debe dirigirse a uno de los Bancos de Sangre de Cordon
existentes en Espafia o a una de las maternidades autorizadas cuyo listado
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se encuentra disponible en la pagina Web de la Organizacion Nacional de
Trasplantes www.ont.es. En cualquier caso, y ante la duda, consulte a su
ginecologo sobre este aspecto.

Previamente a la donacion se le deberd informar sobre el proceso y
firmara, en el caso de estar de acuerdo, un Consentimiento Informado.

Para la donacién de la sangre de cordon umbilical resulta
imprescindible realizar lo siguiente:

o Una historia clinica detallada a la madre acerca de las posibles
enfermedades infecciosas, hematologicas o de cualquier otro tipo que
contraindiquen el empleo de la sangre de cordon.

o Larealizaciéon a la madre en el momento del parto de una andlisis de
sangre para descartar cualquier proceso infeccioso que pudiera ser
transmisible a la sangre del corddn, en especial, los test de la
hepatitis B y C, HIV vy sifilis, entre otros.

« Un examen clinico de su bebé al nacimiento y opcionalmente
después de los 3 meses realizado por un pediatra.

Cualquier resultado patologico que resulte en los estudios realizados
con motivo de la donacion de la sangre de corddn, serd comunicado a la
madre por el médico responsable.

La sangre del cordon umbilical serd criopreservada y eventualmente
empleada para la realizacion de un trasplante a cualquier paciente anonimo
del mundo que lo precise, sin otra preferencia que los requerimientos
técnicos que asi lo aconsejen.

No se entregara ninguna compensacion econémica ni de ningin otro
tipo por la donacion de la sangre de cordon umbilical.

Tiene alguna utilidad el almacenamiento de la sangre de cordon
umbilical para uso autologo (es decir almacenarlo para el eventual uso
en el propio nifo)?

La probabilidad de que las unidades de SCU almacenadas sean
utilizadas finalmente por el nifio del que proceden es extremadamente baja.
El motivo es que la practica totalidad de las indicaciones de trasplante en la
infancia se deben a enfermedades que tienen una base genética o congénita
y, por lo tanto, pueden estar presentes en las células del cordon y que, una
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vez hecho el diagnostico, lo hacen inttil para el eventual trasplante del nifio
o de cualquier otro paciente.

Hasta el momento s6lo se han registrado en el mundo 3 casos de
trasplante de estos cordones para uso autdlogo (es decir, para el nifio del
que procede), y siempre en enfermedades adquiridas, no congénitas, frente
a los mas de 6.000 trasplantes efectuados en el mundo a otras personas. En
el caso de que uno de estos nifios de los que se ha guardado el cordon
tuviera necesidad de un trasplante por leucemia o enfermedad congénita,
tendria que recurrir a otro cordén distinto del suyo en un banco publico,
puesto que las células del cordéon almacenado por su madre serian
portadoras del mismo defecto genético responsable de su enfermedad.

Y si un especialista recomienda guardar el cordon umbilical para su
posible uso por parte de otro miembro de la familia?

En el caso de que haya indicacion médica establecida por un
especialista de guardar el cordon para algiin otro miembro de la familia con
determinada enfermedad (donacién dirigida), ésta se podra hacer en un
banco publico con las mismas garantias que cuando la donacién se hace
para terceras personas.

. Puedo sacar la sangre del cordon de mi hijo fuera de Espafia?

De acuerdo con el RD 1301/2006 usted puede sacar la sangre del
cordon umbilical (SCU) de su hijo fuera de nuestro pais siempre que lo
desee, sin embargo deben cumplirse las siguientes circunstancias:

« El centro donde nazca su hijo debe tener una autorizacion especifica
para extraer SCU.

« El banco de SCU al que usted envie la unidad de SCU de su hijo
debe estar autorizado para la actividad de almacenamiento.

« Debe existir un convenio o acuerdo entre la maternidad donde nazca
su hijo y el banco donde se almacene la SCU de su hijo.

« Ademas, y en el caso de que el banco a donde envie la SCU de su
hijo se encuentre fuera de la Union Europea, usted debe cursar una
solicitud de salida de nuestro pais de la unidad de SCU de su hijo a la
Organizacion Nacional de Trasplantes.
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2.6. CRITERIOS DE SELECCION PARA LA DONACION
VOLUNTARIA DE SCU

Se incluirdan como donantes de sangre de cordon a aquellas
embarazadas que muestren su intencion de donar de forma altruista y que
vayan a dar a luz en una maternidad autorizada.

El personal sanitario cualificado realizara la revision de la historia
médico social de las potenciales donantes. Se consideraran motivos de
exclusion:

1.-Edad materna inferior a 18 afios.
2.-Inestabilidad mental, intoxicacion por alcohol o narcoticos.
3.-Padecer o haber padecido:

» Hepatitis B: excepto las personas negativas al antigeno de
superficie de la hepatitis B (AgHBs), cuya inmunidad haya sido
demostrada.

» Hepatitis C.

» Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida o ser portador del VIH
/11

» Infeccion por Virus Linfotrépico Humano de células T (HTLV I/II)
o ser portador de anticuerpos anti-HTLV I/II.

» Babesiosis.

» Kala Azar (Leismaniosis visceral).

» Tripanosomiasis americana por Tripanosoma Cruzi (enfermedad de
Chagas): los donantes nacidos, o hijos de madres nacidas, o que han
sido transfundidos en paises donde la enfermedad es endémica,
podran ser aceptados si una prueba validada, dirigida a la deteccidon
de portadores de la enfermedad, resulta negativa.

4.-Exposicion al riesgo de contraer una infeccién transmisible por
transfusion:

4.1.-Exclusién durante seis meses (o durante cuatro meses, si la
prueba de deteccion del virus de la hepatitis C mediante tecnologia
de amplificacion genomica del acido nucleico -NAT- resulta
negativa) en caso de:
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» Endoscopia con instrumental flexible.

» Exploraciones o tratamientos que impliquen la utilizaciéon de
catéteres centrales que han permanecido colocados durante varios
dias.

» Salpicadura de sangre a mucosa o lesion con aguja.

» Transfusion de componentes sanguineos si han sido transfundidos
en Europa (excepto Reino Unido), Estados Unidos, Canadd y
Australia. Trasplante de tejidos o células de origen humano.

» Cirugia mayor.

» Tatuaje o perforaciones de piel o mucosas («piercing»).

» Acupuntura, salvo la practicada por un profesional cualificado con
agujas estériles desechables.

» Personas con riesgo debido a contacto doméstico directo o relacion
sexual con personas afectas de hepatitis.

4.2.-Consumo de drogas: Antecedente de consumo de drogas por via
intravenosa o intramuscular no prescritas, incluido tratamiento
esteroideo u hormonal para aumento de la musculacion.

4.3.-Personas que ejercen o han ejercido la prostitucion:
mantenimiento de relaciones sexuales a cambio de dinero, droga o
cualquier otra forma de retribucion.

4.4.-Conducta sexual: exclusion de personas cuya conducta supone
riesgo elevado de contraer enfermedades infecciosas graves
transmisibles a través de la sangre y componentes sanguineos. Tras
el cese de la conducta de riesgo deben ser excluidos durante 12
meses como minimo.

4.5.-Transfusiones: Exclusion de personas con antecedentes de haber
sido transfundidos en el Reino Unido o en paises donde son
endémicos: paludismo, sida, infeccion por HTLV y enfermedad de
Chagas.

4.6.-Enfermos con coagulopatias congénitas tratados con
hemoderivados de origen humano (factores de la coagulacion).

4.7.-Riesgo de transmision de enfermedades causadas por priones.
Incluye:
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» Personas con diagndstico o antecedentes familiares de Enfermedad
de Creutzfeldt-Jakob y variante de la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob.

» Receptores de hormonas derivadas de pituitaria humana (ej.
Hormona del crecimiento), receptores de duramadre, receptores de
cornea, esclera u otro tejido ocular.

» Personas con historia de demencia o enfermedades neurologicas
degenerativas de etiologia viral o desconocida.

» Personas con estancia superior a 12 meses en el Reino Unido
durante el periodo 1980-1996.

4.8.-Se excluiran durante y como minimo las dos semanas posteriores
al restablecimiento clinico completo de una enfermedad infecciosa,
salvo para las infecciones que se detallan a continuacién en las que se
aplicaran los criterios siguientes:

eBrucelosis: dos afios tras el restablecimiento completo.

eOsteomielitis: dos afios tras la curacion confirmada.

eFiebre Q: dos afos tras la curacidon confirmada.

e Sifilis: un afio tras la curacion confirmada.

e Toxoplasmosis: seis meses tras el restablecimiento clinico.

eTuberculosis: dos afios tras curacion confirmada.

eFiebre reumatica: dos afios tras la desaparicion de los sintomas, salvo
que existan pruebas de afeccidn cardiaca cronica.

eFiebre superior a 38°: dos semanas tras su desaparicion.

e Afeccion pseudogripal: dos semanas tras la desaparicion de sintomas.

ePaludismo:

o Personas que han vivido en zona paludica durante los cinco
primeros afios de vida: se excluirdn tres afos tras el regreso de
la Gltima visita a la zona endémica, siempre y cuando no
presenten sintomas. El periodo de exclusién puede reducirse a
cuatro meses si una prueba inmunoldgica o gendmica
molecular validada para el diagnéstico de paludismo resulta
negativa.

o Personas con antecedentes de paludismo: se excluiran durante
tres afios tras la interrupcion del tratamiento y en ausencia de
sintomas. Con posterioridad, estas personas podran ser
admitidas si una prueba inmunoldgica o gendémica molecular
validada para el diagnostico de paludismo resulta negativa.
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o Personas asintomaticas que han visitado zonas endémicas: se
excluiran durante seis meses tras abandonar la zona endémica,
excepto si una prueba inmunoldgica o gendmica molecular
validada para el diagnostico de paludismo resulta negativa.

o Personas con antecedentes de afeccion febril no diagnosticada
durante una visita a zona endémica o en los seis meses
posteriores: se excluirdn durante tres afios tras la desaparicion
de los sintomas. Se podra reducir a cuatro meses si una prueba
inmunologica o gendmica molecular validada para el
diagnostico de paludismo resulta negativa.

e Virus del Nilo Occidental: exclusion durante 28 dias tras abandonar
una zona en la que se detectan casos de transmisién a humanos.

eInfecciones activas significativas incontroladas en el momento de la
donacidn, incluyendo septicemia, enfermedades viricas sistémicas,
sifilis, tuberculosis activas, enfermedades micoéticas sistémicas,
malaria, lepra y enfermedad de Chagas.

5.-Céncer: Presencia o historia previa de enfermedad maligna (excepto
el carcinoma primario de cé€lulas basales de la piel, carcinoma in situ
de cérvix uterino y algunos tumores primarios del SNC que seran
debidamente evaluados).

6.-Personas sometidas a xenotrasplantes.

7.-Enfermedades de etiologia desconocida: Parkinson, esclerosis
multiple, esclerosis lateral amiotrofica, enfermedad de Crohn y
enfermedades de origen autoinmune o del tejido conectivo (lupus
sistémico eritematoso, artritis reumatoide).

8.-Vacunacion:

» Virus o bacterias atenuados: exclusion durante cuatro semanas.

» Virus bacterias o rickettsias inactivados o eliminados: no exclusion
de personas sanas.

» Toxoides: no exclusion de personas sanas.

» Vacunas contra la hepatitis A o la hepatitis B: no exclusion de
personas sanas no expuestas.

» Rabia: no exclusion de personas sanas no expuestas. Se excluira
durante un afio si la vacuna se administra tras la exposicion.

» Vacuna contra la encefalitis por garrapata: no exclusion de personas
sanas no expuestas.
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9.-Exclusion por situaciones epidemiologicas concretas. Exclusion en
consonancia con éstas.

10.-Antecedentes maternos y/o paternos de enfermedad genética
conocida.

11.-Presencia de sintomas de infeccion en el neonato.
12.-Presencia de signos clinicos de hemorragia feto-materna.
13.-Fiebre materna (>38°C).

14.-Anemia materna grave.

15.-Gestaci6n inferior a 34 semanas.

16.-Peso del neonato inferior a 2.500 g.

17.-Prueba de APGAR inferior a & con mala evolucion a los 10
minutos.

18.-Signos de aspiracion de meconio por el neonato.

19.-En caso de embarazo secundario a donacidén de ovocitos o semen,
la donacién de SCU serd excluida salvo que una historia genética de la
madre/padre biologico fuese obtenida y documentada.

20.-La administracion de antiglobulina anti-D en los ultimos 12 meses
no es motivo de exclusion, esta circunstancia debe quedar registrada
en la hoja de consentimiento. Tras el control seroldgico a los 6 meses
del parto la unidad podra ser incluida en registros.
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2.7. DONACION DIRIGIDA

En el sistema de salud publico espafiol se contempla la donacion
dirigida, como aquélla donacion de sangre de cordon umbilical de una
madre que teniendo un hijo con una patologia subsidiaria de trasplante,
reserva la de un nuevo embarazo para el nifio enfermo.

Son enfermedades que indicarian la extraccion dirigida de SCU:

A.-Enfermedades adquiridas:

[—

VVVVY

VV VN

Neoplasicas:

Leucemia linfoblastica aguda.

Leucemia mieloblastica aguda.

Leucemia mieloide cronica.

Leucemia mielomonocitica juvenil.

Linfoma no Hodgking y Enfermedad de Hodgdking.

Enfermedades no neoplasicas:
Aplasia medular.

Hemoglobinuria paroxistica nocturna.
Sindrome mielodisplasico.

B.-Enfermedades congénitas:

VVV VVVVVVVVYVYVY

Inmunodeficiencia congénita combinada.

Aplasia medular de Fanconi.

Talasemia mayor.

Drepanocitosis o enfermedad de células falciformes.
Anemia de Blackfan-Diamond.

Sindrome de Kostman.

Sindrome de Wiskott-Aldrich.

Sindrome de Schwachmann-Diamond.

Sindrome de Chediak-Higashi.

Sindrome de Di George.

Ciertas enfermedades metabodlicas de depdsito (enfermedad de
Krabbe).

Linfohistiocitosis hemofagocitica.

Osteopetrosis juvenil.

Enfermedad granulomatosa cronica.
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C.- Propuestas de incorporacion de nuevas enfermedades
(PNSCU):

Inmunodeficiencia variable comun.
Sindrome de Duncan.

Sindrome linfoproliferativo autoinmune.
Galactosemia.

Sarcoma de Edwing.

Neuroblastoma.

Urticaria pigmentosa.
Adrenoleucodistrofia.

VVVVYVYYYVYYVY

Son requisitos:

Tener un hijo afecto con alguna de las patologias anteriores.

. Estar embarazada.

3. El médico que trate al nifio enfermo tendra que solicitar la reserva al
banco correspondiente.

4. La maternidad estara autorizada para la recogida de sangre de cordén

umbilical.

N —

En el caso de peticiones no contempladas en los apartados anteriores,
queda establecida una comision de valoracion de expertos en la materia a
nivel nacional o autondmico que determinard la inclusion o no de la
recogida con esta finalidad.

2.8. INCORPORACION DE LAS UNIDADES OBSTETRICAS

La incorporacion de unidades obstétricas se basa en el interés mutuo
de colaboracion entre la maternidad y el banco de cordon. La vinculacion
se documenta mediante unos acuerdos de colaboracion firmados por la
direccion y/o gerencia de ambos centros. En los acuerdos se establecen las
obligaciones de cada parte, la vigencia, las clausulas de extincion de los
acuerdos y la jurisdiccidon que los regula.

Para incorporar una unidad obstétrica al programa de donacién de
cordon es aconsejable que se cumplan los siguientes requisitos:

e [a unidad obstétrica dispondra de permiso administrativo vigente
para atender partos de acuerdo a la normativa de la Comunidad
Autonoma correspondiente.
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e Dispondra de personal sanitario suficiente formado para las tareas de
obtencion de la sangre de cordon.

e El procedimiento de atencion al parto de la unidad obstétrica serd
compatible con el procedimiento y las técnicas de obtencion de SCU
del Banco de Cordon.

e [a unidad obstétrica dispondra de una nevera a 4°C con registro de
temperatura para el almacenaje en fresco de la unidad hasta su
transporte al Banco de Cordon.

e [a unidad obstétrica dispondrd de un lugar debidamente identificado
para el almacenamiento del material utilizado en la donacién de
sangre de cordon.

e La unidad de recogida debe poseer un sistema de registro donde
figuren las madres donantes de SCU.

e El personal de la unidad obstétrica estara especificamente formado.

2.9. FORMACION Y CAPACITACION DEL PERSONAL

La formacion del personal que realiza la extraccion estara a cargo
siempre del BSCU, mediante cursos presenciales tanto de iniciacion como
de formacion continuada con la periodicidad que se establezca. Se
impartird formacion especifica para cada uno de los apartados:

e Pre-parto: promocidn de la donacion, informacion a la donante,
criterios de inclusion y exclusion, firma del consentimiento.
Esta actividad puede desarrollarse tanto en las areas de
primaria como en las unidades obstétricas.

e Parto: obtencidn de la sangre de cordon, sangre materna y
documentos.

e Postparto: Almacenaje provisional hasta el envio al Banco de
Cordon para su procesamiento.

Todos los aspectos de formacion estaran debidamente documentados,

evaluados, registrados y posteriormente certificados por la direccion del
BSCU.

La comunicacion entre el BSCU y la maternidad, serd fluida y
continua quedando debidamente establecidas, la responsabilidades y las
personas de contacto con sus correspondientes datos de localizacidon, por
ambas partes. Es preceptiva la realizacion de una auditoria anual.

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de 35
Sangre de Cordéon Umbilical
Laura Ponce Verdugo



Introduccion e Hipdtesis de Estudio

2.10. PROGRAMA POSTPARTO

En el proceso de donacion y trasplante de sangre de cordon umbilical
existe la posibilidad de transmitir enfermedades genéticas (basicamente
enfermedades linfoproliferativas como inmunodeficiencias y
hemoglobinopatias) e infecciosas al receptor.

Con el fin de mejorar la seguridad del mismo y reducir esta
posibilidad al maximo se incluirdn medidas basadas en la historia clinica y
estudios serologicos en el momento de la donacion y opcionalmente a los
seis meses tras ella, o cuando la unidad ha sido reservada para un posible
trasplante. Entre estos controles se encuentran:

1. Revision de la historia médica realizada previamente a la donacion.

2. Valoracion del estado serologico de la madre en el periodo comprendido
entre el momento de la donacidn y los primeros siete dias transcurridos tras
la misma, incluyendo pruebas de los siguientes agentes infecciosos:

VIH: Anticuerpos Anti HIV 1y 2 y PCR.

Hepatitis B: AgHBs y Anti HBc.

Hepatitis C: anticuerpos AntiHVC y PCR.

CMV.

Sifilis.

Segun las caracteristicas epidemiologicas de la madre, se
realizaran aquellas pruebas necesarias para detectar portadores

de otros agentes infecciosos (HTLV I y II, Toxoplasma,
Malaria, Dengue, VEB....).

3. Control serologico de la madre transcurridos 6 meses de la donacion o en
situacion de reserva de la unidad.

4. Revision médica del recién nacido en los primeros dias tras el parto y
opcionalmente a los seis meses o estando la unidad en situacién de reserva
donde se intentard descartar la presencia de enfermedades genéticas
precoces susceptibles de transmision, siendo las mds importantes las
hemoglobinopatias. Deberd incluir un formulario donde se valore el
desarrollo del recién nacido registrando cualquier patologia que haya
presentado en esos primeros meses de vida.
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Todos aquellos resultados que conlleven un riesgo para el desarrollo
del recién nacido asi como afecten a la madre, deberan ser comunicados
por el Banco de Cordon a la madre y al facultativo encargado de su manejo
con la mayor brevedad de tiempo posible. Es recomendable que el Banco
informe a la madre donante del destino final de la unidad, pues en un
porcentaje alto las unidades no cumplen el minimo de células necesario
para realizar un trasplante, creando falsas esperanzas en la madre que ha
confiado su donacion.

2.11. ASPECTOS ETICOS

Los BSCUs para trasplante alogénico no emparentado deben ser
justos y equitativos respecto a la promocién de la donacion, a la colectay a
la distribucion de las unidades, sin que influyan factores como la raza o el
nivel social, ya que es una de las metas de los BSCUs, incluir donaciones
de minorias étnicas para la disponibilidad futura de la demanda que se cree
por parte de estos grupos. El criterio clinico es el inico que debe prevalecer
a la hora de la salida de una unidad de SCU para ser trasplantada
(Sugarman J., et al., 1997).

En nuestro pais, es requisito imprescindible antes de la donacion que
la donante consienta de forma escrita tal acto. La donacion de SCU
requiere una informacidén a la madre correcta y sencilla, preferentemente
antes del momento siempre angustioso del parto. Normalmente esta
informacion la realiza el personal encargado de impartir los cursos de
educacion maternal, de tal forma que la madre cuando llega el momento del
parto sabe lo que es la donacion de SCU y dispone de su impreso
cumplimentado y firmado. Esta informacion debe hacer referencia a todos
los aspectos del proceso, a su caracter altruista, a todas las pruebas que se
han de realizar a la madre y a la SCU, para el escrutinio de enfermedades
transmisibles y a la informaciéon y confidencialidad de los resultados,
contemplando las cuestiones relativas a la informacion no deseada, asi
como la renuncia a cualquier derecho sobre la donacion (Sugarman J., et al.,
1997).

Siguiendo los principios éticos debe prevalecer la ausencia de riesgo
para el nifio y para la madre. Uno de los problemas planteados es el
momento de pinzar el cordon. Un pinzamiento precoz (15-30 segundos) no
desencadena efectos secundarios (Brossard Y., et al., 1990). De forma
global el proceso de la donacion de SCU, debe incluirse como parte del
procedimiento obstétrico habitual.
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Las pruebas de escrutinio de enfermedades transmisibles no estdn
unificadas a nivel internacional y depende de la casuistica de determinado
agente infeccioso en un pais concreto. Es por ello muy recomendable el
establecimiento de una seroteca materna y fetal, con objeto de
complementar en su dia las pruebas de obligado cumplimiento del pais
trasplantador.

Es de vital importancia guardar el anonimato entre donante y
receptor, para salvaguardar al donante en el sentido de no verse presionado
por una nueva donacidn por el receptor (Rubinstein P., et al., 1994,1996).
El seguimiento de la donacidon, con un control posterior al parto,
garantizaria la calidad de la unidad asi como descartaria periodo ventana de
enfermedades transmisibles, como anomalias congénitas no detectables en
el momento del parto. Este control, si bien es recomendable en algunos
paises (Apperley JF., 1994), no es obligatorio, pues la respuesta al mismo
es deficiente y supondria dar de baja un nimero elevado de unidades. Una
solucion adoptada en el BSCU de Madlaga es citar a las madres de las
unidades de cordon que entran en estado de reserva por un posible
trasplante, si no se ha hecho el control postparto habitual establecido para
ese banco en seis meses.

Una ultima cuestion ético-legal es la relativa a los derechos de
patente sobre el uso de la SCU. De acuerdo con la normativa del
Parlamento Europeo no se considera que existan derechos de patente sobre
la SCU ya que no es un proceso industrial.

2.12. CARACTERISTICAS DE LOS BANCOS DE SANGRE DE
CORDON UMBILICAL (BSCUs)

Es objetivo de los BSCUs, servir a los centros trasplantadores,
ayudando y colaborando en la eleccion de la mejor unidad disponible,
suministrando unidades de calidad y mejorando la tecnologia del trasplante
mediante técnicas de expansion ex vivo. Por otro lado los BSCUs deben ser
unidades dindmicas en continuo movimiento, esto se consigue con un
numero elevado de peticiones, mejorando la probabilidad de suministro de
unidades. Hay que llegar a un equilibrio entre coste y beneficio. El costo es
lo que muchas veces va a condicionar la dimension de un Banco de Cordon
y su supervivencia.
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Mejorando la calidad al maximo de las unidades: celularidad, alta
resolucion HLA, viabilidad y agil sistema de gestion administrativa, se
entraria en una competencia que favorece el numero de unidades
trasplantadas, los beneficios de las mismas revertidos en el propio banco,
aumentaran el nivel de calidad con la implantacion de nuevas tecnologias y
podrda financiar temas de investigacion que hardn en definitiva Ia
permanencia de la vigencia de un BSCU.

El perfil de un BSCU para ser operativo tendria las caracteristicas
siguientes (Garcia J., 2001):

Unidades validadas entre 8.000-10.000.

2.500 partos/ano.

1.400 unidades procesadas al afio.

Media de células nucleadas totales de >12 x 10
Tipaje de alta resolucion DRB1.

Realizar mas de un trasplante al mes.

Gozar de una estructura administrativa.

Una vez conseguidos estos niveles un BSCU se plantea otros
objetivos como son el desarrollo de nuevas estrategias: Creacion de
factorias celulares de células hematopoyéticas, células inmunocompetentes,
mesenquimales.

La utilizacién de técnicas de terapia génica y la linea de cultivo
celular con la finalidad de crear tejidos, dando paso a la medicina
regenerativa.

Los requisitos que deben gozar los BSCUs deben seguir fielmente
los Estandares Internacionales para la colecta, procesamiento,
almacenamiento, seleccion y distribucion de unidades de SCU. Estos
estandares en Netcord (Fundacion internacional de BSCU para la calidad y
disponibilidad de la SCU), fueron elaborados en su primera edicién en
septiembre 2000.

2.12.1. Requisitos generales

La unidad de procesamiento de sangre de cordon umbilical (SCU)
estard bajo la direccion de un médico especialista en Hematologia y
Hemoterapia con experiencia de un minimo de 2 afios en criopreservacion.
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Para solicitar la acreditacion, tiene que haber realizado o supervisado
como minimo 1.000 procesamientos validados.

Dispondra de un Manual de Calidad en el que se describira el sistema
de calidad de la unidad y como ponerlo en practica: los objetivos del
servicio, organigrama, recursos humanos, materiales disponibles y
actividad a desarrollar.

El banco de SCU utilizara un espacio adecuado para los
procedimientos pretendidos. Los locales cumpliran las condiciones de
limpieza, confortabilidad y seguridad necesarias.

El banco de SCU dispondra de un numero idoéneo de personal
formado para la realizacion de los procesos. Se definird la formacion y la
experiencia necesaria para el puesto de trabajo, la duracion del periodo de
formacion y la evaluacion de la capacitacion.

Habra un Programa de Formacion de Personal, para el que se inicia y
de formacion continuada, para poder garantizar el conocimiento y
adiestramiento del personal en sus tareas.

Existira un Manual de Equipamiento, donde estén registrados todos
los equipos y aparatos, localizacion, estado actual y reparaciones realizadas.
Los frigorificos y congeladores que se utilicen para el almacenaje de
muestras, componentes de células progenitoras hematopoyéticas, tejidos
humanos o reactivos, no se utilizaran para ningun otro proposito.

Dispondra de un Manual de Bioseguridad en el que se desarrollaran
las medidas de proteccion necesarias para minimizar los riesgos del
personal. La manipulacion y desecho de material sanguineo se realizara
bajo estrictas condiciones de seguridad.

Se usara un Manual de Procedimientos en el que se incluyen todos
los aspectos del proceso y unas instrucciones en las que se describen de
manera detallada todas las pruebas o técnicas que se realizan y que
permiten a todo el personal realizar el trabajo. Dispondra de un sistema de
calidad.

A nivel espafiol desde los primeros comienzos de los BSCU se
publico un documento de primeras directrices sobre SCU (1997). Este
documento ha servido de guia a todos los BSCU, hasta la publicacion de
los estandares internacionales Netcord. En este momento las directrices de
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los bancos espaiioles asi como de las maternidades adscritas a los mismos
estan bajo las normas del Plan Nacional de Cordon Umbilical de marzo de
2008.

Existe una acreditacion de los bancos de cordon espaiioles
denominada Comité Conjunto de Acreditacion (CCA), en la que se integran
la Sociedad Espafiola de Transfusion Sanguinea y Terapia Celular (CAT),
la Organizacion Nacional de Trasplante (ONT) y Joint Accreditation
Committe ISCT-EBMT (JACIE).

2.12.2 Recursos Humanos y Técnicos de un BSCU (Basado en los
Estandares Internacionales de Calidad. NETCORD)

El BSCU es el encargado de la colecta, procesamiento,
almacenamiento y testaje de células hematopoyéticas para trasplante. Debe
tener una estructura administrativa, un director y personal cualificado para
cumplir sus funciones. El BSCU debe estar autorizado para su
funcionamiento segln la legislacion propia de cada pais.

A.-Instalaciones

El BSCU debe de disponer de local lo suficientemente amplio, que
asegure la limpieza y la higiene de las operaciones, con zonas donde se
almacenen de forma ordenada los archivos, reactivos y todo el material
relacionado con la SCU. Dispondra de zona recepcion, campanas de flujo
laminar, congeladores programables, tanques en fase gas y liquida de N,,
neveras 4°C.

El BSCU debe contar con un laboratorio para los estudios de
compatibilidad HLA. Este laboratorio debe estar acreditado por la EFI
(Sociedad Europea de Inmunologia). Debe contar con un laboratorio que
realice todos los test necesarios para evaluar la unidad de SCU y de la
madre.

B.-Requisitos de Seguridad

El BSCU debe trabajar con programas destinados a minimizar los
riesgos de contagio de los trabajadores, donantes voluntarios y pacientes.

Debe tener protocolizados los procedimientos para el control de
infecciones biosanitarias, quimicas, radioactivas, siendo el responsable de
los accidentes de trabajo que se produjeran como de la eliminacion de los
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residuos. Deben existir protocolos de actuacion en caso de enfermedades
transmisibles o peligros sobre productos quimicos, bioldgicos o
radiologicos. Deben establecerse las normas de eliminacién de tejido
humano minimizando el peligro de contagio humano y medioambiental.

C.-Personal

Existird un organigrama de todo el personal que compone el BSCU.

Tendré la figura de un Director como maximo responsable, con el
grado de doctor en medicina. Debe participar regularmente en cursos de
formacion.

Debera haber un Director Médico, licenciado en medicina,
responsable de la parte medica de los procesos de recoleccion y del
cumplimiento de los estandares de procesamiento, almacenamiento y
distribucion.

Debe haber también un director de laboratorio, es el encargado de
todos los procedimientos y mecanismos de ejecucion de la colecta
procesamiento almacenamiento y trasplante. Si estd acreditado para ello,
puede ejercer también de director médico. Dispondrd de un supervisor,
encargado de establecer las revisiones de los equipos, debe realizar los
planes de mantenimiento y comprobar su cumplimiento.

El BSCU contard con un equipo de personas cualificadas y en
continuo reciclaje que realice todos los procedimientos estandares de forma
adecuada.

D.-Colecta
D.1.-Evaluacion de la donante.

Se basan en proteger al receptor de enfermedades transmisibles asi
como salvaguardar de riesgos tanto a la madre como al recién nacido,
manteniendo el anonimato y confidencialidad de la madre. El
descubrimiento de cualquier anomalia infecciosa serd comunicado a la
madre o a su médico por escrito. Deben existir criterios escritos de las
caracteristicas de la donante de SCU. Se documentard la historia materna
de antecedentes transmisibles, asi como la evolucion del embarazo y la
historia paterna. Debe haber un registro de datos obstétricos donde se
incluyen: sexo, edad gestacional. Si fuera posible otros resultados de su
examen clinico y cualquier diagndstico previo a descartar. Se realizard un
test en muestra materna, para descartar agentes transmisibles infecciosos en
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el recién nacido, en el momento del nacimiento o hasta 7 dias después de la
colecta de SCU.

Los test deben incluir: anti VIH 1+2, HBsAg, Anti HBc, anti VHC,
NAT VIH+VHC, un test de sifilis, y ademas los que las leyes
gubernamentales de cada pais exijan. Se debe incluir CMV.

La SCU no serd aceptada en trasplantes no emparentados, si existe
una historia con antecedentes de alteraciones genéticas.

D.2.-Consentimiento informado

Deberéa obtenerse de la madre bioldgica antes o dentro de los siete
dias después del alumbramiento del recién nacido. El consentimiento
informado debera obtenerse antes de la recoleccion de sangre de cordon en
aquellos casos, en que la sangre se recolecta con la placenta dentro del
utero. En caso de madre de alquiler el consentimiento se pedira tanto a la
madre bioldgica como a la de alquiler. Nunca se pedira el consentimiento
informado cuando la madre esté dando a luz.

Los aspectos formales de la participacion de la madre en la donacion
se realizardn en el idioma que la donante domine y abarcaran: el objetivo
general, los posibles riesgos, beneficios, alternativas de la donacidon asi
como las implicaciones médicas y éticas, ademds el derecho de la madre a
rechazar la donacion. En el consentimiento se deben indicar los siguientes
conceptos:

e Especificar la intencion de la donacién para la realizaciéon de un
trasplante.

e Si la colecta se destina a trasplante alogénico no emparentado, la
unidad de corddn se dispone para otro individuo y no necesariamente
para la donante y su familia en el futuro.

e Si la unidad se destina para trasplante alogénico emparentado, la
unidad s6lo tendra esta finalidad.

e Revision del registro médico de la madre y del recién nacido.

e Procedimiento de recoleccion. Se contemplan los siguientes puntos
dentro del consentimiento informado:

o Recoleccion de muestras maternas para la determinacion de
enfermedades infecciosas.

o Mantenimiento de todas las personas implicadas para la
notificacion de cualquier resultado seroldgico positivo.
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o La posibilidad de utilizar la unidad para otros fines:
investigacion, validacion, control de calidad.

o La posibilidad de desechar la unidad si no tiene criterios de
calidad establecidos por el BSCU.

D.3.-Instalaciones y personal

La instalacion donde se realice la colecta sera higiénica, espaciosa y
bien alumbrada. El Director Médico de la misma es el responsable de la
colecta y de las actividades médicas.

La donacion con la placenta dentro del utero se haran por un médico,
matrona o enfermera cualificada en este tipo de operaciones. Debe existir
un numero adecuado de personal adiestrado en esta operacion.

Habrd una zona especifica para el almacenamiento de todo el
material necesario para la colecta. La colecta se realizard en un lugar
adecuado y amplio.

Existira un lugar designado para el almacenamiento temporal de la
unidad, hasta su envio al BSCU.

Existird una unidad médica de reanimacidn para la madre y el recién
nacido en caso de asistencia.

D. 4.-Procedimiento

Los procedimientos de colecta de SCU protegeran tanto a la madre
como al nifio. No se modificara el procedimiento de rutina de
alumbramiento, con objeto de aumentar el volumen de recogida.

En caso de embarazo multiple, se acabara con el periodo expulsivo
de cada uno de los bebés, antes de proceder a la extraccion de SCU.

La colecta dentro del utero se realizara so6lo en partos sin
complicaciones. Las unidades recogidas dentro del utero seran siempre de
bebés cuya gestacion minima haya sido de 34 semanas. La colecta de
sangre se efectuard de acuerdo a un procedimiento escrito. Los métodos
seran asépticos y validados. La bolsa de recogida debe estar aprobada, para
tal finalidad, ademas estara sellada para evitar pérdidas o contaminacion
bacteriana. Todos los materiales y reactivos relacionados con la SCU deben
estar estériles. Los reactivos empleados seran registrados con el nimero de
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lote y fecha de caducidad. Debe existir un tnico identificador que garantice
la trazabilidad entre todos los componentes de la donacion.

D.5.-Identificacion al final de la colecta

La unidad de sangre, una vez terminada su recoleccidn, figurard con
la siguiente informacion:

» Codigo numérico o alfanumérico.

» Término sangre de cordon en lugar visible.

» ldentificacion de la maternidad asi como de la donante.
» Fecha y hora de colecta.

» Nombre y volumen de anticoagulante.

» Volumen aproximado de la colecta.

» En caso de donacion dirigida constara de forma evidente.
» Identificacion del BSCU

Habra un registro de unidades en la maternidad donde se realiza la
colecta. Registro de reacciones adversas de la donacion de SCU.

D.6.-Transporte desde la colecta al laboratorio de procesamiento

Los métodos de transporte respetaran la integridad de la unidad asi
como la de los individuos que realizan el mismo. La unidad principal ira
siempre protegida de una segunda bolsa. El contenedor de transporte estara
disefiado para minimizar los cambios de temperatura (segin legislacion
vigente ADR 2005, Art 11.3). El transporte sera validado.

E. Procesamiento de las unidades

Antes del procesamiento de cualquier unidad debe existir un
convenio de acuerdo escrito entre la maternidad y el BSCU. En caso de
cordones dirigidos, el médico debe solicitar el procesamiento de la unidad
y a ser posible el nombre del paciente que va destinado. El procesamiento
de las unidades se realizara segin procedimientos escritos validados.

Se procesaran y congelaran las unidades dentro de las 48 horas
siguientes a la colecta. Existirda un procedimiento validado para la
reduccion de volumen.
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E.1.-Criopreservacion

Las unidades de SCU se criopreservaran usando procedimientos de
congelacion validados y controlados. Se almacenaran en bolsas de
congelacion aprobadas para la criopreservacion de células humanas
situadas en contenedores metalicos, que las protegeran durante la
congelacion, almacenamiento y transporte.

Cada bolsa de congelacion y su contenedor metélico serd sometida a
una inspeccion visual, para detectar posibles roturas y alteraciones en el
sellado. Sera registrado este control.

Los protocolos establecidos de criopreservacion deben incluir:

El crioprotector y su concentracion final.

La concentracion total de células nucleadas.

El método de congelacion y la temperatura final del enfriado.

El registro de las curvas de enfriamiento se archivaran una por cada
unidad criopreservada.

Temperatura de almacenamiento.

El transporte desde el final del proceso de criopreservacion y el
almacenamiento sera minimo en el tiempo.

VV VYVVY

E.2.-Almacenamiento

Las unidades de cordon se mantendran cuarentenadas hasta la
obtencion de los resultados serologicos. Los registros mantendran la fecha
de la salida de las unidades de cuarentena. Debe existir un procedimiento
para el transporte y un lugar alternativo de almacenamiento en caso de
catastrofe.

E.2.1.-Seguridad

El equipo de almacenamiento deberd ubicarse en zona segura y con
cerradura, que sera usada cuando esta zona no esté transitada. Deberd
contar el sistema de almacenamiento con un control de inventario. Dicho
sistema podra localizar cualquier unidad disponible y sus muestras de
referencia. En caso de tanques de N, liquido se utilizaran las medidas
oportunas para minimizar la intercontaminacion microbiana.
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E.2.2.-Temperatura

Las unidades no estaran almacenadas por encima de -150°C y dentro
de una escala de temperatura adecuada, en funcion de los crioprotectores tal
y como se establece en los procedimientos operativos estandares. Se
minimizaran las fluctuaciones de temperatura.

E.2.3.-Monitorizacion

Los congeladores de almacenamiento deben poseer un sistema de
monitorizacion de temperatura continua y registrar la temperatura al menos
cada 4 horas. En casos de unidades completamente sumergidas en N, no es
necesario monitorizacion continua de temperatura. Los congeladores de
Nitrogeno liquido deben contar con un mecanismo que asegure los niveles
establecidos.

E.2.4.-Sistemas de alarma

Los equipos de almacenamiento contaran con sistemas de alarma
activados continuamente. Las alarmas tendran sistemas visibles y

perceptibles. El sistema de alarma era capaz de contactar con el personal
las 24 horas del dia.

El procedimiento operativo estandar para avisar al personal
encargado deberd situarse en cada uno de los dispositivos de alarma
periférico, asi como en las zonas cercanas al equipo de almacenamiento.
Los pardmetros de alarma contaran con un margen de seguridad para poder
rescatar las unidades de sangre. Los sistemas de alarmas tendrdn una
comprobacion periodica, asi como su registro.

F.-Residuos

Deberan existir normas escritas para deshacerse de unidades de
sangre descartadas. Los registros de unidades descartadas mostraran un
unico identificador asi como la razén, fecha y método de descarte.

Las unidades alogénicas emparentadas o autologas dirigidas, debera
existir una documentacion escrita sobre la muerte del paciente y la no
necesidad de la permanencia de la unidad. Si la donante vive, se debera
obtener consentimiento informado de la madre biologica para su desecho.
El Director del banco en acuerdo con el médico trasplantador, debera
aprobar el deshecho de la unidad.
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2.12.3-Control de Calidad (C.C.) de SCU

Los procedimientos de C.C. deben incluir:

>

Y WV VVYVY

Establecimientos de ensayos estandar y controles cientificos para
evaluar la unidad de sangre.

La prevision adecuada a fin de monitorizar la seguridad precision, y
operatividad de los instrumentos y procedimientos de tipificacion de
laboratorio.

Identificacion y manipulacion adecuada de todas las unidades.
Tipificacion de las unidades de cordon.

Contaje total al final del proceso de la celularidad de nucleadas
totales. Se debe incluir el contaje de eritroblastos.

El numero total de células CD34+y /o el numero total de células de
colonias hematopoyéticas del producto final del procesamiento.
Cultivos microbianos al final del procesamiento mediante técnica
permisible para el crecimiento de bacterias aerobias, anaerobias,
hongos.

> Los resultados de los test microbioldgicos positivos, excluiran la

>
>
>

unidad para uso alogénico.

Controles seroldgicos maternos y fetales.

Grupo ABO y Rh.

Tipo de antigenos leucocitario humanos (HLA) para su uso en
unidades alogénicas emparentadas y no emparentadas:

o Se debera realizar HLA, A, B DRBI.

o Se deberia realizar HLA-C, DQA y DQB.

o La tipificacion HLA tipo I se podra realizar mediante métodos
serologicos. Los resultados ambiguos deberan confirmarse por
técnica de ADN. La tipificacion de HLA tipo II debera
realizarse con técnicas de ADN.

o Controles serologicos maternos y fetales.

» Una unidad antes de salir para trasplante ademas de los criterios

anteriores tendra determinado:

Viabilidad celular.

Cultivo de colonias hematopoyéticas.

Deteccion de hemoglobinopatias.

HTLV I-II.

Confirmacion de tipaje HLA en vial o tubular adjunto.

O O O O O
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2.12.4-Seleccion y distribucion de unidades

Requisitos generales de las unidades de sangre alogénicas no
emparentadas:

El BSCU dispondra de normas y procedimientos para la seleccion,
distribucion y transporte de las unidades a las instalaciones de trasplante. El
BSCU dispondra de registro de cada una de las solicitudes, tendra un
registro de busqueda y operaciones correspondientes. Si se utiliza una
entidad externa para funciones de busquedas, el BSCU tendra un sistema
informatico que cumpla los requisitos de dicha unidad. Tanto para la
ejecucion de la busqueda del donante receptor como para obtener las
informaciones banco de sangre debera usar procedimientos validados y por
tiempo ilimitado. Debera haber un sistema para documentar los requisitos
de las unidades, muestras de referencia, resultados de los test, asi como el
transporte de las unidades y muestras entre instalaciones. Existird una
interconexion entre bancos para facilitar la identificacion de la unidad
optima de sangre para el receptor. La unidad debe ser recibida por el
equipo trasplantador antes de que comience el acondicionamiento. Son
requisitos generales de las unidades alogénicas emparentadas y autdlogas.
Se regiran con los mismos principios que las alogénicas no emparentadas.

-Seleccion de las unidades de sangre de cordon para trasplante

Una vez que la unidad de sangre es seleccionada para un posible
receptor, una muestra de la unidad, a ser posible de fragmento contiguo
sera analizada para verificacion de HLA y viabilidad celular. Las muestras
de ADN o material para su extraccion serd suministrado por el banco al
equipo de trasplante para confirmar el tipo de HLA, al menos que estos
datos hayan sido previamente documentados y obtenidos. Una copia de los
resultados de los test de confirmacion se archivaran en el banco, con objeto
de si la unidad no ha sido trasplantada facilitar la documentacion a otro
centro trasplantador.

Antes de distribuir la unidad el BSCU ofrecera la siguiente
informacion al centro trasplantador:

v Contaje total de células nucleadas.
v HLATyIL
v Numero de células CD34+.

v Contaje de colonias hematopoyéticas.
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v’ Test microbiologicos.

v' Test de enfermedades transmisibles.

v' Riesgo de transmision de infeccion o enfermedad genética
revelado por el médico de la donante.

Antes de distribuir la unidad el BSCU comprobara el tipaje HLA del
receptor, excepto que haya sido realizado por otro laboratorio acreditado.
El Director del BSCU revisarad todo el proceso de la unidad antes de su
distribucion. Si existe alguna alteracion el Director del BSCU, informaré de
las mismas y documentara las razones de la autorizacion de la distribucion
de la unidad. Las unidades no conformes estimadas con riesgo de
transmision, pero que por razones documentadas se vayan a distribuir,
llevaran la etiqueta de bioriesgo.

La unidad distribuida debe llevar el protocolo de descongelacién de
la misma.

-Etiquetado final
Una unidad de SCU para distribuir ir4 con los siguientes datos:

e (Codigo tinico de identificacion.

e Denominacion del producto.

e Nombre del banco. Si por problemas de espacio no entra, se usara
otra etiqueta con el resto de informacion:

Tipo de procesamiento.

Fenotipo HLA y técnicas usadas para tipaje.
Numero de células nucleadas.

Grupo ABO/Rh.

Tipo de procesamiento.

Caracteristicas y nimero de bolsas empleadas.
Reactivos y aditivos utilizados en el proceso.
Células CD34+.

Viabilidad.

Tests de enfermedades transmisibles.

Test de hemoglobinopatias.

Cualquier desviacion del mecanismo estandar.
Estado de salud del donante de la unidad.
Algln incidente en el proceso.

Antecedentes familiares de interés.

NS NN N O N N N N N N N N NN
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En una etiqueta atada acompanando a la unidad figurara:

v" Nombre del receptor con codificacion alfa-numérica.
v' La no utilizacion de filtros desleucocitadores.

v" No pasar por Rx.

v" Uso exclusivo para el receptor indicado.

2.12.5. Transporte de unidad.

Los procedimientos para el transporte de las unidades de SCU dentro
del BSCU deben ir destinados a proteger la integridad de la unidad, asi
como la salud y seguridad del personal del banco. El tiempo de transporte
de unidades debe ser el minimo posible. Deben existir programas de envio
alternativo en caso de emergencia.

Las unidades criopreservadas a temperaturas por debajo de —150°C
deben transportarse en contenedor de N, absorbido, validado para mantener
su temperatura al menos 48 horas después del tiempo previsto de llegada.
El exterior del recipiente ird con la adecuada etiqueta. El envoltorio seco ira
con un monitor de temperatura que controle el proceso durante todo el
recorrido. El material para monitorizar la temperatura llevara un indicador
que demuestre que la temperatura no ha subido.

El contenedor de envio llevara las siguientes etiquetas:

v’ Sangre de cordon para trasplante.

v" No puede pasar control de Rx.

v" Identificacion y teléfono del banco emisor.
v' Identificacion y teléfono centro receptor.
v' Fecha y hora de salida.

v" Peso del contenedor.

v’ Cébdigos de la unidad y del receptor.

La llegada de la unidad verifica la temperatura e informa al BSCU.

Una vez que una unidad ha salido del BSCU, no puede volver al inventario
del BSCU.
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Deben existir registros de transporte donde se constate:

v" El seguimiento de la unidad.

v’ La instalacion responsable del envio, fecha, hora de envio y
recepcion de unidades.

v" Identificacion de la empresa de transporte.

En el albardn de salida figurara el numero de identificacion de la
unidad. Los registros del transporte se mantendran indefinidamente.

2.12.6. Resultados clinicos

El BSCU debe saber los resultados clinicos del trasplante. Dentro de estos
datos se debe incluir:

v" El tiempo de prendimiento de los neutréfilos.

v' El indice de supervivencia.

v" Discordancias entre los datos ofertados por el BSCU y el centro
trasplantador.

v" Debe tener constancia de los controles de descongelacion.

v" Debe recoger los datos de las reacciones adversas.

v" Debe aportar los resultados a registros internacionales.

2.13. RED DE COMUNICACION EXTERIOR

Los BSCUs no pueden ser entes aislados circunscritos en una
determinada zona. Tienen que tener una proyeccion externa que
proporcione disponibilidad inmediata a los enfermos que lo precisen.
Actualmente en este pais esta funcion se realiza por medio de la Fundacion
Carreras y fundacion para la calidad de SCU Netcord.

2.13.1. FUNDACION INTERNACIONAL JOSE CARRERAS

La fundacién internacional José Carreras para la lucha contra la
leucemia fue fundada el 14 julio de 1988 por iniciativa del tenor José
Carreras, tiene en Espafia su sede en Barcelona y fuera del pais en Estados
Unidos, Suiza y Alemania.
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Esta entidad tiene como objetivos los siguientes puntos:

eDesarrollo de investigacion clinica.

ePromocion del trasplante de médula dsea estimulando la donacion de
médula 6sea y sangre de cordon umbilical, buscando donantes
compatibles para enfermos pendientes de trasplantes. Las
busquedas de donantes compatibles se realizan tanto en pacientes
espafioles como extranjeros dentro del programa internacional
“Bone Marrow Donors World-wide”.

eFortalecer la investigacion y la infraestructura clinica.

eProvision de servicios sociales para los pacientes y las familias.

La Fundacion Internacional José Carreras puso en marcha el Registro
de Donantes de Médula Osea (REDMO) para colaborar con los Registros
extranjeros en la extension de los trasplantes de médula oOsea.
Posteriormente desde la creacion de los BSCU, incorpora los datos técnicos
de las unidades validadas en cada uno de los BSCU, creandose asi el
registro de unidades de SCU.

Los principales objetivos del REDMO son:

e a captacion de donantes de todo el &mbito espafiol.

el a busqueda de donantes compatibles para enfermos en condiciones
de recibir el trasplante y la obtencion de la médula o SCU
apropiada.

eMantener un servicio de informacion sobre el trasplante de médula
Osea, sangre de cordon umbilical y sangre periférica.

eGestiona la busqueda de donantes espafioles para otros paises.

El REDMO, como todos los registros nacionales de donantes de
médula 6sea, lleva acabo la busqueda de médula 6sea procedente de
donantes voluntarios o unidades de SCU para enfermos que no disponen de
donantes emparentados. Realiza su gestion como miembro de la World
Marrow Donor Association relacionandose con el registro internacional de
donantes Bone Marrow Donors World-wide. REDMO se comunica con los
registros existentes en Europa y con los Registros de Estados Unidos,
Canadé y Australia.
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En su solicitud de busqueda figurara:

eHistocompatibilidad completa del enfermo, padres y hermanos.

eDiagndstico y fase de la enfermedad.

eFirma del médico responsable.

e Compromiso del centro que pretende realizar el trasplante.

eConsulta en el listado internacional de donantes.

eContacto con los registros nacionales que corresponden a esos
donantes para conocer la disponibilidad de las gestiones de
busqueda.

eEl REDMO solicita confirmacién y ampliacion del tipaje de los
donantes disponibles en el lugar de residencia del donante, en caso
de SCU en el propio banco.

eFinalmente en caso de MO se realizan pruebas cruzadas entre el
donante y el receptor.

Las ventajas que ofrecen los registros de SCU sobre la MO son las
siguientes:

v’ Rapida localizacion.

v" Estudios de compatibilidad mas avanzados.

v" Unidad inmediatamente disponible.

v Disminucion significativa del tiempo de busqueda.

2.13.2. FUNDACION NETCORD

La estructura de Netcord se desarrollo experimentalmente en 1996
entre los BSCUs de Dusseldorf, Milan y Barcelona con el fin de desarrollar
sistema de calidad comin que homogeneizara las unidades de SCU
criopreservadas y analizar la viabilidad de un sistema de comunicacién
informatica entre los tres bancos que pudiera facilitar la busqueda de
unidades compatibles y evitar duplicidades.

Al final del primer afio de experiencia se observo que esta estructura
habia agilizado los procedimientos de busqueda y habia disminuido las
duplicidades de busqueda en un 30% (Prat 1., et al., 1998), (Prat L., 1997).
En mayo de 1998 se fundé como organizacion, con la integracion de los
principales bancos existentes en el mundo bajo la presidencia de Girolamo
Sirchia.
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Actualmente Netcord es una fundacidbn que esta sujeta a la
legislacion neerlandesa. El domicilio de la fundacién se encuentra en
Leiden (Paises Bajos). La fundacién Netcord posee sucursales en otros
paises.

El presidente de la fundacion E. BAUDOUX que pertenece al
Laboratoire de Thérapie cellulaire et genique y como Miembro Honorio se
encuentra el tenor espafiol José Carreras.

Los miembros de los Bancos que pertenecen a Netcord son: C. Areal
(Santiago.de Compostela), A. al Asad (Dubai), S. Asano (Tokyo), Y.
Beguin (Liége), M. Boogaerts (Leuven), A. Fasth (Gothenburg), W. Fibbe
(Leiden), J. Garcia (Barcelona), E. Gluckman (EUROCORD Paris), R.
Kekomiki (Helsinki), H. Kliiter (Mannheim), H. Knabe (Gauting), G.
Kogler (Disseldorf), J. Kurtzberg (Durham), A. Nagler (Tel Hasomer), C.
Navarrete (London), A. Platz (Dresden), M. Polonska (Bratislava), 1. Prat
(Malaga), P. Rebulla (Milano), V. Rocha (EUROCORD Paris), E. Shpall
(Houston), C. Stavropoulos-Giokas (Athens), C. Stevens (New York).

El objetivo de Netcord es aprovechar las sinergias entre los bancos y
crear un registro de unidades de SCU que estén disponibles para los
hospitales que las soliciten para trasplante.

La calidad de las unidades almacenadas ha sido siempre su primera
prioridad y por eso ha establecido unos estdndares de calidad que todos sus
miembros han de seguir.

Recientemente Netcord almacena en sus BSCUs mas de 200.000
muestras de SCU, de los que se han utilizado para trasplante 8.395 (3.586
en nifios y 3.665 en adultos).

Destacar el Banco SCU de New York como referencia de trasplante
en el mundo. A nivel Europeo incidir en el maximo almacenador, como es
el Banco de Cordon Francés pero el mas trasplantador pese a menor
nimero de muestras criopreservadas es el de Londres, con gran similitud
entre los realizados en adultos y en nifios.

En Espafia acentuar el papel del Banco de Barcelona como puntero a
nivel trasplantador y el de Malaga como maximo criopreservador nacional.
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3. CRIOBIOLOGIA

El efecto de la temperatura por debajo del punto de congelacion
sobre los sistemas biologicos da lugar a toda una ciencia que es la
criobiologia.

La aplicacion de esta disciplina a la conservacion celular consigue el
mantenimiento de tejidos para su utilizacion en tratamientos, que hace unos
afios eran inviables.

El frio, no sélo hace posible este mantenimiento celular, sino que a
su vez, tiene un efecto negativo sobre la propia célula, es la lesion por frio
ocasionada por las bajas temperaturas y por el cambio de estado que se
produce como consecuencia de este descenso. Las lesiones celulares
producidas por accion del proceso de congelacion-descongelacion son:

1. Deshidratacion celular.

2. Lesion mecanica producida por la formacion y crecimiento de
cristales de hielo intracelulares (Meryman HT., 1981), (Reboredo N.,
et al., 2000).

A velocidades de congelacion lentas (menos de 10°C/min), el agua
del espacio extracelular se congela antes que la intracelular (Soler MA., et
al., 1991). Esto ocasiona un gradiente osmoético que hace que el agua
emigre del espacio intra al extracelular, la pérdida de agua del interior de la
célula lleva a la deshidratacion de la misma (Vila L., et al., 1983), (Vila L.,
1984). Si se utilizan velocidades de congelacion rapidas (mas de 10°C/min),
el gradiente osmoético no tiene apenas tiempo de formarse y la
deshidratacion celular es minima. El problema que presenta, en este caso,
es la formacion de cristales de hielo intracelulares, que dafian la membrana
celular (Fahy GM., et al., 1990, 1984).

Para evitar estos dafios se debe utilizar una velocidad de enfriamiento
inferior a la que produce congelacion intracelular, que salga suficiente agua
de la célula para producir una hipertonia intracelular leve y retardar la
formacion intracelular de hielo y que, a su vez, no produzca una
deshidratacion significativa (Bertmier R., et al., 1989, 1983). Para paliar la
lesion por frio se recurre a la utilizacion de agentes crioprotectores y a la
congelacion programada (Bargay J., et al., 1994).
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3.1. CRIOPROTECTORES
3.1.1. Definicion

Los agentes crioprotectores son sustancias muy hidrosolubles que
modifican considerablemente el comportamiento fisico-quimico de las
soluciones acuosas presentes en la materia viva, disminuyendo o inhibiendo,
a igualdad de temperatura, la formacién de hielo y, por consiguiente, la
concentraciéon de solutos presentes tanto a nivel intra como extracelular
(Garcia J., et al., 1984).

Como consecuencia de sus propiedades, los crioprotectores intervienen
de alguna manera, si bien no esta establecido de forma precisa en:

-Formacion de hielo.
-La concentracion de solutos.
-Deshidratacion celular.

Como consecuencia de lo anterior, unido a una programacion en la
congelacion, conducen a mantener la viabilidad celular en los tejidos
criopreservados (Clark J., et al., 1991).

3.1.2. Clasificacion

Si bien estan formados por un conjunto de sustancias diversas azucares,
alcoholes, polimeros aminas, electrolitos, los podemos agrupar en penetrantes
Yy no penetrantes.

o Crioprotectores penetrantes

Son sustancias muy solubles en agua, de pequeiio peso molecular vy,
por ello, permeables a través de la membrana celular, que a concentraciones
multimolares, protegen a la célula de las lesiones que pudieran ocasionarle
congelaciones lentas (Meryman HT., 1971).

Una sustancia tendrd cualidades de crioprotector, cuando tenga una
gran afinidad por el agua y ausencia de toxicidad a altas concentraciones.
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Crioprotectores penetrantes que se utilizan son:

Dimetilsulfoxido.
Glicerol.

1,2 propanodiol.

Acetato amonico.
Acetato de trimetilamina.
Etanol.

Metanol.

Dimetilsulfoxido (DMSO): Es un producto de la destilacion del petroleo, de
olor caracteristico y que es buen disolvente de sustancias solubles en agua y
lipidos. Es un crioprotector ampliamente utilizado, tiene propiedades
coligativas y aumenta la viscosidad de la solucion.

Su capacidad de penetracion es elevada a temperaturas superiores a
0°C, pero a 0°C o temperaturas inferiores penetra lentamente. Las
concentraciones a las que se emplea son 5% (0.7 M) a 10% (1.4 M) y por
encima de ellas puede ser toxico (Stiff PJ., et al., 1987).

Glicerol: Es un alcohol trihidrico, incoloro de sabor dulce, muy soluble en
agua. Desde el punto de vista farmacologico relativamente inerte. Es un
compuesto poco permeable para muchas células, y por ello se utiliza de
forma limitada, aunque en algunos casos protege en ausencia de penetracion.

1-2propanodiol: Es un polialcohol que habitualmente se emplea a
concentraciones 1,5M y su mecanismo de accion, parece ser que esta
implicado en favorecer la vitrificacion.

o Crioprotectores no penetrantes.

Abarcan un grupo de sustancias en general que a concentraciones
molares reducidas, protegen a las células a velocidades altas de congelacion.
Tienen un elevado peso molecular. Su utilizacién estd determinada sélo a
algunas especies celulares, si bien se pueden asociar a los crioprotectores
penetrantes favoreciendo su rendimiento.
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Crioprotectores no penetrantes de uso son:

Hidroxietil-almidon (HES).
Polivinil-pirrolidona (PVP).
Polietilenglicol.

Dextrano.

Glucosa.

Dextrosa.

Sacarosa.

o Crioprotectores y toxicidad

Los crioprotectores tienen un efecto toxico, cuando se afiade o retira
de las muestras que se van a criopreservar o se descongelan. Este dafio o
toxicidad se resume a tres niveles:

e Variaciones del volumen celular.

e Lesion bioquimica directa.

e Efectos indeseables en el receptor (en el caso de no haberse retirado
antes de la infusion).

A. Variaciones del volumen celular:

Muchos crioprotectores del grupo de los penetrantes, pasan a través
de la membrana celular con una velocidad menor a la del agua. Esto supone
que al penetrar en la célula esta tiende a deshidratarse, alcanzando un
volumen menor, de forma transitoria.

Cuando se descongela, si diluimos la concentracion del crioprotector
con una solucién que no lo contenga, el comportamiento osmoético sera justo
a la inversa del proceso anterior, alcanzando un equilibrio después de pasar
por un volumen celular maximo.

B. Lesion bioquimica directa:

Si bien se sabe que existe este tipo de lesion no esta bien determinado
su mecanismo (Garcia J., 1992), pues es dificil extrapolar los estudios
realizados in vitro a la préctica tisular de congelacion. La hipotesis actual
hace suponer que a temperatura elevada, habria una interaccion de tipo
hidrofébico entre el crioprotector y las proteinas, que depende también de la
concentracion del agente y que tenderia a estabilizar el estado desnaturalizado
da las mismas. A temperaturas bajas predominaria el cardcter hidrofilico del
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compuesto, con interacciones hidrofobicas débiles que favorecerian el
mantenimiento del estado nativo de las proteinas (Fahy GM., et al., 1990).

C. Efectos indeseables en el receptor:

Si el crioprotector no es retirado de la muestra al realizar la infusion en
el receptor, puede ocasionar en éste una serie de efectos secundarios a tener
en cuenta.

Por ejemplo, el Dimetilsulfoxido (DMSO) tiene una toxicidad
tolerable, pero puede producir fiebre, nduseas, voOmitos, cefaleas,
vasoespasmo y un olor caracteristico en el enfermo a huevos podridos.

3.2. CONGELACION PROGRAMADA

Los elementos responsables del dafio potencial durante la congelacion,
como se ha dicho ya en varias ocasiones a lo largo de este trabajo son: la
formacion de hielo intracelular y el efecto solucion. Ambos se pueden
minimizar, con el empleo de agentes crioprotectores, ya descritos, y
controlando la velocidad de enfriamiento. Un control sobre la velocidad de
enfriamiento, de forma que no sea lo suficientemente rapida, como para que
se forme hielo a partir del agua libre intracelular, ni excesivamente lenta
como para que la célula se deshidrate, y un aumento de la concentracion de
electrolitos pueda dafiar la membrana celular (Pérez de Oteyza J., et al., 1998),
(Almici C., et al., 2003).

-Fase de transicion

Uno de los momentos mds delicados de la criopreservacion de
cualquier célula o tejido biologico, es la denominada fase de transicidn, éste
es el momento que la muestra a congelar, pasa de estado liquido a solido. En
instante el agua de la solucion desprende o libera calor (calor latente de
fusion), para transformarse en un medio so6lido. Este aumento de temperatura
llevaria a un retraso en la congelacion y, por consiguiente un aumento en el
tiempo de este cambio de estado. La duracion de la fase de transicion y el
retraso en la curva de congelacion, ocasionada por el calor latente de fusion
se correlacionan directamente con destruccion celular (Bornstein, 1992). Si
bien es un concepto controvertido por algunos autores (Pérez de Oteyza J.,
1991), y que da opciones a otras alternativas en congelacion.
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La mayoria de los centros de congelacién, emplean programas que
incluyen un descenso profundo y sincronizado de la temperatura para
contrarrestar el calor latente de fusion. El control que se puede ejercer sobre
la temperatura y el tiempo empleado en ese descenso es lo que se llama
congelacion programada.

-Desarrollo de un programa de congelacion

Se ha dicho que cada tejido, tiene una velocidad de enfriamiento
Optima para asi preservar su viabilidad celular, probablemente debido a
diferentes constantes de permeabilidad al agua y tamano celular (Pérez de
Oteyza J., 1991). Un programa de congelacion puede variar, pero en términos
generales debe incluir las siguientes etapas:

a) Fase de estabilizacion a 4°C.

b) Descenso constante de temperatura a un ritmo de 1° y 2°C/min.

c) Descenso acusado de la temperatura de la cadmara en la fase de
transicion, para compensar el calor latente de fusion e inducir el
proceso de nucleacion.

d) Ritmo de enfriamiento una vez terminada la fase de transicion, que
se mantendra constante entre 1 y 2°C/min.

3.3. CONTROL DE CALIDAD

Es fundamental determinar la calidad del tejido dentro de la
sistematica de trabajo del banco. Garantizar el tejido en todas sus vertientes,
es decir, no so6lo la funcionalidad tisular o celular, sino también Ila
transmision de agentes infecciosos, hereditarios o metastasicos, son
objetivos prioritarios en todo banco de tejidos, sin olvidar la caracterizacion
del tipaje HLA de aquellos tejidos que la necesiten, como el de las células
progenitoras de cordon. Esta buena calidad va a depender de multiples
factores desde la extraccion hasta su implante, que van a condicionar el
¢xito de un determinado implante/trasplante. La rigurosidad en la
manipulacion, los marcadores serologicos y tumorales, los test de viabilidad,
la seguridad de los sistemas de congelacion programada, los controles de los
sistemas de almacenamiento, tanto eléctricos como a mas bajas temperaturas,
aseguran la calidad.

Al conjunto de pruebas que garantizan, la calidad de un tejido, se engloba
bajo el concepto de controles bioldgicos. Se pueden dividir los controles de
calidad de un tejido en cuatro apartados:
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Despistaje de enfermedades transmisibles .

Controles bacterioldgicos.

Controles de viabilidad de células y tejidos criopreservados.
Control de tipaje o histocompatibilidad tisular.

Otros controles.

A. DESPISTAJE DE ENFERMEDADES TRANSMISIBLES

Tienen por objetivo, el despistaje de agentes transmisibles bien de tipo
infeccioso o neoplésico, en el suero o plasma del donante. Afectan
exclusivamente al donante potencial de tejido, ya sea caddver en parada
cardiaca (donante de tejidos), enfermo en situacion de muerte cerebral
(donante multiorganico), donante vivo privado de una parte de su organismo
por razones terapéuticas (cabeza femoral), estética (piel), o altruista
(embarazadas que donan progenitores de sangre de cordon, otros restos
placentarios como membrana amniotica, vasos sanguineos). Son diversos los
métodos analiticos que dispone el laboratorio. Los mas empleados son los
inmunoquimicos, basados en la capacidad de respuesta, que tiene el
organismo humano, ante la llegada de un agente extrafio. Este agente no
reconocido como propio se denomina antigeno (Ag) y es el responsable de
crear una respuesta llamada anticuerpo (Ac).

La incorporacion de las técnicas de biologia molecular, como método
diagnostico de enfermedades infecciosas, han aumentado la calidad de los
estudios por haber acortado considerablemente el periodo ventana o de
silencio serologico.

B. CONTROLES BACTERIOLOGICOS

Este tipo de controles afectan a las células, tejidos y organos que se
desean procesar, teniendo una doble finalidad, por una parte la deteccion de
posibles septicemias o micosis, no documentadas previamente en el donante,
y el control de la esterilidad durante todas las manipulaciones que sufre la
pieza desde la extraccion, transporte, criopreservacion, almacenamiento y
posterior implante. Se realiza un control de cada pieza en el momento de la
extraccion, fragmento de la misma o en su defecto torunda de toda la
superficie. Utilizando el medio mas adecuado segun el tejido a tratar. En cada
manipulacion en los distintos pasos que sufre el tejido dentro del banco es
necesario siempre el control correspondiente. En paralelo al tejido en si, es
necesario realizar controles de todos los medios empleados para su transporte
y criopreservacion. Es obligatoria la realizacion de cultivos en medios
aerobios, anaerobios y hongos.
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Resaltar la importancia de donde se deposita y qué tiempo transcurre
desde la toma de cultivo, hasta la recepcion de la muestra en el laboratorio de
bacteriologia. La positividad de estos controles lleva emparejada, el rechazo
de la pieza para uso terapéutico. Sin embargo, en caso de uso autologo,
dependiendo del tipo de tejidos y las caracteristicas de los gérmenes aislados
(microorganismos constituyentes de la flora bacteriana habitual de la piel), su
uso puede estar sujeto a una valoracion individual por los responsables del
banco de tejidos. Las unidades de SCU de uso alogénico tendran todas el
control de esterilidad negativo.

C. CONTROLES DE VIABILIDAD

El término wviabilidad es algo dificilmente definible, si bien se
encuentra en todo tratado de criopreservacion. Es un concepto cuya
objetivacion es a veces oscura pues depende de multiples factores y uno de
ellos es la subjetividad del que los interpreta. Quizads la definicion mas
apropiada es la que define como: "células, tejidos y organos viables son los
que viven o son capaces de vivir". Sin embargo, el concepto de vida se asocia
a un todo o nada y dentro de la criobiologia se usa para definir calidades, que
pueden tener graduacién y ser medidas; atendiendo este concepto podria
definirse la viabilidad como la posibilidad de que una muestra criopreservada
realice su funcion después del proceso de criopreservacion, descongelacion e
implante. No hay que olvidar que los indices que se emplean son medidas del
dafio ocasionado por los distintos pasos en todo proceso de congelacion,
teniendo en cuenta que el Unico test valido de viabilidad, seria el
prendimiento del tejido en el receptor, siendo dificil encontrar indices que
prevean esto.

Al ser varios los test que se pueden aplicar, se encuentran distintos
indices de viabilidad dentro de una misma muestra. La viabilidad de un tejido
estd en funcion de una serie de parametros que sobre los cuales habrd que
incidir para realizar una valoracién lo mas objetiva posible dentro de la
muestra a estudiar (Brand A., et al., 2008). Estos son:

Viabilidad inicial del tejido.

Efecto de la isquemia fria y caliente.

Soluciones de conservacion.

Metodologia de criopreservacion.

Lesion producida en la descongelacion.

Dafio sufrido en la propia infusion o trasplante.
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D. CONTROL DE HISTOCOMPATIBILIDAD CELULAR

Los antigenos del Sistema Mayor de Histocompatibilidad (MHC)
fueron inicialmente descubiertos por ser los principales responsables de las
reacciones de rechazo de tejidos trasplantados entre individuos de la misma
especie.

Los loci genéticos implicados en estos procesos se denominaron
Complejo o Sistema Mayor de Histocompatibilidad (MHC), y las moléculas
codificadas por estos loci, antigenos de histocompatibilidad. En el humano se
denominan antigenos HLA (Human Leucocyte Antigens) y estan codificados
por genes ubicados en el brazo corto del cromosoma 6.

Segun su estructura, las moléculas de histocompatibilidad se dividen
en dos grandes grupos:

eMoléculas de clase I, formadas por una cadena pesada con la que se
une a la membrana celular, y una cadena ligera llamada P1
microglobulina (codificada en el cromosoma 15).

eMoléculas de clase II, que estan formadas por dos cadenas pesadas
denominadas cadenas o y .

Las moléculas clase I se encuentran presentes en las plaquetas y en la
mayoria de las células nucleadas del organismo, con algunas excepciones
tales como neuronas, epitelio corneal, trofoblasto y células germinales.

Las moléculas de clase II se encuentran representadas en macrofagos,
monocitos, linfocitos B y linfocitos T y NK activados. Se encuentran
igualmente en otras células presentadoras de antigeno, como las células
dendriticas del bazo, epidérmicas del Langherans o células endoteliales,
progenitores hematopoyéticos, células leucémicas y en algunos tipos de
células neoplasicas.

Sistema HLA

En el hombre entre los principales genes de clase I se encuentran los
loci HLA-A, HLA-B, HLA-C, y entre los genes de clase II, los HLA-DR,
HLA-DQ y HLA-DP.

Este grupo de genes se heredan de acuerdo con las leyes de Mendel,
como caracteres codominantes simples. La region genética de un cromosoma
que contiene todos los genes HLA (a excepcion de los que codifican la 3-2-
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microglobulina) se denomina haplotipo HLA. Asi pues, un haplotipo HLA
incluye al menos los genes clase I: HLA-A, HLA-B y HLA-C y los genes

clase II: HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP. Igualmente incluye otros loci que
codifican factores del complemento, la enzima 21-hidroxilasa y otros.

Cada célula del organismo, excepto las c€lulas germinales, tiene un
haplotipo procedente del padre y otro procedente de la madre. El genotipo del
hijo sera la suma de un haplotipo procedente del padre y otro procedente de
la madre.

E. OTROS CONTROLES

Para optimizar la calidad de la unidades de SCU hay que tener en
cuenta diversos factores, tales como los obstétricos, infecciosos, materno-
fetales, pardmetros de tiempo hasta la llegada al BSCU, etc. (Solves P., et
al., 2007).

Se centrardn los esfuerzos en incrementar el contenido tanto de
volumen como de celularidad nucleada total, para mejorar la calidad a nivel
cuantitativo y cualitativo de la muestra elegida, para un posible trasplante
de progenitores hematopoyéticos. En la actualidad, el nimero de unidades
desechadas alcanza el 60-70% de las recibidas por distintas causas. Se
pretende optimizar los métodos de procesamiento del BSCU para aumentar
la eficiencia de las unidades que se criopreservan.

Dentro de los parametros que se consideran determinantes en la
eleccion de la unidad de SCU para trasplante y que refleja la calidad ésta,
son las células nucleadas totales y las CD34+ que se podrian
interrelacionarse con los diferentes factores obstétricos o temporales que se
modifican en la recogida (Flores Al, et al., 2009).

3.4. ALMACENAMIENTO

Un gran apartado dentro de un banco de tejidos lo constituye el
almacenamiento, es decir donde van a permanecer aquellos tejidos a la espera
del receptor que lo necesite.
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3.4.1. Tipos de contenedores

Los tipos de contenedores que se encuentran en el mercado son
multiples dependiendo de la temperatura que queremos llegar a alcanzar asi
como de la fuente de enfriamiento. Asi se encuentran:

e Refrigeradores

Son sistemas eléctricos con una temperatura media de 4°C y una
oscilacion entre 2° y 8°C. Se utilizan como almacenamiento previo de los
tejidos antes de su procesamiento o como temperatura de almacenamiento
definitiva antes de su implante, cuando esta es la requerida por algunos
tejidos como pueden ser las corneas.

e Congeladores

Son sistemas eléctricos con un rango de temperatura variable, desde -
30°C a -80°C. Son sistemas de almacenamiento bien de forma vertical u
horizontal. Es el sistema mds utilizado para el almacenamiento de tejido
osteotendinoso y algunos tejidos de nueva incorporacion como esclera y
membrana amnioética.

e Contenedores de nitréogeno

Son compartimentos normalmente de acero inoxidable que alcanzan
bajas temperaturas mediante el aporte de N, liquido. Existen tres variedades
de contenedores segun la cantidad de N, liquido y su ubicacion.

o Contenedores en fase gas: Son aquellos que tienen un deposito de
N, liquido en la base normalmente un tercio de la totalidad del
contenedor y el resto del mismo estd ocupado por la fase gas,
consecuencia de su evaporacion. Estos contenedores se utilizan
cuando la temperatura requerida para el tejido oscila en 150°C, es el
caso de la temperatura recomendada para vasos y valvulas cardiacas.
Se utilizan también para el cuarentenado seroldgico de los tejidos
que requieren una tempera mas baja de almacenamiento.

o Contenedores en fase liquida: En ellos el N, estd en fase liquida
ocupando practicamente la totalidad del mismo. Los tejidos se
encuentran inmersos en ¢l, teniendo en cuenta un margen de seguridad
por encima del mismo identificado por un sistema de alarma. En estas
condiciones los tejidos se almacenan a —196°C. En este tipo de
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contenedores se almacenan tejidos como piel, células progenitoras
hematopoyéticas, semen. Existen de diversos modelos segun las
necesidades del tejido almacenado.

Contenedores de N, absorbido: Son los elegidos para el transporte a
larga distancia de tejidos almacenados bien en fase gas o liquida
previos al transporte. Mediante unas normas de llenado previo de
nitrogeno liquido este es absorbido en una doble pared, de tal forma
que se va liberando gradualmente en forma gas en el trayecto. Suelen
tener una autonomia de unos 8 dias. Igualmente existen diversos
modelos dependiendo de las necesidades del tejido en cuando a su
tamafio y nimero.

Contenedores de congelacion y almacenamiento: EI sistema
BioArchive, es un congelador de nitrogeno liquido automatizado y
de velocidad de enfriamiento controlada previsto para el
almacenamiento y la criopreservacion de sangre y componentes de la
sangre. Consta de los siguientes componentes:

» Tanque de nitrégeno liquido con tanque de almacenamiento.

= Sistema de control de nitrégeno.

* Dos modulos congeladores de velocidad de enfriamiento
controlada (CRF).

* Un modulo de recuperacion de muestras.

= Un brazo robdtico que comprende un lector de codigo de barras,
un periscopio y un gancho para almacenar y recuperar cartuchos.

= Un sistema de control por microprocesador que regula las
funciones automadticas, vigila la temperatura de almacenamiento
y mantiene un registro de los perfiles de congelacion y del
inventario del sistema.

» Un sistema de administracion de muestras y sistema de control.

= Un ordenador y accesorios.

= Un dispositivo magnético de recuperacion.

3.5.2. Efectos secundarios y peligros para el operador

Nitrogeno liquido:

El nitrogeno liquido (N,) tiene unas propiedades que le hacen

especialmente adecuado, para el tratamiento y almacenamiento de los tejidos
bioldgicos, en contra estas mismas propiedades implican un peligro si se hace
una manipulacion erronea o descuidada. El nitrogeno es un gas comun que
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constituye aproximadamente el 78% de la atmosfera que respiramos. En el
cuadro siguiente se pueden ver algunas de las propiedades que hacen del
nitrégeno un gas ideal para las aplicaciones criogénicas. Su punto de
ebullicion tan bajo y su alto calor de evaporizacion hacen que sea un
acumulador de frio muy bueno. Por otro lado, dado que es inerte, no
reacciona con los materiales con los que entra en contacto. De las
propiedades del nitrogeno también se desprenden los riesgos que implica su
manejo. Estos riesgos se derivan fundamentalmente de las caracteristicas
siguientes:

v" El bajo punto de ebullicion.
v' La inercia quimica.
v" El factor de expansion.

A. Baja temperatura
B. Quemaduras

El N,y el vapor de nitrégeno muy frio y las zonas no aisladas de los
equipos criogénicos pueden producir quemaduras en la piel que, sobre todo si
estd humeda puede quedarse pegada a la superficie fria del equipo y rasgarse
y descarnarse si se tira de ella para despegarla. Normalmente las quemaduras
son muy localizadas. El principio de actuacion es calentar progresivamente
las zonas que hayan sufrido la quemadura y después tratarla como una
quemadura clésica. Si la quemadura es menos grave (salpicaduras en la piel,
pequeiias ampollas) no suele requerir tratamiento, todo lo mas sumergir la
parte afectada en agua fria hasta que el dolor se pase y aplicar un poco de
vaselina. Si se han formado ampollas grandes en la piel, sumergir la parte
dafiada en agua. Limpiar la zona afectada con agua y jabon neutro y aplicar
una gasa con vaselina si se quiere hacer una cura oclusiva o una pomada con
sulfamidas si se quiere una cura abierta. Las ampollas pueden vaciarse pero
no debe quitarse la piel de las mismas. Si los 0jos han resultado salpicados o
quemados deban lavarse con agua limpia, abundante pero no a presion.
Después poner una pomada epitelizante y un vendaje compresivo. Esta
contraindicado la administracion de corticoides, en colirios o pomadas, hasta
48 horas después de la quemadura por el retraso que provocan en la
cicatrizacion y la disminucion de las defensas que favorecen la infeccion. Los
anestésicos locales solo se usaran para exploracion por parte del oftalmologo,
nunca como tratamiento.
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C. Congelacion

Si hay una exposicion prolongada al N, liquido o a los vapores frios
es posible la congelacién. Un sintoma es el dolor local aunque puede pasar
inadvertido. Los tejidos congelados ofrecen aspecto certileo con color
pardo amarillento. La descongelacion de un tejido congelado, puede
producir dolor muy intenso. Puede producirse un shock si el area es grande.
El tratamiento inmediato es aflojar cualquier ropa que pueda disminuir el
flujo sanguineo y pedir atencion hospitalaria. No se debe aplicar calor a las
zonas afectadas. Si es posible, sumergir las partes afectas en agua tibia.
Proteger la zona afectada con vendajes o apositos secos y estériles, pero sin
que restrinjan la circulacion de la sangre. No suministrar alcohol ni
cigarrillos.

D. Hipotermia

El aire frio que procede de las proximidades del N, puede producir
hipotermia, por lo que las personas que trabajen en este entorno deben ir
protegidas con ropa caliente. La hipotermia se produce en un medio por
debajo de los 10 grados, pero la susceptibilidad depende del tiempo de
exposicion de la temperatura atmosférica y de la persona en particular. La
edad es un factor también a tener en cuenta. Los sintomas de hipotermia son:

Enlentecimiento de las respuestas fisicas y mentales.
Comportamiento irracional o irritabilidad.
Dificultad en la vision o en el habla.

Calambres y temblores.

Con esta sintomatologia la persona debe ser arropada con mantas y
llevada a un lugar mas caliente. No aplicar una fuente de calor directa.

E. Incendio

Debido a que el oxigeno tiene un punto de ebullicion mas alto que el
nitrogeno a presion atmosférica, -183°C y -196°C respectivamente, el
oxigeno se condensa facilmente en las superficies enfriadas por N,. El aire
normal, con un 21% de oxigeno, empieza a condensarse aproximadamente a -
191°C. El liquido que se forma a esta temperatura es una mezcla al 50% de
oxigeno y nitrogeno. A temperatura mas baja la proporcion de nitrogeno sera
mas alta. Cuando este liquido se pone en contacto con una superficie mas
caliente o se deja de enfriar, empieza a evaporarse. El gas que se evapora es
primero el nitrégeno dejando un liquido que puede ser oxigeno casi puro.
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Hay que hacer notar que este proceso de condensacion del oxigeno solo se da
en sistemas que trabajan a una presion inferior a 2 bares absolutos ya que por
encima de esta presion el punto de ebullicidon del nitrogeno es mas alto de -
191°C. Cuando se empieza a enfriar una linea de transferencia de N; el frio
hace que disminuya la presion en el espacio que queda entre la espuma
aislante y la conduccion provocando la entrada de mas aire atmosférico que a
su vez se condensa y deja un vacio que hay que rellenar y asi sucesivamente.
Durante este proceso hay un intercambio de gases entre la espuma de
poliuretano y el liquido que hace que la concentracién de oxigeno dentro de
espuma pueda subir hasta un 30%. En este intercambio la espuma pierde
parte de la mezcla de aire-fredn con las que estan rellenas las celdillas siendo
sustituida por oxigeno. El efecto final es que la concentracién de oxigeno en
la espuma va aumentando y no vuelve al nivel atmosférico hasta pasadas 7-8
horas y puede varios dias en volver a su nivel inicial. Si se repite un ciclo de
enfriamiento de la linea antes que se haya llegado el equilibrio inicial la
cantidad de oxigeno que puede condensarse sera mayor.

También hay un efecto adicional de rotura del aislamiento debido a los
distintos coeficientes de expansion térmica de la espuma y el metal plastico
de la linea. Se produce un roce que rompe por abrasion algunas celdillas. Una
vez rotas, en estas celdillas puede entrar liquido condensado y ayudar a
romper las siguientes, aumentando asi la superficie de intercambio. Con el
tiempo es de esperar un efecto acumulativo en el aumento de la
concentracion de oxigeno. Aunque un nivel de oxigeno del 25-30% no parece
mucho hay que recordar que algunos materiales no combustibles en
concentracion normal de oxigeno arden vigorosamente en atmodsferas
enriquecidas en tan solo unas unidades. Entre estos materiales estan las
espumas organicas. La espuma de poliuretano tiene un indice de oxigeno del
22,9%. Por otro lado, para que se inicie un fuego debe haber una fuente de
ignicion y parece dificil de imaginar como podria llegar a entrar en contacto
con la parte interna del aislamiento.

F. Daiio pulmonar

La exposicion transitoria a gas muy frio produce incomodidad en la
respiracion y puede provocar un ataque de asma en las personas que sean
susceptibles. No parece muy probable que los pulmones sufran dafios por la
respiracion prolongada de vapores muy frios a menos que la temperatura sea
tan baja que la boca y la nariz se congelen.
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4. HIPOTESIS DE ESTUDIO

Los Bancos de Sangre de Cordén Umbilical (BSCUs) sirven a los
centros trasplantadores facilitando la mejor unidad disponible y mejorando
la tecnologia del trasplante. Por otro lado, los BSCUs deben de ser centros
dindmicos, con procesos estandarizados en busca de la mayor rentabilidad
y la mejora en el suministro de las unidades (Querol S., et al., 2010).

La Sangre de Cordon Umbilical (SCU), representa una fuente de
progenitores hematopoyéticos cada vez mds empleada en los
procedimientos de trasplante. Sin embargo, la calidad de los cordones
considerados como aptos para ser utilizados, es altamente variable. Algunas
circunstancias relacionadas con la recogida de la muestra y su transporte al
BSCU, donde sera procesado, pueden influir en sus caracteristicas finales.

Desde que una madre dona la sangre de cordon umbilical, hasta que
la unidad sale para trasplante, estd sometida a un largo circuito en el que
intervienen multiples factores relativos a la extraccion, traslado,
procesamiento, criopreservacion, almacenamiento y envio que daran el
resultado final de unidad idénea para ser trasplantada.

La medicion de puntos criticos en cada una de estas fases nos dara
informacion de las caracteristicas de la unidad, e indicard a qué enfermo
debe ser destinada. La precision en estos puntos constituye el control de
calidad de las unidades de SCU (Netcord-FACT, 2006), (CAT, 2007). Un
parametro esencial en la calidad de una unidad de SCU junto con las
células nucleadas totales, es el marcador antigénico CD34+ (Wagner JE., et
al., 2002), (Terakura S., et al., 2007). Este marcador es una glicoproteina de
membrana celular, de 110 Kda de peso molecular presente en los
progenitores hematopoyéticos de la SCU, medula dsea, asi como en los
precursores endoteliales, los mastocitos, una subpoblacion de células
dendriticas y las células de los tumores de partes blandas (Fasouliotis SJ.,
et al., 2000), (Moise KIJ., et al., 2005), (Solves P., et al., 2007). Su funcion
es actualmente desconocida, aunque podria estar relacionada con la union a
la L-selectina mediando la adhesion celular al estroma medular. Se han
elaborado varios anticuerpos (AcMo) antiCD34+ definiendo con precision
ese marcador. Estas células son las responsables de la reconstitucion
hematopoyética. Por tanto su determinacion como control de calidad en las
unidades de SCU constituye un pardmetro de gran interés para conocer la
potencialidad hematopoyética del producto a trasplantar en el futuro
paciente.
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El conocimiento de este marcador y las técnicas de seleccion han
hecho posible también procesos terapéuticos de seleccion positiva,
mediante los cuales se toman so6lo las células CD34+.

El éxito logrado con el procedimiento plantea una nueva alternativa
de tratamiento para los pacientes afectados de procesos onco-
hematoldgicos, tales como leucemias, linfomas, mielomas y tumores
solidos como el cancer de mama o de testiculo, en los cuales los protocolos
de tratamiento con altas dosis de quimioterapia seguidos de rescate con
células seleccionadas CD34+ son una alternativa valida y de inmejorable
perspectiva clinica para el triunfo del trasplante (Eapen M., et al., 2007),
(Sullivan MJ., et al., 2008).

La técnica de seleccidn positiva consta principalmente de cuatro
etapas:

a) Separacion de las células mononucleares.

b) Sensibilizacién de dichas células con el anticuerpo monoclonal
antiCD34+.

c) Roseteado de las células CD34+ con las esferas magnéticas y
separacion de la fraccion negativa con el empleo de un iman.

d) Liberacion enzimdtica de las células CD34+ (quimopapaina) de la
esfera magnética y colecta de la fraccion positiva.

Dada la importancia de este marcador (CD34+) en ambas vertientes
comentadas con anterioridad, hacen que su determinacion y cuantificacion

sea un estandar de obligado cumplimiento para los BSCUs (Kalwak K., et
al., 2010), (Omori A., et al., 2010, (Netcord-FACT, 2006), (CAT, 2007).

Rentabilizar al maximo el potencial hematopoyético de las unidades
de sangre de cordon umbilical, viendo las variables que pueden incidir en la
cuantificacion de este pardmetro, es el fundamento de este trabajo.

Este estudio se ha realizado en el BSCU publico de Andalucia,
ubicado en el Centro Regional de Transfusion Sanguinea de Malaga, que
recoge las donaciones de la Comunidad de Andalucia y Castilla-La Mancha,
procedentes de los hospitales autorizados para ello por las Consejerias de
Salud correspondientes, bajo las directrices del Proceso Asistencial
Integrado de Células y Tejidos Humanos, dentro de la actividad por
procesos del Sistema Andaluz de Salud, (P.A.I.C.T.H., 2009).

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de 73
Sangre de Cordéon Umbilical
Laura Ponce Verdugo



Introduccion e Hipdtesis de Estudio

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de 74
Sangre de Cordéon Umbilical
Laura Ponce Verdugo



Objetivos

II. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de 75
Sangre de Cordén Umbilical
Laura Ponce Verdugo



Objetivos

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de 76
Sangre de Cordén Umbilical
Laura Ponce Verdugo



Objetivos

II. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

Para mejorar la calidad de las muestras de sangre de cordon
umbilical para trasplante, nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Enrelacion con las caracteristicas materno-fetales:

Determinar la influencia de los parametros obstétricos en la
viabilidad y calidad de las muestras de sangre de cordon.

Investigar las asociaciones entre los diferentes parametros
hematologicos y las variables materno-fetales.

2. Enrelacion con el procesado y procesos asociados:

Determinar la influencia de los tiempos de extraccion, y
transporte hasta la criopreservacion, respecto a la viabilidad y
numero de células CD34+ de las muestras.

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de 77
Sangre de Cordén Umbilical
Laura Ponce Verdugo



Objetivos

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de 78
Sangre de Cordén Umbilical
Laura Ponce Verdugo



Material y Método

III. MATERIAL Y METODOS

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de 79
Sangre de Cordéon Umbilical
Laura Ponce Verdugo



Material y Métodos

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de 80
Sangre de Cordéon Umbilical
Laura Ponce Verdugo



Material y Métodos

III. MATERIAL Y METODOS
1. DISENO DEL ESTUDIO

Estudio descriptivo retrospectivo en el que se analizan, variables
materno fetales contenidas en la historia clinica y variables de transporte,
para tratar de explicar las diferencias encontradas en las unidades de sangre
de cordon umbilical, en cuanto a cantidad de precursores hematopoyéticos
y otros parametros de calidad.

2. SELECCION DE LAS DONANTES

Se ha realizado un estudio sobre un total de 5400 muestras de sangre
de cordén que llegaron al BSCU de Andalucia procedente de 46 hospitales
de Andalucia y de Castilla-La Mancha autorizados para la donacion de
SCU desde enero a agosto del 2009. De todas las muestras recogidas se
desecharon 3376 muestras (62,5%) y fueron finalmente aceptadas 2024
(37,5%). La recogida de las muestras cumplian todos los criterios de
inclusion y ninguno de los criterios de exclusion para la donacion.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Todas las madres fueron informadas sobre la donacion de SCU, en
los cursos de educacion maternal impartidos por los Centros de Salud y los
hospitales autorizados. En estos cursos aparte de la informacidén se les
facilitdé el Consentimiento Informado, (Rsc 223/2002 (17-12)), para su
lectura y cumplimentacién, con objeto de entregarlo a su ingreso en la
maternidad para dar a luz.

Previo a la extraccidn, fueron interrogadas por personal obstétrico
médico o matronas, con la finalidad de averiguar si presentaban buen
estado de salud en el transcurso del embarazo y si padecian o habia algun
antecedente familiar, que pudiera contraindicar la donacion de SCU. La
anamnesis quedo reflejada en el cuestionario de evaluacion médico social
existente para esa finalidad, firmado por el personal obstétrico.

Fueron considerados como los criterios de exclusion los
contemplados en el Plan Nacional de Corddon ya enumerados en la
introduccion de este trabajo (Apartado 2.6, pag 28).
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Se han considerado los siguientes criterios de inclusion:

% Mujeres mayores de 18 afios gestantes que hayan mostrado su intencion
de donar de forma altruista su cordon umbilical.

¢ Parto realizado en una maternidad autorizada.

¢ Criterios obstétricos, siguiendo las recomendaciones de la Federacion
Internacional de Ginecologia y Obstetricia y no se modificaron en
ningun caso con motivo de la recogida de la SCU:

» Edad gestacional 34 semanas

» Rotura de membranas <24 h

» Ausencia de fiebre materna intraparto

» Ausencia de anomalias congénitas en el recién nacido.

% Existencia de consentimiento informado para donaciéon de SCU (anexo
1y2).

3. VARIABLES RECOGIDAS Y ANALIZADAS
3.1. DATOS DE LAS DONANTES

Hemos recogidos variables de tipo:

- Epidemiolodgico: edad y nacionalidad de la madre.

- Antecedentes personales: Patologias previas y consumo de toxicos.

- Valoracion clinica ginecologica: N° de embarazos previos, abortos.

- Valoracion del parto actual: Tipo de parto realizado, duracion de
parto.

- Valoracion del neonato: Género y grupo del recién nacido.

Valoracion del procesado y caracteristicas de la muestra de cordon:

- Dia y hora de extraccion.

- Hospital y provincia de origen.

- Tiempo hasta la salida del hospital de origen.

- Tiempo y distancia de transporte desde el hospital al BSCU.
- Dia y hora de la criopreservacion.

- Hemograma basal y tras hemoconcentracion.

- Volumen y peso de la bolsa recogida.

- Recuentos iniciales y finales.

- Recuperaciones (%) celulares.

- Contaje de las CD34+ y Viabilidad de las unidades.
- HLA de las unidades.

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de 82
Sangre de Cordéon Umbilical
Laura Ponce Verdugo



Material y Métodos

3.2. CARACTERISTICAS DE LA RECOGIDA O COLECTA DE
LAS MUESTRAS:

3.2.1. LUGAR:

La colecta de SCU se realiz6 por las matronas de turno, del area de
partos de los hospitales segin procedimiento del BSCU, BTC-P-01 (Anexo
3).

3.2.2. MATERIAL: El BSCU aport6 un envase individual con el material
correspondiente de cada recogida:

e Bolsa de recogida especifica para coleccion de SCU Maco Pharma®, de
150 mL de sangre, con doble aguja de puncidn, provista de proteccion
para el operador y, una bolsa satélite de citrato sodico para lavado
posterior de los circuitos. La solucion anticoagulante-nutriente esta
compuesta por 21 mL CPD (citrato sddico, fosfato, dextrosa).

Tubos para muestra materna: estudios de serologia y HLA.

Contenedor para fragmento de cordon.

Etiquetas de codigo de barras.

Grapas metalicas.

Etiqueta identificativa para la bolsa de recogida.

Indicaciones de manejo del fabricante.

Documentacion.

3.2.3. PROCEDIMIENTO:
Antes del parto:

Una vez entregado el consentimiento informado, cuando la donante
se encontraba en periodo de dilatacion se extrajeron las muestras maternas
para estudio de serologia y HLA.

Parto:

Recogida de la sangre: Se realiz6 inmediatamente después del parto
pinzando doblemente el cordon umbilical a 5-7 cm. del ombligo. El tubular
del sistema se bafid con el propio anticoagulante.

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de 83
Sangre de Cordéon Umbilical
Laura Ponce Verdugo



Material y Métodos

Una vez separado el nifio de la madre y antes de la expulsion de la
placenta, se canaliz6 uno de los vasos del cordon umbilical previamente
desinfectado con povidona iodada y /o solucion alcohdlica, dejando caer la
SCU por gravedad. Se mantuvo la bolsa en agitacion para evitar la
formaciodn de coagulos

Las unidades de SCU asi obtenidas se almacenaron a 4 °C hasta su
procesamiento, que siempre se realizd antes de que transcurrieran 48 h
desde la recogida. La bolsa satélite con citrato sodico se abrio y se dispenso
sobre el sistema para el aprovechamiento méximo de la sangre recolectada.

Fragmento de cordon: Se realizo una recogida de fragmento tisular de
cordon de unos 5 cm., para posteriores controles de tipificacion HLA
(DNA-teca fetal) fue introducida en un contenedor de boca ancha para su
traslado.

Identificacion: El consentimiento informado, la hoja de evaluacion de las
muestras de sangre, la bolsa y el contenedor de fragmento, fueron
identificados con cédigo de barras. Ademas, en la etiqueta de la unidad de
sangre, figuraba la maternidad de procedencia, la fecha y la hora de la
recogida.

Todo el material correspondiente a una donacion de SCU se
introdujo en una bolsa transparente, para su traslado.

3.2.4. TRASLADO HASTA EL BSCU

Las unidades correspondientes de las maternidades conteniendo las
muestras de sangre materna, el fragmento de corddén y el consentimiento
informado firmado fueron introducidas en una bolsa de plastico flexible y
¢ésta en un contenedor isotérmico de transporte que las preservaba de la luz
y de cualquier tipo de agresion externa. En estos contenedores las bolsas se
colocan alternadas con los acumuladores de frio, esto es una bolsa con todo el
contenido de la donacion y un acumulador, al lado la 2* bolsa con el 2°
acumulador, etc., hasta un maximo de 4 unidades de SCU por contenedor
isotérmico.Las bolsas y acumuladores nunca se colocaran de arriba a abajo,
sino de derecha a izquierda. Los acumuladores de frio estaban en frigorifico a
4° C (nunca congelados). Estos contenedores son recipientes cerrados para la
seguridad del operador segun la normativa vigente de transporte de
material biolégico y cumplimentando el correspondiente registro de
transporte (Anexo 4).
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Cada maternidad autorizada establecid previamente un contrato con la
agencia de transporte que eligidé cuyo trasporte corrid a cuenta del hospital
extractor. Este decidio el método mas idoéneo para su envio (ambulancia,
taxi, mensajeria...), manifestando a los transportistas la importancia del
tejido que trasladaban, y su potencialmente terapéutico para personas con
enfermedades graves oncohematologicas y de otros tipos.

Los equipos extractores de unidades de SCU de cada maternidad (de
los hospitales del Sistema Sanitario Publico de Andalucia (SSPA), Castilla-
La Mancha y algunas maternidades privadas autorizadas se coordinaron
con el Banco de Cordon Umbilical Publico de Andalucia.

El tiempo maximo estandarizado desde la extraccion de la unidad en la
maternidad autorizada hasta la crioconservacion en el BSCU fue fijado en un
maximo de 48 h (Beaujean F., et al., 1996), (Koenigbauer UF., et al., 2002),
(Hubel A., et al., 2003).

e La duracion méaxima de transporte validado para cada empresa
contratada por el hospital extractor fue establecida segin
procedimiento operativo del BSCU (BTC- P-11) (especificada
en el Anexo 5).

3.3. RECEPCION EN EL BSCU Y PROCESAMIENTO

En el BSU fueron las unidades recepcionadas teniendo en cuenta los
siguientes puntos:
e Confirmacién de la cumplimentacién del consentimiento informado en
cada uno de sus puntos, hoja de evaluacion y datos obstétricos
e Identificacion de codigo de barras en cada una de las muestras.
e Inspeccion visual del sistema cerrado y sin fugas de la bolsa de
recogida.
e Existencia de trazabilidad entre el producto y la donante.

Las unidades de SCU una vez en el BSCU fueron recepcionadas por
el técnico del BSCU segtin procedimiento operativo del BSCU (BTC-P-11)
(Anexo 5).
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Al llegar la nevera se verifico:

e[ a integridad fisica exterior de la misma.

o El hospital de procedencia.

oEl formulario de trasporte BTC-F-10A cumplimentado, por el
personal del hospital y por el transportista.

Una vez abierta:

el as unidades de cordoén debian venir dentro de una bolsa global de
plastico transparente cerrada con una pinza de plastico rojo.

eSe quitd la pinza y se comprobo el numero de unidades enviadas y la
colocacion de las mismas: debian venir intercaladas con placas de
mantenimiento de frio refrigeradas, nunca congeladas, y dispuestas
de derecha a izquierda, nunca de arriba abajo, tal y como se indicé
anteriormente.

oEn el fondo de la bolsa debia venir un absorbente por la posibilidad
de pérdida de fluido.

eSe sacaron las unidades de cordon. El absorbente, la bolsa global y
las petacas se devolvieron a dentro de la nevera.

eSe cerro la nevera

eSe cumplimentd6 en el formulario BTC-F-10A la parte
correspondiente al técnico y se anoto en el mismo alguna incidencia
si se produjo. Se devolvio fotocopia al transportista.

el os equipos de extraccidon de sangre de cordon en cada envio fueron
reenviados a demanda.

eSe colocaron las bolsas individuales con todos los contenidos de la
donacion en la parte inferior de la nevera de crio ABT-34. (4+£2°C)

eSe consideraron validados los envios segin procedimiento BTC-P-10
y que respetaron el margen horario.

eSe realizO wuna confirmacion de la cumplimentacion del
consentimiento informado en cada uno de sus puntos, de la hoja de
evaluacion y de datos obstétricos.

eSe procedié a identificar el codigo de barras en cada una de las
muestras y a comprobar la trazabilidad entre el producto y la
donante.
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3.4. METODO

La seleccidon y procesamiento de las unidades se realizd en cabina de
flujo laminar Grado A en un entorno de aire tratado cualificado como D,
segun la normativa del RD.1301/2006 para tratamiento de tejidos abiertos.
Si bien el circuito de SCU se realiza en sistema cerrado las caracteristicas
de trabajo del BSCU hacen posible su tratamiento en estas condiciones.

Las unidades una vez recepcionadas en el banco deben cumplir los
controles de calidad iniciales siguientes:

Peso >80 gramos.
Garantia de Trazabilidad.
Ausencia de coagulos.
Integridad en el sistema.
5000>Leucocitos<20000.
CNT>10x10".

El control de celularidad total de nucleadas se realizd, tomando una
muestra, previa desinfeccion de uno de los puertos de la bolsa mediante
jeringa con aguja, en este momento se aproveché para sacar conjuntamente
la muestra de HLA.

Esta muestra fue analizada en un contador celular Medonic CA-
620®, contador de células avanzado controlado por microprocesador que
realiza analisis completamente automaticos de las células sanguineas.

Son sus caracteristicas técnicas:
e Pardmetros: RBC, MCV, HCT, PLT, MPV, HGB, MCH, MCHC,
WBC, RDW%, LYMPH abs, MID abs, GRAN abs, LYMPH%,
MID%, GRAN%
e Parametros adicionales: RDW abs, PDW abs, LPCR, PCT.
e Impresion de la Distribucion por tamafio: RBC, PLT y WBC diff.
e Volumen de Sangre Aspirado (tubos abiertos): 125 ul.
e Dilucion pre-diluida (volumen min. 5 ml-volumen max. 8 ml): 1-
200 ml
e Modo micro capilar: 20 ul.
e Tiempo total del ciclo: 73 segundos.
e Posee programa de Control de Calidad para calculo de Cv/Sd.
e Memoria para las Muestras: Mas de 350 muestras (con todas las
distribuciones de tamafio).
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e Monitoreo INTRA: Insand Tracking Rate Analysis da al operador
una indicacion inmediata durante el analisis si la muestra es
probablemente patologica.

e (Consumo de reactivo por muestra: Diluyente 19 ml, lisante (pre-
diluido) 9 ml.Equipado con correccion de la perdida de coincidencia
para todos los pardmetros.

e Linealidad: +/- 1% dentro del siguiente rango: WBC 0,5 - 80,0;
RBC 0,5 - 9,99; MCV 55 —130; PLT 30 —999; HGB 0,5 — 55,0.

e Rango de Medicion: WBC 0 —99,9; RBC 0 - 19,99; MCV 15 —
250; PLT 0 —1999; HGB 0 — 55,0.

Blanco de HGB automaético en cada muestra.

Display: Pantalla grafica de LCD.

Salida serial RS232 para conexion con PC.

Consumo: 150 Watts max.

Consumo en Standby: 50 Watts max.

Requerimiento energéticos: 230 V 50 hz.

Debido a las caracteristicas de la sangre de cordon umbilical fue
ajustado por la casa comercial distribuidora DIAMED®), para su validacion
posterior por el BSCU.

La celularidad total, CNT, se calcul6 multiplicando el recuento de
leucocitos/mL, por el volumen total de producto.

Las unidades de SCU fueron procesadas de forma simultanea de
cuatro en cuatro con técnicos individualizados, mediante sistema de
reduccion de volumen automatizado Sepax®. Programa SCU-HES vy kit de
un solo uso CS 530. Las unidades quedaron reducidas a 20 mL de producto
precursor para trasplante.

En este momento y antes de afiadir el crioprotector (55% p/v de
sulféxido de dimetilo y 5% p/v de dextrano,5 mL Pall®), se tomaron 0,5
mL de muestra para un nuevo contaje celular y determinacién de CD34+
por citometria de flujo en el citdbmetro (EPICS XL-MLC. Beckman Coulter.
® Izasa), segiin procedimiento estandarizado del Centro Regional de
Transfusién Sanguinea.CC-P-25 (Flores Al., et al., 2009), (Sutherland DR.,
et al., 1996).
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El COULTER EPICS XL-MCL es un citometro de flujo basado en
laser, que utiliza la fluorescencia de color diferenciado y se dispersan las
mediciones de luz para analizar las células. Las células en suspension
liquida se presentan bajo la presion de una celda de flujo en el que estan
rodeados por una vaina laminar de liquido libre de particulas. Esta corriente
pasa a través de un coaxial de la camara de flujo en forma de chorro. Las
células se presentan uno a la vez en un haz laser generado por un laser de
488 nm argon. El instrumento puede manejar hasta 10.000 células por
segundo. Cuando las células pasan a través del haz de laser que se (1)
dispersan la luz y/o (2) fluorescencia, ya sea debido a la autofluorescencia
o la presencia de manchas fluorescentes que han sido absorbida
selectivamente u obligados por la célula. La dispersion y las emisiones de
fluorescencia son recogidos por los detectores (fotodiodos y los tubos
fotomultiplicadores) que convierten las sefiales a la tension de los pulsos
que son proporcionales a la cantidad de luz dispersa y/o la intensidad de la
fluorescencia. Estos impulsos se amplifica y se convierte a un formato
digital que puede ser visualizada en orden numérico y / o formatos de
histograma.

Para la determinacion de CD 34+ se utilizé Stem-Kit compuesto por:

e (CDA45-FITC/CD34-PE [Clones J33 / 581, clase III].

e Control isoclonico: CD45-FITC/CD34-PE [Clones J33 / 581,
clase III] +CD34 en exceso.

e Stem-CountTM Fluorospheres.

e 7-AAD (marcador de viabilidad).

e Solucion de lisis de cloruro amoénico 10x

También fueron necesarios los siguientes fungibles y pequefio material:

Flow-SetTM Fluorospheres.

Stem-Trol Control Cells.

[Otest CD4/CDS.

Vortex.

Tubos de polipropileno de 12 x 75 mm.

Pipetas automaticas, preferentemente de doble enrase.

La concentracion recomendada de leucocitos en la muestra debe ser
inferior a 30 x109 /L. En caso de la concentracion sea muy superior, las
muestras pueden diluirse en HBSS o en PBS.
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Cada una de ellas se preparo6 por duplicado para confirmar el
recuento de células CD34+ e incorpord su propio tubo control negativo (3
tubos/muestra).

Se prepararon seglin el esquema siguiente:

Tubo Test-1 | Tubo Test-2 Control
Tubo Negativo
CD45-FITC / CD34-PE | 20 uL 20 Ml -
CDA45-FITC / Isoclonic- | - - 20 Ml
PE
7-AAD (medicion 20 uL 20 uL 20 Ml
viables)
Muestra 100 uL 100 uL 100 uL

e AGITAR con el vortex

e INCUBAR 20 min (a temp. Ambiente y a oscuras)

e Sangre periférica /Sangre de cordon / Médula dsea:
Afadir 2 mL de solucion de lisis 1x
Agitar inmediatamente con el vortex
Incubar 10min a temp. Ambiente y a oscuras
Guardar a 4°C y a oscuras hasta el analisis
(maximo 1h).

¢ Afadir en cada tubo100uL de Stem-Count.

o Agitar.

e Analizar en el clitbmetro

Para la valoracion de células CD34+ respecto a células viables, se
anadio a los tubos el reactivo 7-AAD

El célculo de la concentracion de leucocitos en las muestras
analizadas se obtuvo directamente a través del “report” o informe del panel.

Para obtener el resultado final de células CD34+ por unidad de
cordén umbilical bolsa se multiplicd el nimero de CD34+ por microlitro
dado por el “report”, por el volumen de la bolsa y se expresé en 10°.

La dispensacion del crioprotector se realizdo en el sistema
Coolmix®. Es un mezclador automatico y dispositivo de enfriamiento que
permite la adicion controlada del DMSO-Dextrano.
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A continuacion se tomd muestra para control microbiologico de
aerobios, anaerobios y hongos, se introdujo la unidad en una bolsa de
proteccion, después en un compartimento metalico y a continuacion se
sometid a un proceso de congelacion programada y almacenamiento en
sistema Bio-Archive®.

Las unidades permanecieron en cuarentena hasta que se realizaron
todos los controles de calidad: enfermedades transmisibles, grupo ABO,
Rh, HLA, citometria y esterilidad. Una vez validados se remitio la
informacion al REDMO, donde estuvieron disponibles para cualquier
enfermo que lo necesite.

4. ANALISIS DE LOS DATOS

Todos los datos han sido informatizados y analizados mediante el
programa informatico SPSS edicion 16.0.

Las variables cuantitativas se han expresado como el valor medio
mas/menos la desviacion estandar (media = DE) 6 el error estandar de la
media (media £ s.e.m.) de N valores.

Las variables cualitativas se han expresado en forma de frecuencia y
de porcentaje de incidencia (%) de N valores, o mediana de N valores,
segun el tipo de distribucidn a la que se ajusten los datos.

Por ellos los datos presentados en el texto, graficas y tablas, son la
media £ el error estandar de la media (s.e.m.) de N valores, en el caso de
las variables cuantitativas, y la frecuencia (N) y el porcentaje de incidencia
(% de N valores) en el caso de las variables cualitativas.

Se compararon los grupos en funcion de factores maternos,
neonatales y parametros de las unidades de SCU.

Se aplico la prueba de Kolmogorov-Smirnov para comprobar si las
variables seguian una distribucion normal. Se recurrid6 a andlisis
estadisticos paramétricos cuando la distribucion de las variables era
normal.

La comparacion entre grupos se ha realizado, en el caso de las
variables cuantitativas, utilizando los tests de T de Student, no paramétrico
de Mann-Whitney. La comparacion entre grupos multiples se ha realizado
mediante el anélisis de ANOVA de una y varias vias.
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La comparacion entre grupos se ha realizado, en el caso de las
variables cualitativas, utilizando el test de la chi cuadrado (Chi®),
cuantificando con la OR la potencia de la asociacion de Chi’.

Tanto en el caso de las variables cuantitativas como cualitativas se
han realizado también, en los casos en que asi se precisaba, analisis
univariante y multivariante, correlaciones (se empleo la regresion lineal para
relacionar variables cuantitativas, calculando la correlacion mediante el
coeficiente de Pearson), y regresiones lineales y logisticas para determinar
la posible existencia de factores predictores de la variable dependiente en
estudio.

La correlacidon entre el volumen, contenido de CNT y namero de
CD34+ se analiz6 con el coeficiente de correlacion de Pearson.

El analisis multivariante se realizd6 mediante un modelo de regresion
logistica que incluia las variables que resultaron significativas en el analisis
univariante.

Con objeto de establecer el mejor punto de corte del peso placentario
y del recién nacido que permitiera optimizar la recogida de SCU, se realizd
un analisis de curva de eficacia diagnodstica (ROC, de receiver operating
characteristic) de las variables predictivas.

En todos los casos se ha considerado la existencia de significacion
estadistica a aquella con una p<0,05.
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IV. RESULTADOS

Describimos a continuacidén un resumen de los principales resultados
obtenidos en este estudio.

1. ANALISIS DESCRIPTIVO DEL TOTAL DE LA POBLACION

Se incluyeron inicialmente en el estudio muestras procedentes de 5400
donantes reclutadas entre los meses de enero a agosto de 2009 de 46
hospitales ubicados en las 8 provincias de la Comunidad Autonoma
Andaluza: Almeria, Cadiz, Cordoba, Granada, Huelva, Jaén, Malaga y
Sevilla, y en las 5 provincias de Castilla- La Mancha: Albacete, Ciudad Real,
Cuenca, Guadalajara y Toledo.

Posteriormente se selecciond una muestra de 502 unidades de sangre
de cordon umbilical y se estudiaron los pardmetros relacionados con los
tiempos de recogida, transporte, procesado, parametros obstétricos y su
correlacion con la calidad de la sangre de cordon umbilical.

Las tablas 1 a 15 y las figuras 1 a 7 muestran las principales
caracteristicas descriptivas de la poblacion enrolada.

EL BSCU recibi6 a lo largo del periodo de estudio, un nimero similar
de muestras cada mes (tabla 1) siendo el mes de enero, el mes en el que se
recibid un menor nimero de muestras (9,4%) y marzo, el mes en el que se
registraron un mayor nimero (14,6%). La distribucion mensual es, por tanto,
similar, con una frecuencia media mensual de 675 (12,5%) unidades en el
periodo de enero a agosto de 2009 (tabla 1).

Del total de unidades recepcionadas (5400) en el banco y distribuidas
por Comunidades Autonomas, fue la Comunidad Andaluza con una
sumatoria de 5133 unidades en el periodo estudiado, la que registro el
mayor porcentaje de muestras, con un 95,1% del total (figuras 1 y 2). Sélo
un 4,9% de las muestras procedian de Castilla-La Mancha (figuras 1 y 2).
En la comunidad andaluza, la provincia en la que se extrajeron mas
muestras de sangre de cordon umbilical fue Malaga con la mitad (50,5%)
de las muestras recogidas. La provincia en la que menos muestras se
recogieron fue Huelva con solo un 0,4% de las muestras (tabla 2). En el
caso de Castilla-La Mancha, incorporada al Banco desde mediados del
2008, la gran mayoria de unidades provinieron de Guadalajara, con un
2,2% de las muestras del total enroladas (tabla 2).
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En dos provincias de esta Comunidad, Toledo y Cuenca, solo se
realizd una donacion al BSCU de Andalucia en los 8 meses de seguimiento
de este estudio (tabla 2).

Tabla 1. Distribucion de las muestras en funcion del mes de extraccion

Mes Frecuencia Porcentaje
Enero 505 9,4
Febrero 576 10,7
Marzo 787 14,6
Abril 754 14,0
Mayo 711 13,2
Junio 728 13,5
Julio 654 12,1
Agosto 685 12,7
Total 5400 100,0

Tabla 2. Distribucion de las muestras

Autonomica y de las provincias.

en funcion de la Comunidad

Cornur’nd'a d Provincia N %
Autondémica
Andalucia Almeria 153 2,8
Cadiz 272 5,0
5133 (95,1%) Cordoba 258 4,8
Granada 558 10,3
Huelva 22 0,4
Jaén 252 47
Malaga 2728 50,5
Sevilla 890 16,5
Castilla Albacete 79 1,5
la Mancha Ciudad Real 69 1,3
267 (4,9%) Cuenca 1 0,09
Guadalajara 117 2,2
Toledo 1 0,09
Total 5400 100,0
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Figura 1. Distribucion de las muestras en funcion de la Comunidad
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Al analizar en detalle las muestras recogidas por las maternidades
autorizadas en cada provincia de las dos Comunidades Autonomicas (tabla
3 y figura 3), se observaron que en la Comunidad Autondémica Andaluza,
fue la provincia de Malaga (figura 3-A), con 2728 muestras del total
(50,4%), en la que mayor nimero de donaciones se registraron y fue el
Hospital Materno-Infantil (Carlos Haya) con 971 donaciones, un 45% del
total de unidades recogidas de la provincia de Malaga, el que registr6 un
mayor nimero de donaciones. En este hospital, se registr6 una media
mensual de recogidas de 121 muestras. El orden de recepcion de mayor a
menor de los diferentes hospitales de la provincia de Malaga fue: Materno
(971), Costa del Sol (554), Virgen de la Victoria (436), Antequera (351),
Vélez (218), Ronda (111).

Sevilla es la segunda provincia en unidades donadas de la Comunidad
Andaluza, destacando en ella el Hospital de Valme (431) y que registrd una
media mensual de 54 extracciones, seguido del Hospital Virgen del Rocio
(218) con una media de 27 muestras. Las 3 maternidades recogidas de la
provincia de Almeria, aportaron un total de 153 unidades, destacando el
Hospital de Poniente con una media mensual de 14 donaciones, que fue
duplicada en el mes de abril. En el caso de la provincia de Cadiz se
recibieron 272 unidades procedentes de los 5 hospitales autorizados,
destacando los hospitales de Jerez y de Puerto Real con un 58,8% de las
extracciones gaditanas y con una media mensual de 10 unidades, siguiendo
una distribucion mensual muy homogénea. En Coérdoba, aunque varias
maternidades tienen la posibilidad de donacién de sangre de corddon
umbilical, casi el 100% de las muestras recibidas provinieron del Hospital
Reina Sofia con una media mensual de 31 muestras recibidas, acentuando
con un tercio mas de actividad en el mes de abril y junio. En la provincia de
Granada, el 60% de las muestras tuvieron su origen en el Hospital San
Cecilio con media mensual de 42 unidades, con el doble de muestras
recepcionadas en el mes de marzo. Y en torno al 40% de las donaciones
fueron proporcionadas por el Hospital Virgen de las Nieves con una
distribucién bastante uniforme. La proporcion de unidades procedentes de
la provincia Onubense fue escasa. En Jaén, el 60% de las muestras
procedian del Hospital de Linares con una frecuencia media mensual de
19,5 unidades y cerca del 30% llegaron del Complejo Hospitalario de Jaén
que present6 una media mensual de 9 muestras, duplicando el numero de
¢éstas en el mes de julio (figura 3-B).
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En relacion con Castilla-La Mancha el hospital del que mas unidades
se recibieron fue el Hospital Universitario de Guadalajara (117) que aunque
presentd una casi ausencia de extracciones durante el mes de julio mostrd
una media mensual de 14,5. Le siguié la provincia de Albacete con 79
muestras, en su mayoria del Hospital Universitario, seguida de Ciudad Real
en la que fue el Hospital General de Ciudad Real el que mayor niimero de
muestras remitio (69) con una media mensual 8,6 unidades (figura 3-B).

La mayoria de las provincias siguieron una distribucion homogénea
de los envios a lo largo de los 8 meses de seguimiento aunque en algunos
meses se registraron picos y valles de recogida de muestras (figura 3-C).
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Tabla 3. Distribucion de las muestras en funcion de la Comunidad Autonémica, provincia y hospital de extraccion

Mes de extraccion

Total de Total. de

Comunidad Provinci feb b . il A hospital hospital
autonémica 0" <@ Hospital ene ¢ mar aor may Jun Ju £0 respecto a respecto a
provincia la muestra
Andalucia  Almeria DE PONIENTE N 10 15 17 29 6 13 13 15 118 118
%1 6,5% | 9.8% | 11,1% | 19,0% | 3,9% | 8,5% 8,5% 9,8% 77,1% 2,18%
LA INMACULADA DE HUERCAL-OVERA N 0 3 0 0 0 2 1 5 11 11
%1 0,0% | 2,0% | 0,0% | 0,0% /| 00% | 1,3% 0,7% 3,3% 7,2% 0,20%
TORRECARDENAS N 1 1 3 8 2 3 3 3 24 24
%1 0,7% | 0,7% | 2,0% | 52% | 13% | 2,0% 2,0% 2,0% 15,7% 0,44%
Total N 11 19 20 37 8 18 17 23 153} -
% 7,2% | 124% | 13,1% | 242% | 52% | 11.8% | 11,1% | 15,0% 100,0% | --—-—-
Cadiz JEREZ DE LA FRONTERA N 15 5 10 11 14 10 9 9 83 83
%l 55% | 1,8% | 3,7% | 40% | 51% | 3,7% 3,3% 3,3% 30,5% 1,53%
LA LINEA DE LA CONCEPCION N 0 3 0 1 2 1 15 11 33 33
%1 0,0%| 1,1% | 0,0% | 04% | 0,7% | 0,4% 5,5% 4,0% 12,1% 0,61%
PUERTA DEL MAR N 0 9 6 8 12 13 7 10 65 65
%1 0,0% | 33% | 22% | 2,9% | 44% | 4,8% 2,6% 3,7% 23,9% 1,20%
PUERTO REAL N 1 0 1 0 2 1 1 1 7 7
%1 0,4% | 00% | 0,4% | 0,0% | 07% | 0,4% 0,4% 0,4% 2,6% 0,13%
PUNTA DE EUROPA N 5 9 14 14 8 9 15 10 84 84
%l 1,8% | 3,3% | 51% | 51%| 29% | 3,3% 5,5% 3,7% 30,9% 1,55%
Total N 21 26 31 34 38 34 47 41 2721 -
%1 7,7% | 9,6% | 114% | 12,5% | 14,0% | 12.5% | 173% | 15,1% 100,0% | ---—--
Cérdoba DE MONTILLA N 1 0 2 0 0 0 0 0 3 3
%1 0,4% | 00% | 0,8% | 0,0% | 00% | 0,0% 0,0% 0,0% 1,2% 0,05%
REINA SOFfA N 17 19 39 44 36 45 31 23 254 254
%] 6,6% | 7,4% | 15,1% | 17,1% | 14,0% | 17,4% | 12,0% 8,9% 98,4% 4,70%
VALLE DE LOS PEDROCHES N 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1
%1 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,4% 0,0% 0,0% 0,4% 0,01%
Total N 18 19 41 44 36 46 31 23 2581 -

%1 7,0% | 7.4% | 159% | 17,1% | 14,0% | 17,8% | 12,0% 8,9% 100,0%

sope)nsoy
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Granada DE BAZA N 1 0 1 1 1 0 0 0 4 4
%1 02% | 0,0% | 02% | 02% | 0,2% | 0,0% 0,0% 0,0% 0,7% 0,07%

SAN CECILIO N 24 25 78 59 49 39 35 30 339 339

%1l 43% | 45% | 14,0% | 10,6% | 8.8% | 7,0% 6,3% 5,4% 60,8% 6,27%

SANTA ANA DE MOTRIL N 0 2 3 2 1 1 1 2 12 12

%1 0,0% | 04% | 0,5% | 0,4% | 02% | 0,2% 0,2% 0,4% 2.2% 0,22%

VIRGEN DE LAS NIEVES N 22 21 26 36 34 29 22 13 203 203

%1 3.9% | 38% | 47% | 6,5% | 6,1% | 52% 3,9% 2,3% 36,4% 3,75%

Total N 47 48 108 98 85 69 58 45 5581 -

% | 84% | 8,6% | 194% | 17,6% | 152% | 12,4% | 10,4% 8,1% 100,0% | ---—--

Huelva INFANTA ELENA N 2 2 1 6 2 1 1 15 15
% 9,1% | 9,1% | 4,5% | 273% | 9,1% 4,5% 4,5% 68,2% 0,27%

JUAN RAMON JIMENEZ N 1 0 1 4 1 0 0 7 7

% 45% | 0,0% | 4,5% | 182% | 4,5% 0,0% 0,0% 31,8% 0,13%

Total N 3 2 2 10 3 1 1 221 -

% 13,6% | 9,1% | 9,1% | 45,5% | 13,6% 4,5% 4,5% 100,0% | ---—--

Jaén COMPL H DE JAEN N 4 6 4 8 9 13 17 13 74 74
%l 1,6% | 24% | 1,6% | 32% | 3,6% | 52% 6,7% 5,2% 29,4% 1,37%

ALTO GUADALQUIVIR DE ANDUJAR N 1 3 1 4 0 1 1 2 13 13

%1l 04% | 12% | 04% | 1,6% | 0,0% | 0,4% 0,4% 0,8% 5,2% 0,24%

SAN AGUSTIN DE LINARES N 13 15 22 27 19 15 21 24 156 156

%1l 52% | 6,0% | 8,7% | 10,7% | 7,5% | 6,0% 8,3% 9,5% 61,9% 2,88%

SAN JUAN DE LA CRUZ DE UBEDA N 0 3 0 0 0 2 1 3 9 9

%1 0,0% | 12% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,8% 0,4% 1,2% 3,6% 0,16%

Total N 18 27 27 39 28 31 40 42 2521 -

%1 7,1% | 10,7% | 10,7% | 15,5% | 11,1% | 12,3% | 159% | 16,7% 100,0% | -----

Malaga CLINICA EL ANGEL N 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1
%1 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% 0,0% 0,0% 0,0% 0,01%

CLINICA PARQUE SAN ANTONIO N 3 2 2 0 3 4 3 8 25 25

%l 0,1% | 0,1% | 0,1% | 0,0% | 0,1% | 0,1% 0,1% 0,3% 0,9% 0,46%

DE ANTEQUERA N 49 41 40 47 39 37 50 48 351 351

%1 1,8% | 1,5% | 1,5% | 1,7% | 1,4% | 1,4% 1,8% 1,8% 12,9% 6,50%

COSTA DEL SOL N 68 78 74 64 69 67 68 66 554 554

%1l 25% | 29% | 2,7% | 2,3% | 2,5% | 2,5% 2,5% 2,4% 20,3% 10,25%

LA AXARQUIA DE VELEZ-MALAGA N 36 33 30 29 17 31 22 20 218 218

%l 1.3% | 12% | 1,1% | 1,1% | 0,6% | 1,1% 0,8% 0,7% 8,0% 4,03%

MATERNO INFANTIL CARLOS HAYA N 72 105 148 115 129 128 118 156 971 971

%1 2,6% | 3.8% | 54% | 42% | 4,7% | 4,7% 4,3% 5,7% 35,6% 17,98%

SANATORIO DR. GALVEZ N 5 10 7 11 7 7 6 8 61 61

%1l 02% | 04% | 0,3% | 04% | 03% | 0,3% 0,2% 0,3% 2.2% 1,13%

sopeynsay
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SERRANIA DE RONDA N 11 14 13 13 21 13 14 12 111 111
%] 04% | 05% | 0,5% | 0,5% | 0,8% | 0,5% 0,5% 0,4% 4,1% 2,05%
VIRGEN DE LA VICTORIA N 47 39 56 45 58 65 71 55 436 436
%l 1,L7% | 14% | 2,1% | 1,6% | 2,1% | 2,4% 2,6% 2,0% 16,0% 8,07%
Total N 292 322 370 324 343 352 352 373 27281 -
% 1 10,7% | 11.8% | 13,6% | 11,9% | 12,6% | 129% | 129% | 13,7% 100,0% | -----
Sevilla CLINICA SAGRADO CORAZON N 9 7 12 5 7 11 3 6 60 60
%1l 1,0% | 08% | 1,3% | 0,6% | 0.8% | 1,2% 0,3% 0,7% 6,7% 1,11%
CLINICA SANTA ISABEL N 0 0 0 0 0 1 0 0 1 1
%1 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,1% 0,0% 0,0% 0,1% 0,01%
DE LA MERCED DE OSUNA N 0 0 4 2 1 0 1 1 9 9
%1 0,0% | 0,0% | 04% | 02% | 0,1% | 0,0% 0,1% 0,1% 1,0% 0,16%
NUESTRA SENORA DE VALME N 26 52 70 70 62 71 38 42 431 431
%1 29% | 58% | 79% | 7,9% | 7,0% | 8,0% 4,3% 4,7% 48,4% 7,98%
VIRGEN DEL ROCIO N 22 17 29 32 27 35 31 25 218 218
%1l 25% | 19% | 3,3% | 3,6% | 3,0 | 3,9% 3,5% 2,8% 24,5% 4,03%
VIRGEN MACARENA N 21 17 31 30 21 18 16 17 171 171
%1l 24% | 19% | 3,5% | 34% | 24% | 2,0% 1,8% 1,9% 19,2% 3,16%
Total N 78 93 146 139 118 136 89 91 890 -
% | 8,8% | 104% | 16,4% | 15,6% | 13,3% | 153% | 10,0% | 10,2% 100,0% | -----
Castilla Albacete DE HELLIN N 0 0 0 0 4 0 0 0 4 4
la %1 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 51% | 0,0% 0,0% 0,0% 5,1% 0,07%
Mancha GENERAL DE ALMANSA N 0 0 0 0 5 3 2 2 12 12
%1 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 63% | 3,8% 2,5% 2,5% 15,2% 0,22%
UNIVERSITARIO ALBACETE N 6 3 11 8 7 9 4 9 57 57
%1l 7,6% | 3,8% | 13,9% | 10,1% | 89% | 11,4% 51% | 11,4% 72,2% 1,05%
VILLAROBLEDO N 0 0 0 0 1 0 2 3 6 6
%1 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 1,3% | 0,0% 2,5% 3,8% 7,6% 0,11%
Total N 6 3 11 8 17 12 8 14 91 0 -
% | 7,6% | 3.8% | 13,9% | 10,1% | 21,5% | 152% | 10,1% | 17,7% 100,0% | ---—-
Ciudad Real DE MANZANARES N 0 0 0 0 0 0 4 6 10 10
%1 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% 5,8% 8,7% 14,5% 0,18%
GENERAL DE CIUDAD REAL N 3 1 7 11 9 7 4 8 50 50
%1l 43% | 1,4% | 10,1% | 15,9% | 13,0% | 10,1% 5,8% | 11,6% 72,5% 0,92%
PUERTOLLANO N 0 0 4 2 2 0 0 1 9 9
%1 0,0% | 0,0% | 58% | 29% | 29% | 0,0% 0,0% 1,4% 13,0% 0,16%
Total N 3 1 11 13 11 7 8 15 691 -
%1 43% | 1,4% | 159% | 18,8% | 159% | 10,1% | 11,6% | 21,7% 100,0%
Cuenca VIRGEN DE LA LUZ N 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1
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%] 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% 0,0% | 100,0% 100,0% 0,01%
Total N 0 0 0 0 0 0 1 I I
%] 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% 0,0% | 100,0% 100,0%
Guadalajara UNIVERSITARIO GUADALAJARA N 11 15 20 16 17 20 2 16 117 117
%1 94% | 12,8% | 17,1% | 13,7% | 14,5% | 17,1% 1,7% | 13,7% 100,0% 2,16%
Total N 11 15 20 16 17 20 2 16 7y -
% 1 9,4% | 12,8% | 17,1% | 13,7% | 14,5% | 17,1% 1,7% | 13,7% 100,0% | -
Toledo VIRGEN DE LA SALUD N 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1
%] 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 0,0% | 100,0% 0,0% 100,0% 0,01%
Total N 0 0 0 0 0 0 1 0 I I
% 1 0,0% | 0,0% |0,0% |0,0% |0,0% |0,0% | 100,0% 0,0% 100,0% ) -

Figura 3. Distribucion de las muestras en funcion
temporal de la recogida por provincias (C)

A. Distribucion de muestras por provincia de extraccion.
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B. Distribucion de muestras del total de la poblacion recogida en funcion del hospital de extraccion.
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Resultados

Las tablas 4 y 5 muestran los tiempos medios desde la extraccion
hasta la criopreservacion de las muestras en funcion de la Comunidad
Autondémica y de la provincia de extraccion (tabla 4) y desde la extraccion
hasta la criopreservacion de las muestras en funcion de la Comunidad
Autondémica, de la provincia y del hospital de extraccion (tabla 5).

Destacar de ambas tablas, el tiempo medio en horas de la unidades
que llegan al BSCU procedentes de Andalucia, de 24,9 horas con un
minimo de 24,6 horas y un maximo de 25,2 horas. Este tiempo aumento, en
el caso de Castilla-La Mancha, cuya media fue de 31,4 horas con rango
entre 29,9 horas hasta 32,8 horas (tabla 4).

La provincia andaluza que mayor tiempo presentd fue Cadiz (con
una media de 32,15 h) y la que menos, Mélaga (media 22,65 h) seguida
muy de cerca por Almeria, Jaén y Huelva.

En Castilla-La Mancha, la provincia que presentd tiempos mas
prolongados fue Albacete con una media de 35 horas y la que menos fue
Ciudad Real con una media de 25,4 horas.

Al analizar los datos de las diferentes provincias por comunidad
autonomica, en Andalucia, en los 5 hospitales de los que més unidades se
recepcionaron de la provincia de Malaga, fueron, los que presentaron el
rango medio mas corto y similar de 22 a 23 horas, de tiempo total desde la
extraccion hasta la criopreservacion, y fue el hospital de Ronda que
presentd el tiempo mayor con 23,8 h. En la provincia de Cérdoba, en casi el
total de las unidades extraidas se materializd en el Hospital Reina Sofia,
con una media 26,4 horas. Granada presentd una media similar en las 4
maternidades que donaron en el periodo de seguimiento, siendo el que
registrd un tiempo mas prolongado hasta la criopreservacion el Hospital de
Baza con 28,6 h. En el resto de las provincias fueron en Jaén el hospital de
San Juan de la Cruz de Ubeda con una media de 34,5 horas, en Almeria, el
Hospital La Inmaculada de Huercal-Overa con una media de 34,7 horas, en
Cadiz la maternidad de Puerto Real con una media de 39,6 horas. Sevilla
mostr6é una media mas prolongada en casi todas las maternidades respecto a
las diferentes provincias andaluzas, si bien hay que indicar que el tiempo
mas prolongado registrado en esta provincia, 29,5 h, se debe a 2 hospitales,
Clinica Santa Isabel y Hospital de la Merced de Osuna que presentaron
tiempos mas prolongados pero que solo suponen el 1,1% de las muestras
recogidas de toda la provincia, mientras que los tres hospitales que
remitieron el 98,9% de las muestras, Nuestras Sefora de Valme, Virgen del
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Rocio, Virgen Macarena y Clinica Sagrado Corazon, presentaron tiempos
entre 6-8 horas inferiores (tabla 5).

En Castilla-La Mancha, Ciudad Real fue la provincia que registro
menores tiempos hasta la criopreservacion, siendo el hospital con tiempo
mas prolongado desde la extraccidon hasta la criopreservacion el Hospital
General de Ciudad Real con 25,7 horas. A este respecto hacer notar que los
tiempos de las muestras recogidas desde esta provincia son inferiores o
bien similares a los registrados en relacion con la mayoria de las provincias
andaluzas y similar o entre 1-2 horas superiores a los de tiempo de
procesado mas corto de la provincia de Malaga. En Albacete la media de
procesado de las unidades fue muy dispar entre los diferentes hospitales,
alcanzando una diferencia de entre 10 y 12 h entre algunos de ellos. El
hospital con tiempo mds prolongados de procesado total desde la
extraccion hasta la criopreservacion fue el Hospital de Almansa con una
media de 43 horas y el que menor tiempo registrd6 fue el Hospital de
Villarrobledo con 30,4 horas. La media registrada en el Hospital
Universitario de Guadalajara fue de 32,4 horas (tabla 5).

Tabla 4. Tiempos medios desde la extraccion hasta la criopreservacion
de las muestras en funcion de la Comunidad Autonomica y de la
rovincia de extraccion.

Intervalo de confianza

para la media al 95%

N Media +sem 'Limi.te Limit.e

inferior superior

Comunidad Autonémica | Andalucia 5116 24,96 0,16 24,63 25,29
Castilla la Mancha | 266 31,41% 0,74 29,94 32,88
Total 5382 25,28 0,16 2495 25,60
Andalucia Almeria 150 23,75 0,85 21,886 25,621
Cadiz 269 | 32,15@ 0,77 30,761 33,550
Cérdoba 258 | 26,57 0,68 25,155 28,003
Granada 555 | 25839 0,49 24,867 26,809
Huelva 22 22,85 2,29 17,978 27,728
Jaén 252 23,45 0,71 22,010 24,891
Mélaga 2722 | 22,65© 0,22 22216 23,093
Sevilla 888 | 29,520 0,40 28,759 30,294
Castilla la Mancha Albacete 78 35,02 1,45 32,436 37,614
Ciudad Real 69 | 25410 1,62 22,666 28,172
Cuenca 1 47,33 . 24,466 70,201
Guadalajara 117 32,46 0,87 30,351 34,579
Toledo 1 24,83 1,966 47,701

Test de ANOVA. *Mayor que Andalucia, p<0,001.® Mayor que el resto de las provincias, p<0,01.® Mayor que el
resto de las provincias pero menor que Cadiz, p<0,01. Mayor que Almeria, Jaén y Malaga y menor que Cadiz y
Sevilla, p<0,01.  Mayor que Jaén y Malaga y menor que Cadiz y Sevilla, p<0,01.© Menor que Cadiz, Sevilla,
Cordoba y Granada, p<0,01.  Menor que Albacete y Cuenca, p<0,01.
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Tabla S. Tiempos medios desde la extraccion hasta la criopreservacion
de las muestras en funciéon de la Comunidad Autonémica, de la
rovincia y del hospital de extraccion.

Intervalo de

confianza

para la media al 95%

Hospital N | Media | £sem Limite Limite
inferior superior
Andalucia | Almeria H. DE PONIENTE 117 | 23,14 | 0,96 21,2219 | 25,0582
LA INMACULADA DE HUERCAL-OVERA 11| 34,71*% | 2,57 28,9796 | 40,4416
TORRECARDENAS 22| 21,53 1,74 17,8990 25,1768
Cadiz JEREZ DE LA FRONTERA 811 36,29*% | 1,44 | 33,4265 | 39,1657
LA LINEA DE LA CONCEPCION 33| 28,32 | 2,07 24,0933 32,5622
PUERTA DEL MAR 64 | 29,96 1,87 26,2181 33,7153
PUERTO REAL 7 | 39,66% | 3,04 32,2200 47,1133
PUNTA DE EUROPA 84 | 30,70 1,06 28,5974 32,8189
Cordoba H. DE MONTILLA 3| 2822 | 12,53 | -25,7031 82,1476
REINA SOFiA 254 | 26,49 | 0,68 25,1447 27,8443
VALLE DE LOS PEDROCHES 1 43,08 . . .
Granada DE BAZA 4| 28,64 | 2,21 21,6105 35,6811
SAN CECILIO 339 | 25,62 | 0,66 24,3072 26,9393
SANTA ANA DE MOTRIL 11| 24,03 1,71 20,2162 27,8535
VIRGEN DE LAS NIEVES 201 | 26,24 | 0,77 24,7051 27,7807
Huelva INFANTA ELENA 15| 24,14 | 3,09 17,5134 30,7777
JUAN RAMON JIMENEZ 7| 20,08 | 2,84 13,1290 27,0376
Jaén COMPLEJO H.ARIO DE JAEN 74 | 22,17 | 0,98 | 20,2134 | 24,1321
H. ALTO GUADALQUIVIR DE ANDUJAR 13 | 21,07 | 3,003 14,5339 | 27,6199
SAN AGUSTIN DE LINARES 156 | 23,61 | 0,96 21,7075 | 25,5248
SAN JUAN DE LA CRUZ DE UBEDA 9| 3451* | 449 24,1498 44 8761
Malaga CLINICA EL ANGEL 1] 2625 . . .
CLINICA PARQUE SAN ANTONIO 24 | 29,66* | 3,97 21,4473 37,8902
DE ANTEQUERA 351 22,13 | 0,62 20,9033 23,3657
H. COSTA DEL SOL 552 | 23,10 | 0,50 22,1029 24,1003
LA AXARQUIA DE VELEZ-MALAGA 218 | 23,62 | 0,77 22,0868 | 25,1596
MATERNO INFANTIL CARLOS HAYA 968 | 22,35 | 0,36 21,6427 23,0618
SANATORIO DR. GALVEZ 61 | 25,14* 1,08 22,9623 27,3196
SERRANIA DE RONDA 111 | 23,81 | 1,003 21,8231 25,8013
VIRGEN DE LA VICTORIA 436 | 21,65 | 0,56 20,5440 22,7676
Sevilla CLINICA SAGRADO CORAZON 60 | 30,86 | 1,27 | 283125 | 33,4114
CLINICA SANTA ISABEL 1| 36,58 . . .
H. DE LA MERCED DE OSUNA 9| 36,61 | 3,45 28,6490 | 44,5843
NUESTRA SENORA DE VALME 431 | 28,50 | 0,55 27,4120 29,6072
VIRGEN DEL ROCIO 216 | 30,60 | 091 28,8053 32,4038
VIRGEN MACARENA 171 | 29,84 | 0,87 28,1120 31,5779
Castilla Albacete H. DE HELLIN 4| 34,02 | 6,49 13,3498 | 54,6918
la H. GENERAL DE ALMANSA 12 | 43,07* | 4,77 | 32,5621 | 53,5962
Mancha H. UNIVERSITARIO ALBACETE 56 33,86 1,53 30,7949 36,9325
H. VILLAROBLEDO 6| 3042 5,76 15,6093 45,2462
Ciudad Real H. DE MANZANARES 10 | 23,78 1,03 21,4505 26,1229
H. GENERAL DE CIUDAD REAL 50 | 25,70 | 2,11 21,4546 | 29,9614
H. PUERTOLLANO 9| 2562 | 4,20 15,9189 35,3330
Cuenca VIRGEN DE LA LUZ 1| 4733 . 24,466 70,201
Guadalajara UNIVERSITARIO GUADALAJARA 117 | 3246 | 0,87 30,351 34,579
Toledo VIRGEN DE LA SALUD 1| 2483 1,966 47,701

Test de ANOVA. *Mayor que el resto de los hospitales de la provincia, p<0,05.
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Las tablas 6 a 11 y las figuras 5 a 7 muestran del total de unidades de
SCU recogidas las que fueron aceptadas, rechazadas y los motivos de
rechazo en el total de la poblacion, por comunidades autondmicas y
provincias.

De las 5400 muestras recogidas en los 8 primeros meses del 2009 se
desecharon mas de la mitad, un 62,5% de las unidades extraidas de los
diferentes centros autorizados por diversos motivos (tabla 6 y figura 4). La
relacion de causas mas habituales de exclusion de muestras por orden de
frecuencia fue: baja celularidad, bajo volumen, coagulos, fecha,
leucocitosis (recuento >20x10°/mL), existencia de posible contaminacion
(sistema abierto) y presencia de marcadores repetidamente reactivos de
enfermedades transmisibles de obligado cumplimiento. El 72,4% de las
unidades fueron rechazadas por baja celularidad (<10 x 10° CNT) y un
8,5% por bajo volumen (< 80 ml) (tabla 6 y figura 4). El resto de causas de
rechazo presentaron una menor frecuencia de incidencia, un 6,67% por la
existencia de coagulos de forma aislada o asociada a una mala
identificacion, un 3,76% por problemas relacionados con la fecha de
identificacién aislada o asociada a desviaciones del protocolo, falta de
trazabilidad o fecha préxima a la caducidad, un 3,25% por existencia de
leucocitosis sola o asociada a minoria de edad y un 2,51% por antecedentes
contenidos en la historia clinica (tabla 6 y figura 5).

El porcentaje de aceptacion de muestras de sangre de cordon
umbilical fue mayor en Castilla-La Mancha con un 45,3% frente al 37,1%
observado en Andalucia. Al analizar la incidencia de rechazo por
Comunidad Autonoma se observo que las muestras de la Comunidad
Andaluza presentaban un riesgo 0,71 veces mayor de ser desechadas que
las muestras de Castilla-La Mancha (OR de 0,71 con intervalo de confianza
al 95% de 0,55-0,91) (tabla 7 y figura 6). Esto supone que en Andalucia,
por cada muestra aceptada, dos muestras posiblemente serdn desechadas,
mientras que en Castilla-La Mancha esta proporcioén es de uno a uno, por
cada muestra aceptada posiblemente otra muestra sea rechazada.

Esta proporcion de unidades desechadas (2:3) se observd en Malaga,
Sevilla, Cadiz, Cordoba y Jaén, con porcentajes de 65,1%, 62,1%, 60,3%,
61,6 y 60,3%, respectivamente. La provincia andaluza con mas unidades
desechadas, fue Huelva, con un 81,8% (del total de 22 unidades enviadas).
S6lo Granada presentd una proporcion de 1:1 con un 56% de donaciones
rechazadas (tabla 8). La media de exclusion dentro de la Comunidad
Andaluza fue de un 62,9% de muestras recepcionadas (tabla 9).
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Por provincia y hospital, las maternidades que superaron el 65% de
frecuencia de exclusion fueron en Almeria el Hospital de la Inmaculada de
Huercal-Overa, en Cérdoba el Hospital de Montilla, en Granada el Hospital
de Baza, en Huelva el Infanta Elena y el Juan Ramoén Jiménez, en Jaén los
hospitales del Alto Guadalquivir de Andujar y el San Juan de la Cruz de
Ubeda, en Malaga la Clinica Parque de San Antonio, los hospitales
comarcales de Antequera, de Vélez y de Ronda y el Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Victoria, y en Sevilla la Clinica Santa Isabel, el
Hospital de la Merced de Osuna y Nuestra Sefiora de Valme (tabla 9).

Las maternidades que presentaron un porcentaje de exclusion por
debajo del 60% fueron en Almeria los hospital de Poniente y
Torrecardenas, en Cadiz los hospitales de Jerez de la Frontera, la Linea de
la Concepcion y Puerto Real, en Granada los hospitales de San Cecilio,
Santa Ana de Motril y Virgen de la Nieves, en Jaén el hospital de San
Agustin de Linares, en Malaga, el Sanatorio del Dr. Gélvez (el hospital
Materno-Infantil (Carlos Haya) quedo6 cerca con un 60,8%), y en Sevilla la
Clinica Sagrado Corazon y el hospital Virgen Macarena (el hospital Virgen
del Rocio quedo cerca con un 60,1%) (tabla 9).

En Castilla-La Mancha, sélo se consideraron, a efectos de riesgo de
posible desecho de unidades, las obtenidas de las provincias con mayor
numero de donaciones. En este caso, Guadalajara y Ciudad Real
presentaron la mejor tasa de riesgo 1:1 con un 49,6% y un 56,5%
desechadas, y Albacete con un 60,8% de unidades excluidas para la
criopreservacion es la que presenta una peor proporcion (tabla 8).

La media de exclusion dentro de esta Comunidad fue menor, un
54,7% de muestras recepcionadas. Por provincias y hospitales, las
maternidades de esta Comunidad que superaron el 65% de frecuencia de
exclusion fueron los hospitales de Almansa y Villarobledo en Albacete.

Las maternidades que presentaron un porcentaje de exclusion por
debajo del 60% fueron en Albacete el hospital Universitario y el hospital de
Hellin, todos los hospitales de Ciudad Real, los hospitales de Manzanares,
General de Ciudad Real, y de Puertollano y en Guadalajara el Universitario
(tabla 9).

De todos los hospitales con mas de 100 donaciones, el orden de los
hospitales que presentaron una mayor proporcion de aceptacion fue: el
Hospital Universitario de Guadalajara (50,4%), el Virgen de la Nieves de
Granada (44,3%), el San Agustin de Jaén (43,6%), el Virgen Macarena de
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Sevilla (43,3%), el Hospital de Poniente de Almeria (43,2%), el San
Cecilio de Granada (42,8%), el Virgen del Rocio de Sevilla (39,9%), el
Hospital Materno-Infantil (Carlos Haya) (39,2%) y el Costa del Sol de
Malaga (37,7%) (tabla 9).

La causa mas frecuente de exclusion a la llegada del Banco de
Cordon de Andalucia por Comunidades Autonomas en ambas
Comunidades fue la baja celularidad, con un 72,19% en Andalucia y un
65,1% en Castilla-La Mancha.

En Andalucia, el bajo volumen (8,82%), la presencia de coagulos
(6,37%), problemas con la fecha (3,56%) y la existencia de leucocitosis
(3,25%) fueron las siguientes causas de exclusion.

En Castilla-La Mancha, las siguientes causas de exclusion fueron
algo diferentes, la presencia de coagulos (13%), problemas con la fecha
(8,2%) y con la misma proporcion el bajo volumen (3,4%), la existencia de
leucocitosis (3,4%) y la existencia de antecedentes en la historia (3,4%)
fueron las siguientes causas de exclusion (tabla 10 y figura 7).

Estas mismas proporciones se repitieron al considerar las muestras
por provincias con diferencias muy leves (tabla 11).

En Andalucia, las provincias que tienen como primera y segunda
causas de desecho la baja celularidad y el bajo volumen, respectivamente
son Almeria, Cadiz, Huelva, Malaga y Sevilla. Para el resto de las
provincias andaluzas la segunda causa de exclusion fue la existencia de
coagulos.

En las provincias de Castilla-La Mancha la primera y segunda causa
de exclusion fue la baja celularidad y la presencia de coagulos,
respectivamente, con la excepcion de Albacete en que la segunda causa de
desecho fue problemas con la fecha (falta de trazabilidad).
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Tabla 6. Unidades de sangre de cordon desechadas y aceptadas y

motivo por el que las unidades fueron desechadas.

Frecuencia | Porcentaje
Aceptada 2024 37,5
Desechada 3376 62,5
Total 5400 100,0
Motivo unidad desechada Frecuencia | Porcentaje
Baja Celularidad (+gemelar, 1 6 2" gemelar, llegan 2 unidades, mala identificacion) 2445 72,43
Bajo Volumen (+coagulos, mala identificacion, ausencia unidad, gemelar) 289 8,56
Coagulos (+mala identificacion ¢ 2° gemelar) 225 6,67
Fecha (+ destino, origen, protocolo, falta trazabilidad, préxima caducidad ) 127 3,76
Leucocitosis (+minoria de edad) 110 3,25
Antecedentes Historia Clinica 85 2,51
Contaminacion (+sistema abierto, mal sellado, macarrén pic) 34 1,007
Minoria de Edad (+mala identificacion) 26 0,77
Infeccion-Marcadores (n/%) 15 0,435
HIV Materno repetidamente reactivo (7/0,207%)
HCV Materno repetidamente reactivo (5/0,14%)
HbsAg Materno repetidamente reactivo (2/0,059%)
Enfermedad Creutzfelt Jakob (1/0,029%)
Protocolo (+unidad congelada, H* clinica, dos bolsas, congelada, falta de trazabilidad) 10 0,29
Fallo en Procesamiento 6 0,17
Mala Identificacion (falta DNI,pasaporte) 2 0,059
Baja Recuperacion 1 0,029
Desconocido 1 0,029
Total 3376 100,0

(entre paréntesis motivos asociados al principal).
Criterios de: Bajo volumen: <80 ml, Baja Celularidad<10 x 10 ® CNT, Leucocitosis Rt° >20x10%mL.

Figura 4. Unidades de sangre de cordon desechadas y aceptadas en el

total de la poblacion.

O Aceptada B Desechada
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Figura 5. Motivos de desecho de las unidades de sangre de cordon en el
total de la poblacion.
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Tabla 7. Unidades de sangre de cordon desechadas
funcion de la Comunidad Autonémica.

60 65 70 75

y aceptadas en

Comunidad autonémica
Unidad i Castilla Total
Andalucia la Mancha
Recuento 1903 121 2024
Aceptada % de Comunidad autonémica 37,1% 45,3% | 37,5%
Desechada Recuento 3230 146 3376
% de Comunidad autondémica | 62,9%** 54,7% | 62,5%
Total Recuento 5133 267 5400
% de Comunidad autonomica 100,0% 100,0% | 100,0%
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Figura 6. Unidades de sangre de cordon desechadas y aceptadas en
funcion de la Comunidad Autonémica.

Aceptada Desechada
@ Andalucia
M Castilla la Mancha

Tabla 8. Unidades de sangre de cordon desechadas y aceptadas en
funcion de la Comunidad Autonomica y de la Provincia.

Comunidad autonémica  Provincia UNIDAD Total
Aceptada | Desechada
Almeria Recuento 62 91 153
% de Provincia 40,5% 59,5%* | 100,0%
Cadiz Recuento 108 164 272
% de Provincia 39,7% 60,3%* | 100,0%
Coérdoba Recuento 99 159 258
% de Provincia 38,4% 61,6%* | 100,0%
Granada Recuento 242 316 558
% de Provincia 43.,4% 56,6% | 100,0%
, Huelva Recuento 4 18 22
Andalucia % de Provincia | 182% | 81.8%** | 100,0%
Jaén Recuento 100 152 252
% de Provincia 39,7% 60,3%* | 100,0%
Mailaga Recuento 951 1777 2728
% de Provincia 34,9% 65,1%* | 100,0%
Sevilla Recuento 337 553 890
% de Provincia 37,9% 62,1%* | 100,0%
Total Recuento 1903 3230 5133
% de Provincia 37,1% 62,9%* | 100,0%
Albacete Recuento o 31 7 48 79
% de Provincia 39,2% 60,8%* | 100,0%
. Recuento 30 39 69
CiudadReal o' 4o provincia | 43,5% 56,5% | 100,0%
Castilla Cuenca Recuento 1 0 !
La % de Provincia 100,0% 0,0% | 100,0%
Mancha Guadalajara Recuento . >9 >8 117
% de Provincia 50,4% 49,6% | 100,0%
Toledo Recuento o 0 1 1
% de Provincia 0,0% 100,0% | 100,0%
Total Recuento o 121 146 267
% de Provincia 45,3% 54,7% | 100,0%

Test Chi’. * Mayor que aceptada, p<0,05. ** Mayor que aceptada, p<0,01
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Tabla 9. Unidades de sangre de cordon desechadas y aceptadas en
funcion de la Comunidad Autonémica, de la provincia y del hospital.

Comunidad

— Provincia/Hospital Unidad Total
autonomica
Aceptada | Desechada | Aceptada
Andalucia Almeria H. DE PONIENTE Recuento 51 67 118
el 432% 56,8% | 100,0%
Iaz\x/ g{I\A/IACULADA DE HUERCAL- . | 10 1
Heitl 9,1% | 90,9%** | 100,0%
TORRECARDENAS Recuento 10 14 24
Hrasita 417% | 583% | 100,0%
Total Recuento 62 91 153
il 40,5% 59,5% | 100,0%
Cadiz JEREZ DE LA FRONTERA Recuento 34 49 83
Tt 41,0% | 59.0% | 100,0%
LA LINEA DE LA CONCEPCION Recuento 16 17 33
Tt 485% | 51,5% | 100,0%
PUERTA DEL MAR Recuento 25 40 65
feal 38,5% 61,5% | 100,0%
PUERTO REAL Recuento 3 4 7
feal 42,9% 57,1% | 100,0%
PUNTA DE EUROPA Recuento 30 54 84
il 35,7% 64,3% | 100,0%
Total Recuento 108 164 272
il 39,7% 60,3% | 100,0%
Cordoba H. DE MONTILLA Recuento 1 2 3
Tt 333% | 66,7%* | 100,0%
REINA SOF{A Recuento 97 157 254
Tt 382% | 61,8% | 100,0%
VALLE DE LOS PEDROCHES Recuento 1 0 1
Hital 100,0% 0,0% | 100,0%
Total Recuento 99 159 258
Hrasita 384% | 61,6% | 100,0%
Granada DE BAZA Recuento 1 3 4
el 25,0% | 75,0%** | 100,0%
SAN CECILIO Recuento 145 194 339
el 42,8% 57,2% | 100,0%
SANTA ANA DE MOTRIL Recuento 6 6 12
Tt 50,0% | 50,0% | 100,0%
VIRGEN DE LAS NIEVES Recuento 90 113 203
Hrasita 443% | 557% | 100,0%
Total Recuento 242 316 558
Hital 43,4% 56,6% | 100,0%
Huelva INFANTA ELENA Recuento 2 13 15
Tt 133% | 86,7%* | 100,0%
JUAN RAMON JIMENEZ Recuento 2 5 7
teal 28,6% | 714%* | 100,0%
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Total Recuento 4 18 22
% de 18,2% 81,8% | 100,0%
Hospital 70 070 70
Jaén COMPLEJO H.ARIO DE JAEN Recuento 27 47 74
% de
Hospital 36,5% 63,5% 100,0%
ENIIAD]{;FJ(XI({} UADALQUIVIR DE Recuento 2 11 13
Tt 154% | 84,6%** | 100,0%
SAN AGUSTIN DE LINARES Recuento 68 88 156
;/l" de. 43,6% 56,4% | 100,0%
ospital
SAN JUAN DE LA CRUZ DE
UBEDA Recuento 3 6 9
;/;dc. 33,3% 66,7% | 100,0%
ospital
Total Recuento 100 152 252
% de
Hospital 39,7% 60,3% 100,0%
Malaga CLINICA EL ANGEL Recuento 1 0 1
;/l" de. 100,0% 0,0% | 100,0%
ospital
CLINICA PARQUE SAN ANTONIO  Recuento 8 17 25
% de
Hospital 32,0% 68,0%%* 100,0%
DE ANTEQUERA Recuento 90 261 351
Tt 25.6% | T4A%** | 100,0%
H. COSTA DEL SOL Recuento 209 345 554
% de
, ’ Hospital 37,7% 62,3% 100,0%
LA AXARQUIA DE VELEZ-
MALAGA Recuento 66 152 218
e 303% | 69.7%* | 100,0%
ospital
MATERNO INFANTIL CARLOS
HAYA Recuento 381 590 971
;/l" de. 39,.2% 60,8% | 100,0%
ospital
SANATORIO DR. GALVEZ Recuento 26 35 61
;/l" de. 42,6% 574% | 100,0%
ospital
SERRANIA DE RONDA Recuento 33 78 111
Tt 29.7% | 70.3%** | 100,0%
VIRGEN DE LA VICTORIA Recuento 137 299 436
% de
Hospital 31,4% 68,6% 100,0%
Total Recuento 951 1777 2728
;/;dc. 34,9% 65,1%* | 100,0%
ospital
Sevilla CLINICA SAGRADO CORAZON Recuento 29 31 60
hde 48,3% 51,7% | 100,0%
ospital
CLINICA SANTA ISABEL Recuento 0 1 1
;/l" de. 0,0% 100,0% | 100,0%
ospital
H. DE LA MERCED DE OSUNA Recuento 1 8 9
Z;"“. 11,1% |  88,9%** | 100,0%
ospital
NUESTRA SENORA DE VALME Recuento 146 285 431
% de
Hospital 33,9% 66,1%* 100,0%
VIRGEN DEL ROCIO Recuento 87 131 218
% de
Hospital 39,9% 60,1% 100,0%
VIRGEN MACARENA Recuento 74 97 171
hde 43,3% 56,7% | 100,0%
ospital
Total Recuento 337 553 890
% de
Hospital 37,9% 62,1%* 100,0%
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Castilla Albacete H. DE HELLIN Recuento 3 1 4
% de
la Hospital 75,0% 250% | 100,0%
Mancha H. GENERAL DE ALMANSA Recuento 1 11 12
% de
Hospital 8,3% 91,7% | 100,0%
H. UNIVERSITARIO ALBACETE Recuento 25 32 57
% de
Hospital 43,9% 56,1% 100,0%
H. VILLAROBLEDO Recuento 2 4 6
% de
Hospital 33,3% 66,7% 100,0%
Total Recuento 31 48 79
% de
Hospital 39.2% 60,8% | 100,0%
g;‘i‘fad H. DE MANZANARES Recuento 4 6 10
% de
Hospital 40,0% 60,0% 100,0%
H. GENERAL DE CIUDAD REAL Recuento 22 28 50
% de
Hospital 44,0% 56,0% | 100,0%
H. PUERTOLLANO Recuento 4 5 9
% de
Hospital 44,4% 55,6% | 100,0%
Total Recuento 30 39 69
% de
Hospital 43,5% 56,5% 100,0%
Cuenca H. VIRGEN DE LA LUZ Recuento 1 1
% de
Hospital 100,0% 100,0%
Total Recuento 1 1
% de
Hospital 100,0% 100,0%
; H. UNIVERSITARIO
Guadalajara GUADAL AJARA Recuento 59 58 117
% de
Hospital 50,4% 49,6% 100,0%
Total Recuento 59 58 117
% de
Hospital 50,4% 49.6% | 100,0%
Toledo H. VIRGEN DE LA SALUD Recuento 1 1
% de
Hospital 100,0% 100,0%
Total Recuento 1 1
v de 100,0% |  100,0%
Hospital > >
Test Chi” de grupo (todos los hospitales de la provincia) y de hospital (cada hospital de forma individual). * Mayor
que aceptada, p<0,05. ** Mayor que aceptada, p<0,01.
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Tabla 10. Motivo de desecho de las unidades de sangre de cordon en

funcion de la Comunidad Autonomica.

Castilla
Andalucia la
mancha
Motivo unidad desechada N % N %
Baja 'Celulgrrldad (+gemelar, 1 6 2"* gemelar, llegan 2 unidades, mala 332 710 o5 65.1
identificacion)
Bajo Volumen (+coagulos, mala identificacion, ausencia unidad, gemelar) 285 8,82 5 34
Coagulos (+mala identificacion ¢ 2° gemelar) 206 637 19 13,0
Fecha (+ destino, origen, protocolo, falta trazabilidad, proxima caducidad ) 115 356 12 8,2
Leucocitosis (+minoria de edad) 105 325 5 3.4
Antecedentes Historia Clinica 80 2,47 5 3.4
Contaminacion (+sistema abierto, mal sellado, macarrén pic) 33 1,02 1 0,7
Minoria de Edad (+mala identificacion 25 0,77 1 0,7
Infeccion-Marcadores (HIV Materno repetidamente reactivo, HCV Materno
repetidamente reactivo, HbsAg Materno repetidamente reactivo, Enfermedad 15 0,46
Creutzfelt Jakob)
Protocolo (+unidad congelada, H? clinica, dos bolsas, congelada, falta de
o 8 024 2 1,4
trazabilidad)
Fallo en Procesamiento 6 0,18 . .
Mala Identificacion (falta DNI,pasaporte) 18 0,55 1 0,7
Baja Recuperacion 1 0,03
Desconocido 1 0,03 . .
Total 3230 100,0 | 146 100,0
(entre paréntesis motivos asociados al principal)
Criterios de: Bajo volumen: <80 gramos, Baja Celularidad<10 x 103 CNT, Leucocitosis recuento >20x106/mL.
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Figura 7. Motivos de desecho de las unidades de sangre de cordon en
funcion de la Comunidad Autonémica.
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Tabla 11. Motivo de desecho de las unidades de sangre de cordon en
funcion de la Provincia.
A. Comunidad Autonémica Andaluza

Andalucia

Almeria

Cadiz

Cordoba

Granada

Huelva

Jaén

Malaga

Sevilla

Motivo unidad
desechada

%

%

%

%

%

%

Baja
Celularidad
(+gemelar, 1%
6 2" gemelar,
2 unidades,
mala
identificacion)
Bajo Volumen
(+coagulos,
mala
identificacion,
ausencia
unidad,
gemelar)
Coagulos
(+mala
identificacion
6 2° gemelar)
Fecha (+
destino,
origen,
protocolo, falta
trazabilidad,
proxima
caducidad )
Leucocitosis
(+minoria de
edad)

Antecedentes
Historia
Clinica
Contaminacion
(+sistema
abierto, mal
sellado,
macarron pic)
Minoria de
Edad (+mala
identificacion)
Infeccion-
Marcadores
(HIV, HCV,
HbsAg, enf.
Creutzfelt
Jakob)
Protocolo
(+unidad
congelada, H*
clinica, 2
bolsas,
congelada,
falta
trazabilidad)
Fallo en
Procesamiento
Mala
Identificacion
(falta DNI,
pasaporte)
Baja
Recuperacion
Desconocido
Total

75

82,4

5,5

44

2,2

2,2

101

22

61,6

4,9

9,8

4,3

2,4

1,8

0,6

1,2

106

12

18

66,7

7,5

44

5,0
2,5
0,6

0,6

0,6

100,0

240

19

11

18

10

1,3

6,0

34

5,7

2,2

3,1

0,6

0,6

0,9

66,7

5,6

5,6

5,6

5,6

123

80,9

33

7,9

0,7

39

1,3

0,7

0,7

0,7

1266

183 10,6

130 74

49 2,7

42 2,3

52 2,9

14 0,78

12 0,67

4 0,22

1 0,05
1777 § 100,0

409

52

28

21

553

73,9

9,4

2,6

5,06

3,79

0,72

0,36

0,36

0,72

0,18

100,0
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B. Castilla la Mancha

Castilla la Mancha
Albacete Ciudad Real Cuenca Guadalajara Toledo
Motivo unidad desechada N % N % N % N % N %
: . er r ~Ando
Baja Celularidad (tgemelar, 1% 6 2%} 3, 62,5 | 27 692~ — 137 6381 1| 1000
gemelar, 2 unidades, mala identificacion) -
Bajo Volumen (+coagulos, mala 1 21 -- . 6ol —
identificacion, ausencia unidad, gemelar) ’ - ’ -
Coagulos (+mala identificacion 6 2 5 10,4 5 s 1o 55|~
gemelar) - -
Fecha (+ destino, origen, protocolo, falta - -
trazabilidad, proxima caducidad ) 8 16,7 3 (B - ! L7l -
Leucocitosis (+minoria de edad) - -1 3 771 " -1 2 341
Antecedentes Historia Clinica 2 42 1 2,6 _: --- 2 34 _:
Contaminacion (+sistema abierto, mal - -
Lo --- e --- —-—11 1,7

sellado, macarrén pic) - -
Minoria de Edad (+mala identificacion - —f - -1 -1 1 L7~
Infeccion-Marcadores (HIV, HCV, . 1. I B e I B
HbsAg, Creutfelt Jacob) - -
Protocolo (+unidad congelada, H? clinica, 1 a1l I B . 1 71
2 bolsas, congelada, falta trazabilidad) ’ - ’ -
Fallo en Procesamiento - -1 - -1 - - B
Mala Identificacion (falta DNI, pasaporte) | 1 2,11 - -1 - - -
Baja Recuperacion - -1 - - _: el _:
Desconocido - -1 - -1 - - B
Total 48 100,0 | 39 100,0 _: - 158 100,0 § 1 100,0

Las tablas 12 y 13 muestran las distancias medias de los hospitales
de origen al BSCU de Andalucia y los tiempos medios transcurridos desde
la extraccion hasta la criopreservacion en funcion de que la muestra fuera
aceptada o excluida.

Las muestras desechadas presentaron con respecto a las muestras
aceptadas, valores menores y estadisticamente significativos tanto de las
distancias medias de los hospitales al banco (134,9 Km. vs. 146 Km.,
aproximadamente 11 Km. menos) (tabla 12) como del tiempo medio de
procesado, desde la recogida hasta la criopreservacion (24,2 h vs. 27,2 h,
aproximadamente 3,12 h menos) (tabla 13).

El menor tiempo observado en las muestras excluidas respecto a las
aceptadas se debera a que una vez desechada la muestra finalizo la
contabilizacién del tiempo, mientras que en las muestras finalmente
aceptadas se produjo el total procesado.
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Tabla 12. Distancias medias (en Km.) de los hospitales de origen en
funcion de que la muestra fuera aceptada o desechada.

Distancia Igzzzl(;n:zi?;ﬁ; Snoza Minimo | Maximo
Limite Limite
inferior | Superior
Aceptada | 2023 146,02 | 2,58 140,96 151,09 62,00 | 581,00
Desechada | 3375 | 134,95%** | 181 | 131,39 138,51 | 62,00 | 581,00

Total 5398 139,10 | 1,49 136,17 142,03 62,00 | 581,00
Test t de student. ***Menor que aceptada, p< 0,001.

(a.m.) N Media +sem

Tabla 13. Tiempos medios (en h) transcurridos desde la extraccion
hasta la criopreservacion en funcion de que la muestra fuera aceptada
o desechada.

Tiempo total desde Intervalo de confianza . -

. . .y . Minimo | Méximo
extraccion a crioconservacion para la media al 95%
(h) N Media | +sem .lel.t N lel‘Fe

inferior superior

Aceptada 2010 27,24 | 0,24 26,76 27,71 1,08 48,25
Desechada 3372 | 24,12%*%*% | 0,22 23,69 24,54 1,00 | 128,42
Total 5382 2528 | 0,17 24,96 25,61 1,00 | 128,42

Test t de student. ***Menor que aceptada, p< 0,001.

La tabla 14 muestra las correlaciones observadas entre los
parametros de control del recuento celular de las unidades de sangre de
corddn y la distancia hasta el hospital de origen y el tiempo transcurrido
desde la recogida de las muestras hasta la criopreservacion.

Si bien observamos la existencia de correlaciones directas entre la
distancia en kilometros desde el hospital de origen al BSCU y los
parametros de control del recuento celular de las unidades de SCU, esto es
a mayor distancia mayor recuento y a menor distancia menor recuento,
entre la distancia total existente desde las maternidades al BSCU vy el
recuento de células inicial, los recuentos inicial y final de células nucleadas
totales (inicial CNT y final CNT) y los recuentos inicial y final de células
mono-nucleadas (inicial CMT y final CMT), el peso especifico de esta
correlacion determinado mediante el coeficiente de correlacion de Pearson
fue muy escaso, no llegando en ninguna de las 5 correlaciones siquiera al
valor de 0,1. No se puede considerar por tanto que estas correlaciones
puedan llegar a presentar un valor clinico relevante (tabla 14-A).

No se encontrd ninguna relacion entre estadistica entre el tiempo
invertido en la llegada y procesado de las muestras y los parametros de
control del recuento celular de las unidades de SCU (tabla 14-B).
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Tabla 14. Correlaciones observadas entre los parametros de control
del recuento celular de las unidades de sangre de cordon y la distancia
desde el hospital de origen y el tiempo total transcurrido desde la
extraccion de las muestras hasta la criopreservacion.

14.A. Correlaciones observadas entre los pardmetros de control del
recuento celular de las unidades de sangre de cordon y la distancia hasta el
hospital de origen.

Distancia al Distancia al
hospital hospital
de origen (Km) de origen (Km)
tiempo total Correlacion de
-0,012
desde Pearson
extraccion a Sig. (bilateral) 0,377
crioconservacion N 5382
Peso Inicial Correlacién de 0,028 | Volumen Inicial Correlacion de 0,027
Pearson Pearson
Sig. (bilateral) 0,209 Sig. (bilateral) 0,227
N 2005 N 2005
Recuento Inicial Correlacion de 0,047(*) | Recuento Final Correlacion de 0,002
Pearson Pearson
Sig. (bilateral) 0,034 Sig. (bilateral) 0,927
N 2006 N 2006
Inicial CNT Correlacion de 0,067(**) | Final CNT Correlacion de 0,067(**)
Pearson Pearson
Sig. (bilateral) 0,003 Sig. (bilateral) 0,003
N 2006 N 2006
Recuperacion Correlacion de -0.003
CNT % Pearson ’
Sig. (bilateral) 0,881
N 2006
Inicial CMN o, Sorrelacion de 0,030 | Final CMN % Correlacion de 0,022
Pearson Pearson
Sig. (bilateral) 0,177 Sig. (bilateral) 0,318
N 2006 N 2006
Recuperacion Correlacion de -0.006
CMN % Pearson ’
Sig. (bilateral) 0,789
N 2006
Inicial CMT Correlacién de 0,088(**) | Final cMT Correlacin de 0,074(**)
Pearson Pearson
Sig. (bilateral) 0,000 Sig. (bilateral) 0,001
N 2006 N 2006

CMN: Células Mononucleadas. CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: Células Nucleadas Totales.
* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral). ** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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14.B. Ausencia de correlaciones entre los parametros de control del
recuento celular de las unidades de sangre de cordon y el tiempo total
transcurrido entre la extraccion y la crioconservaciéon en las muestras
aceptadas.

tiempo total (h) tiempo total (h)
desde extraccion desde extraccion
a a
crioconservacion Crioconservacion
Peso Inicial Correlacién de 0,027 | Volumen Inicial Correlacion de 0,028
Pearson Pearson
Sig. (bilateral) 0,228 Sig. (bilateral) 0,204
N 2005 N 2005
Re?cyento Correlacion de 20,009 | Recuento Final Correlacion de 0,004
Inicial Pearson Pearson
Sig. (bilateral) 0,698 Sig. (bilateral) 0,844
N 2006 N 2006
Tnicial ONT ~ Sorrelacion de 0,013 | Final CNT Correlacién de 0,009
Pearson Pearson
Sig. (bilateral) 0,555 Sig. (bilateral) 0,691
N 2006 N 2006
Recuperacion Correlacion de 0.014
CNT % Pearson ’
Sig. (bilateral) 0,546
N 2006
(I;11c1a1 CMN gorrelacwn de 20,008 | Final CMN % Correlacion de 0,010
( earson Pearson
Sig. (bilateral) 0,717 Sig. (bilateral) 0,654
N 2006 N 2006
Inicial CMT ~ Sorrelacion de 0,002 | Final CMT Correlacién de -0,019
Pearson Pearson
Sig. (bilateral) 0,917 Sig. (bilateral) 0,396
N 2006 N 2006
Recuperacion Correlacion de -0.006
CMN % Pearson ’
Sig. (bilateral) 0,798
N 2006

CMN: Células Mononucleadas. CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: Células Nucleadas Totales.

Al determinar la existencia de relaciones entre los parametros de
control del recuento celular de las unidades de SCU y la distancia desde el
hospital de origen al BSCU y el tiempo total transcurrido desde la
extraccion de las muestras hasta la criopreservacion en las muestras
aceptadas, se observaron la existencia de correlaciones significativas
directas entre el peso (tabla 15-A) y el volumen (tabla 15-B) inicial de la
bolsa y los recuentos inicial y final de células nucleadas totales (inicial
CNT y final CNT) y los recuentos inicial y final de células mono-nucleadas
(inicial CMT vy final CMT). El peso especifico de esta correlacion
determinado mediante el coeficiente de correlacion de Pearson, se
aproximaba a los valores que indican una relevancia clinica con cifras entre
0,651 y 0,433 en ambos casos (tabla 15-A y 15-B).
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Igualmente se observo la existencia de correlaciones directas entre
los diferentes parametros de control del recuento celular de las unidades de
SCU (tabla 15-C). El peso especifico de estas correlacion determinado
mediante el coeficiente de correlacion de Pearson, se ajustd a los valores
que indican una relevancia clinica en los casos de: a mayor recuento inicial
de células nucleadas totales (inicial CNT) mayor recuento final de estas
células (final CNT) con un coeficiente de Pearson de 0,916; y a mayor
recuento inicial de células mono-nucleadas (inicial CMT) mayor recuento
final de estas células (final CMT) con un coeficiente correlacion de Pearson
de 0,851 (tabla 15-C).

Tabla 15. Correlaciones observadas entre los parametros de control
del recuento celular de las unidades de sangre de cordon y la distancia
desde el hospital de origen y el tiempo total transcurrido desde la
extraccion de las muestras hasta la criopreservacion en las muestras
aceptadas.

15.A. Correlaciones de los parametros de control del recuento celular de las
unidades de sangre de corddn con el peso inicial

Peso inicial Inicial Final
Recuento Correlacion de Pearson -0,240(**) | 0,268(**)
Sig. (bilateral) 0,000 0,000
N 2005 2005
CNT Correlacion de Pearson 0,651(**) | 0,593(**)
Sig. (bilateral) 0,000 0,000
N 2005 2005
Recuperacion CNT %  Correlacion de Pearson 0,123(**)
Sig. (bilateral) 0,000
N . 2005
CMN % Correlacion de Pearson -0,016 | -0,056(*)
Sig. (bilateral) 0,467 0,012
N 2005 2005
CMT Correlacion de Pearson 0,520(**) | 0,433(**)
Sig. (bilateral) 0,000 0,000
N 2005 2005
Recuperacion CMN %  Correlacion de Pearson 0,015
Sig. (bilateral) 0,496
N 2005

CMN: Células Mononucleadas. CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: Células Nucleadas Totales.
* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral). ** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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15.B. Correlaciones de los parametros de control del recuento celular de las
unidades de sangre de corddn con el volumen inicial

Volumen inicial Inicial Final
Recuento Correlacion de Pearson -0,241(**) | 0,267(**)
Sig. (bilateral) 0,000 0,000
N 2005 2005
CNT Correlacion de Pearson 0,651(**) | 0,592(**)
Sig. (bilateral) 0,000 0,000
N 2005 2005
Recuperacion CNT %  Correlacion de Pearson 0,122(**)
Sig. (bilateral) 0,000
N . 2005
CMN % Correlacion de Pearson -0,016 | -0,056(*)
Sig. (bilateral) 0,466 0,012
N 2005 2005
CMT Correlacion de Pearson 0,520(**) | 0,432(**)
Sig. (bilateral) 0,000 0,000
N 2005 2005
Recuperacion CMN %  Correlacion de Pearson 0,015
Sig. (bilateral) 0,511
N 2005

CMN: Células Mononucleadas. CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: Células Nucleadas Totales. *
La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral). ** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de
Sangre de Cordéon Umbilical
Laura Ponce Verdugo

127



03NpId A 90U0J BINE]

[es1[Iqui) uopIo)) 9p d13ues
op SopepIU() SB[ 9P PEPI[EO [ UBUOIOIPUOD anb oj1odsues; op A SOUIoJEW $910308 ]

8CI

15.C. Correlaciones observadas entre los parametros iniciales y finales de control del recuento celular de las unidades de sangre de

cordon.
Recuento Inicial | Inicial CNT | Inicial CMN % | Inicial CMT ‘ Recuento Final ‘ Final CNT ‘ Final CMN % ‘ Final CMT ‘ Recup CNT %
Inicial CNT Correlacion de Pearson 0,563(**)
Sig. (bilateral) 0,000
N 2006
Inicial CMN %  Correlacion de Pearson -0,027 -0,047(*)
Sig. (bilateral) 0,232 0,037
N 2006 2006
Inicial CMT Correlacion de Pearson 0,439(**) 0,784(**) 0,564(**)
Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,000
N 2006 2006 2006
Recuento Final ~ Correlacion de Pearson 0,555(**) 0,675(**) -0,040 0,528(**)
Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,074 0,000
N 2006 2006 2006 2006
Final CNT Correlacion de Pearson 0,515(**) 0,916(**) -0,057(*) 0,706(**) 0,771(**)
Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,011 0,000 0,000
N 2006 2006 2006 2006 2006
Final CMN %  Correlacion de Pearson -0,029 | -0,077(**) 0,870(**) 0,461(**) -0,087(**) | -0,119(**)
Sig. (bilateral) 0,187 0,001 0,000 0,000 0,000 0,000
N 2006 2006 2006 2006 2006 2006
Final CMT Correlacion de Pearson 0,387(**) 0,675(**) 0,470(**) 0,851(**) 0,565(**) | 0,702(**) 0,496(**)
Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
N 2006 2006 2006 2006 2006 2006 2006
Recup CNT %  Correlacion de Pearson -0,072(**) 0,060(**) -0,054(*) 0,013 0,345(**) | 0,330(**) -0,171(%*%) | 0,177(**)
Sig. (bilateral) 0,001 0,008 0,016 0,575 0,000 0,000 0,000 0,000
N 2006 2006 2006 2006 2006 2006 2006 2006
Recup CMN %  Correlacion de Pearson -0,072(**) -0,025 -0,128(**) -0,101(**) 0,170(**) | 0,140(**) 0,158(**) | 0,179(**) 0,563(**)
Sig. (bilateral) 0,001 0,256 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
N 2006 2006 2006 2006 2006 2006 2006 2006 2006

CMN: Células Mononucleadas. CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: Células Nucleadas Totales.
* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral). ** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).
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2. ANALISIS COMPARATIVO DE LAS MUESTRAS ACEPTADAS
Y SELECCIONADAS FRENTE A LAS ACEPTADAS Y NO
SELECCIONADAS

Las tablas 16 a 20 y la figura 8 muestran el analisis comparativo de
las muestras seleccionadas y aceptadas, 502 muestras de SCU frente a las
aceptadas y no seleccionadas, 1506 muestras de SCU. Se ha realizado un
analisis comparativo con objeto de determinar si los datos de la muestra
seleccionada para su andlisis en detalle podian extrapolarse al resto de las
muestras. Mostramos los datos relacionados con la distribucion por
Comunidades Autondmicas, provincias y hospitales, distancias y tiempos
medios, asi como los pardmetros de recuento celular de control.

Se ha seleccionado en funcion del volumen de extraccion de cada
Comunidad, provincia y hospital, un 24,4% (459) de la unidades aceptadas
en Andalucia para criopreservacion en el periodo de 8 meses estudiado en
el trabajo y un 33,1% (40) de las muestras aceptadas en Castilla-La Mancha
(tabla 16 y figura 8).

En Andalucia, casi la mitad de las muestras seleccionadas tuvo su
origen en la provincia de Malaga que aportd6 7 maternidades; Cadiz y
Sevilla 4 hospitales, Granada, Huelva y Jaén 2 hospitales cada una de ellas,
y Almeria y Cordoba aportaron s6lo un hospital cada una (tabla 17).

En Castilla-La Mancha, Albacete y Ciudad Real aparecen
representadas con 3 hospitales cada una y Guadalajara con un tUnico
hospital (tabla 17).
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Tabla 16. Distribucion por Comunidades Autonémicas y Provincias de
las muestras seleccionadas de entre las muestras aceptadas.

Casos Aceptados

Comurn ld.ad Provincia Muestras aceptadas No . Total
autonomica . Seleccionado
seleccionado
Recuento 1506 499 2005
% de aceptadas 75,1% 24.9% | 100,0%
Almeria Recuento 43 16 59
% de Provincia 72,9% 27,1% | 100,0%
Cadiz Recuento 76 29 105
% de Provincia 72,4% 27,6% | 100,0%
Cérdoba Recuento 77 22 99
% de Provincia 77,8% 22,2% | 100,0%
Granada Recuento 200 39 239
% de Provincia 83,7% 16,3% | 100,0%
Huelva Recuento 1 3 4
Andalucia % de Provincia 25,0% 75,0% | 100,0%
Jaén Recuento 79 20 99
% de Provincia 79,8% 20,2% | 100,0%
Malaga Recuento 693 251 944
% de Provincia 73,4% 26,6% | 100,0%
Sevilla Recuento 256 79 335
% de Provincia 76,4% 23,6% | 100,0%
Total Recuento 1425 459 1884
7o Comunidad 75,6% 24,4% | 100,0%
Autonémica
Albacete Recuento 21 10 31
% de Provincia 67,7% 32,3% | 100,0%
Ciudad Recuento 18 12 30
Real % de Provincia 60,0% 40,0% | 100,0%
. Cuenca Recuento 1 0 1
Castilla la Mancha % de Provincia 100,0% 0,0% | 100,0%
Guadalajara Recuento 41 18 59
% de Provincia 69,5% 30,5% | 100,0%
Recuento 81 40 121
Total 7 Comunidad 66,9% 33,1% | 100,0%
Autonémica
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Figura 8. Distribucion por Comunidades Autonémicas y Provincias de
las muestras seleccionadas de entre las muestras aceptadas.
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Tabla 17. Distribucion por Comunidades Autonémicas, Provincias y
Hospitales de las muestras seleccionadas entre las muestras aceptadas.

Casos Aceptados

Comu’n ld.ad Provincia Hospital No . Total
autondémica . Seleccionado
seleccionado
Andalucia Almeria DE PONIENTE Recuento 34 16 50
0,
o de. 68,0% 32,0% | 100,0%
Hospital
LA INMACULADA DE Recuento 1 0 1
HUERCAL-OVERA Y
0,
% de' 100,0% 0,0% | 100,0%
) Hospital
TORRECARDENAS Recuento 8 0 8
0,
o de. 100,0% 0,0% | 100,0%
Hospital
Total Recuento 43 16 59
% 72,9% 27,1% | 100,0%
g JEREZ DE LA
Cadiz FRONTERA Recuento 22 10 32
0,
% de' 68,8% 31,3% | 100,0%
) Hospital
LA LINEA DE LA
CONCEPCION Recuento 9 7 16
0,
/o de 56,3% 43,8% | 100,0%
Hospital
PUERTA DEL MAR Recuento 17 7 24
0,
o de. 70,8% 29.2% | 100,0%
Hospital
PUERTO REAL Recuento 3 0 3
% de
. 100,0% 0,0% | 100,0%
Hospital
PUNTA DE EUROPA Recuento 25 5 30
0,
o de. 83,3% 16,7% | 100,0%
Hospital
Total Recuento 76 29 105
% 72,4% 27,6% | 100,0%
Coérdoba DE MONTILLA Recuento 1 0 1
0,
o de' 100,0% 0,0% | 100,0%
) Hospital
REINA SOFIA Recuento 75 22 97
[
%o de. 77.3% 22,7% | 100,0%
Hospital
VALLE DE LOS
PEDROCHES Recuento 1 0 1
0,
o de. 100,0% 0,0% | 100,0%
Hospital
Total Recuento 77 22 99
% 77,8% 22.2% | 100,0%
Granada DE BAZA Recuento 1 0 1
0,
% de' 100,0% 0,0% | 100,0%
Hospital
SAN CECILIO Recuento 125 20 145
0,
o de. 86,2% 13,8% | 100,0%
Hospital
SANTA ANA DE
MOTRIL Recuento 5 0 5
0,
o de' 100,0% 0,0% | 100,0%
Hospital
VIRGEN DE LAS
NIEVES Recuento 69 19 88
0,
/o de 78,4% 21,6% | 100,0%
Hospital
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Total Recuento 200 39 239
% 83,7% 16,3% | 100,0%
Huelva INFANTA ELENA Recuento 1 1 2
0,
P/i’o‘:;i al 50,0% 50,0% | 100,0%
ﬁﬁé\lleéMON Recuento 0 2 2
% de
Hospital 0,0% 100,0% | 100,0%
Total Recuento 1 3 4
% 25,0% 75,0% | 100,0%
Jaén ?Aoé\ﬁIPLEJO H.ARIO DE Recuento 16 11 27
0,
I{;’o(:;ital 59,3% 40,7% | 100,0%
SE&ON(S%?/?}? LQUIVIR Recuento 2 0 2
0,
o de. 100,0% 0,0% | 100,0%
. Hospital
Eﬁ\? A[EEISJSTIN DE Recuento 58 9 67
% de
Hospital 86,6% 13,4% | 100,0%
SAN JUAN DE LA
CRUZ DE UBEDA Recuento 3 0 3
0,
o de. 100,0% 0,0% | 100,0%
Hospital
Total Recuento 79 20 99
% 79,8% 20,2% | 100,0%
Malaga Recuento 1 0 1
CLINICA EL ANGEL )
P/i’o‘:;i al 100,0% 0,0% | 100,0%
CLINICA PARQUE SAN 5"3‘;"‘“0 7 0 7
ANTONIO H"()spi l 100,0% 0,0% | 100,0%
Recuento 68 21 89
0,
DE ANTEQUERA ﬁ’o‘i;i l 76,4% 23,6% | 100,0%
Recuento 150 59 209
[
SRR S RS I{;’o(:;ital 71,8% 28,2% | 100,0%
LA AX ARQUi ADE Recuento 48 16 64
12 r 0,
VELEZ-MALAGA ﬁ’o‘i;i l 75,0% 25,0% | 100,0%
MATERNO INFANTIL Recuento 264 114 378
0,
CARLOS HAYA I?o(i;ital 69,8% 30,2% | 100,0%
SANATORIO DR Recuento 23 3 26
. 0,
GALVEZ P/i’o‘:;i al 88,5% 11,5% | 100,0%
) Recuento 22 11 33
0,
SERRANIA DE RONDA I{fotire)ital 66.7% 33.3% | 100.0%
VIRGEN DE LA Recuento 110 27 137
[
VICTORIA ﬁ’o‘igital 80,3% 19,7% | 100,0%
Total Recuento 693 251 944
% 73,4% 26,6% | 100,0%
Sevilla glélII{\igAONSAGRADO Recuento 21 8 29
0,
%o de. 72,4% 27,6% | 100,0%
Hospital
85&1\? AMERCED DE Recuento 1 0 1
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0,
% de' 100,0% 0,0% | 100,0%
Hospital
NUESTRA SENORA DE
VALME Recuento 113 33 146
% de
. 77,4% 22,6% | 100,0%
. Hospital
VIRGEN DEL ROCIO Recuento 62 23 85
0,
o de. 72,9% 27,1% | 100,0%
Hospital
VIRGEN MACARENA Recuento 59 15 74
0,
%o de. 79,7% 20,3% | 100,0%
Hospital
Total Recuento 256 79 335
% 76,4% 23,6% | 100,0%
DE HELLIN Recuento 2 1 3
0,
% de' 66,7% 33,3% | 100,0%
Hospital
GENERAL DE
ALMANSA Recuento 0 1 1
0,
/o de 0,0% 100,0% | 100,0%
Hospital
UNIVERSITARIO
Albacete ALBACETE Recuento 17 8 25
0,
o de. 68,0% 32,0% | 100,0%
Hospital
VILLAROBLEDO Recuento 2 0 2
0,
o de. 100,0% 0,0% | 100,0%
Hospital
Total Recuento 21 10 31
% 67,7% 32,3% | 100,0%
DE MANZANARES Recuento 3 1 4
0,
o de. 75,0% 25,0% | 100,0%
Hospital
Castilla la GENERAL DE CIUDAD Recuento 12 10 2
Ciudad REAL
Mancha % d
Real ode. 54,5% 45,5% | 100,0%
Hospital
PUERTOLLANO Recuento 3 1 4
0,
% de' 75,0% 25,0% | 100,0%
Hospital
Total Recuento 18 12 30
Cuenca % 60,0% 40,0% | 100,0%
VIRGEN DE LA LUZ Recuento 1 1
% de o o
Hospital 100,0% 100,0%
Total Recuento 1 1
% de
Guadalajara Hospital 100,0% 100,0%
UNIVERSITARIO
GUADALAJARA Recuento 41 18 59
% 69,5% 30,5% | 100,0%
Total Recuento 41 18 59
% d 69,5% 30,5% | 100,0%
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Las tablas 18 a 20 muestran las distancias, los tiempos medios, y los
parametros de recuento celular de control de las muestras de SCU de las
muestras seleccionadas frente a las no seleccionadas del grupo de muestras
aceptadas.

La muestra seleccionada presentd una distancia media entre el
hospital de origen y el banco de muestras de SCU similar a la no
seleccionada (tabla 18) y aunque el tiempo total desde la extraccioén de la
muestra hasta su criopreservacion fue significativamente inferior, la

diferencia fue de 1,98 h (tabla 19).

El peso y el volumen inicial medio de la muestras representativas
seleccionadas fueron ligeramente menores 136,18 g y 102,32 ml
respectivamente, respecto a las muestras aceptadas y no seleccionadas, con
139,25g y 105,3 ml, esto es 3 gy 2,98 ml respectivamente, (tabla 20-A).

En relacion con los recuentos celulares, los parametros que se
consideran de mayor importancia, mostraron valores similares en los
recuentos inicial, inicial y final de células nucleadas totales (inicial y final
de CNT) y en su porcentaje de recuperacion, en los porcentajes inicial y
final de células mononucleadas (inicial y final de CMN) y en su porcentaje
de recuperacion, y en el recuento inicial y final de células mono-nucleadas
(inicial y final de CMT).

Se observd un ligero menor valor en la media de células nucleadas
totales iniciales de un 13,81 x10°/mm’ respecto al 14,33 x10°/mm’ de la
poblaciéon no seleccionada (0,52 x10°/mm’ menor) y un ligeramente
superior porcentaje de recuperacion de células nucleadas totales en la
poblacion seleccionada de un 87,26%, respecto a las poblaciéon no
seleccionada con un 86,21% (un 1,05% mayor) (tabla 20-B).
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Tabla 18. Distancias medias (en km) de los hospitales de origen en
funcion de que la muestra fuera seleccionada o no de entre las
muestras aceptadas.

Distancia (km) lgigv?;(;n(lzi?glﬁ ;2?2 Minimo | Maximo
Aceptada N | Media | +sem .lel.t N lel‘Fe
inferior superior
No 1505 | 144,32 | 2,89 138,63 150,01 62,00 581,00
Si 499 | 151,35 | 5,72 140,10 162,59 62,00 581,00
Total 2004 | 146,07 | 2,60 140,97 151,17 62,00 581,00

Tabla 19. Tiempos medios (en h) transcurrido desde la extraccion
hasta la criopreservacion en funcion de que la muestra fuera
seleccionada o no de entre las muestras aceptadas.

Tiernpq Fotal dfesde g Intervalo de 'conﬁanza Minimo | Maximo
extraccion a criopreservacion para la media al 95%
Aceptada N Media | £sem .lel.t ¢ lelt.e

inferior Superior
No seleccionada 1506 27,72 | 0,28 27,16 28,27 1,08 48,25
Seleccionada 499 | 25,74%*%* | 047 24,80 26,67 1,98 48,00
Total 2005 27,22 | 0,24 26,75 27,70 1,08 48,25

Test t de student. *** Menor que muestra no aceptada, p<0,001.

Tabla 20. Principales parametros de control de las unidades de cordon
(peso inicial, volumen inicial, recuento inicial y final, CNT inicial y
final, CMN inicial y final, CMT inicial y final y porcentaje de
recuperacion tanto de CNT como de CMN, en funcion de que la
muestra fuera seleccionada o no de entre las muestras aceptadas.

20.A. Peso y Volumen iniciales

Intervalo de confianza Minimo | Maximo

para la media al 95%

Aceptada N Media | £sem .lel.t ¢ lelt.e

inferior Superior
Peso Inicial No seleccionada | 1505 139,25 | 0,61 138,05 140,45 84,00 | 264,00
Seleccionada 499 | 136,18** | 0,97 134,27 138,09 92,00 | 229,00
Total 2004 138,49 | 0,52 137,47 139,51 84,00 | 264,00
Volumen Inicial No seleccionada | 1505 105,30 | 0,58 104,16 106,44 53,00 224,00
Seleccionada 499 | 102,32** | 0,92 100,52 104,13 61,00 191,00
Total 2004 104,56 | 0,49 103,59 105,53 53,00 | 224,00

Test t de Student, ** Menor que no seleccionada, p<0,01.
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20.B. Recuentos de control iniciales y finales

Resultados

Intervalo de confianza Minimo | Méximo
para la media al 95% x
Aceptada N | Media | +sem .lel.t N L1m1t'e
inferior superior

Recuentos Inicial No seleccionada | 1506 | 13,75 | 0,07 13,61 13,88 7,20 20,10
Seleccionada 499 | 13,62 | 0,11 13,40 13,85 7,70 19,90
Total 2005 | 13,72 | 0,06 13,60 13,83 7,20 20,10
Final No seleccionada | 1506 | 55,96 | 0,39 55,20 56,73 15,40 129,10
Seleccionada 499 | 55,07 | 0,64 53,82 56,32 26,30 123,20
Total 2005 | 55,74 | 0,33 55,09 56,39 15,40 129,10
CNT Inicial No seleccionada | 1506 | 14,33 | 0,10 14,14 14,53 8,53 36,51
Seleccionada 499 | 13,81* | 0,15 13,50 14,11 9,98 28,76
Total 2005 | 14,20 | 0,08 14,04 14,37 8,53 36,51
Final No seleccionada | 1506 | 12,27 | 0,09 12,10 12,44 3,73 31,50
Seleccionada 499 | 12,00 | 0,15 11,71 12,29 5,42 26,76
Total 2005 | 12,20 | 0,08 12,05 12,35 3,73 31,50
Recuperacion CNT %  No seleccionada | 1506 | 86,21 | 0,19 85,85 86,57 5,50 100,00
Seleccionada 499 | 87,26" | 0,27 86,73 87,79 52,01 123,42
Total 2005 | 86,47 | 0,15 86,17 86,77 5,50 123,42
CMN% Inicial No seleccionada | 1506 | 41,18 | 0,21 40,78 41,58 19,10 74,80
Seleccionada 499 | 41,40 | 0,34 40,74 42,07 22,70 67,60
Total 2005 | 41,23 | 0,18 40,89 41,58 19,10 74,80
Final No seleccionada | 1506 | 43,21 | 0,23 42,75 43,67 15,80 90,20
Seleccionada 499 | 42,71 | 0,37 41,97 43,44 14,70 77,50
Total 2005 | 43,08 | 0,20 42,70 43 .47 14,70 90,20
Recuperacion CMN % No seleccionada | 1506 | 89,68 | 0,22 89,24 90,11 21,14 120,03
Seleccionada 499 | 89,40 | 0,36 88,68 90,12 45,07 111,25
Total 2005 | 89,61 | 0,19 89,24 89,98 21,14 120,03
CMT Inicial No seleccionada | 1506 5,89 | 0,05 5,79 5,99 2,04 16,54
Seleccionada 499 5,70 | 0,08 5,55 5,85 2,52 14,53
Total 2005 5,84 | 0,04 5,76 5,92 2,04 16,54
Final No seleccionada | 1506 5,24 | 0,05 5,14 5,34 0,97 43,71
Seleccionada 499 5,07 | 0,07 4,93 5,21 1,56 14,00
Total 2005 5,20 | 0,04 5,11 5,28 0,97 43,71

CMN: Células Mononucleadas. CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: Células Nucleadas Totales.
Test t de Student, * Menor que no seleccionada, p<0,05. * Mayor que no seleccionada, p<0,05.

Dada la escasa cuantia de las diferencias observadas entre ambas
poblaciones, seleccionada y no seleccionada de entre las muestras
aceptadas, proseguimos con la recogida de datos y analisis de las muestras
aceptadas y seleccionadas considerando que los obtenidos de esta
poblacion podian ser extrapolables a grupos de N mayor de muestras de

SCU aceptadas.
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3. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LAS MUESTRAS
SELECCIONADAS.

Las tablas 21 a 29 y las figuras 9 a 10 recogieron los principales
datos descriptivos de la poblacion seleccionada del total de muestras
aceptadas durante los 8 meses de seguimiento del estudio.

La tabla 21 y la figura 9 recogieron la distribucion por Comunidades
Auténomas y por provincias de las muestras de SCU seleccionadas.
Andalucia aport6 el 92,2% y Castilla-La Mancha el 7,8% de las donaciones
(figura 9-A). En Andalucia, la provincia, en concordancia con los
resultados mostrados hasta ahora, que mayor numero de donaciones
proporciond fue Malaga, seguida de Sevilla, Granada, Cadiz, Cdérdoba,
Jaén, Almeria y Huelva dentro de Andalucia. Y dentro de Castilla-La
Mancha la provincia que mayor numero de donantes aportd fue
Guadalajara, seguida de Ciudad Real y Albacete (figura 9-B).

Los hospitales con mayor porcentaje de participacion en las muestras
seleccionadas fueron en Andalucia en Almeria el hospital de Poniente, en
Cadiz el hospital de Jerez, en Coérdoba hospital Reina Sofia, en Granada
destacaron por igual el hospital Virgen de las Nieves y el San Cecilio, en
Jaén los hospitales de Linares y de Jaén, en Sevilla el hospital de Valme,
Malaga el Materno Infantil (Carlos Haya).

Y en Castilla-La Mancha el hospital General de Ciudad Real y los
hospitales Universitarios de Guadalajara y Albacete (tabla 22).

Tabla 21. Distribucion por Comunidades Autonémicas y Provincias de
las muestras de sangre de cordon seleccionadas.

Frecuencia | Porcentaje

Andalucia Almeria 16 32
Cadiz 29 5,8

Cérdoba 22 4.4

Granada 39 7,8

Huelva 3 0,6

Jaén 20 4.0

Malaga 255 50,8

Sevilla 79 15,7

Total 463 92,2

Castilla la Mancha Albacete 10 2,0
Ciudad Real 12 2.4

Guadalajara 17 3,4

Total 39 7.8

Total 502 100,0
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Figura 9. Distribucion por Comunidades Autonémicas (A) y Provincias
(B) de las muestras de sangre de cordon seleccionadas.
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Tabla 22. Distribucion por Provincias y hospitales de las muestras de
sangre de cordon seleccionadas.

Provincia Hospital Recuento | % del total
Almeria H de Poniente 16 3,2
Cadiz H. Jerez de la Frontera 10 2,0
H. Puerta del Mar 7 1,4
H. Punta de Europa 5 1,0
H. La Linea 7 1,4
Coérdoba H. Reina Sofia 22 4.4
Granada H. San Cecilio 20 4,0
H. Virgen de las Nieves 19 3,8
Jaén Complejo H de Jaén 11 2,2
H. San Agustin de Linares 9 1,8
Malaga H. de Antequera 22 4,4
H. Costa del Sol 59 11,8
H. Axarquia de Vélez Malaga 17 3.4
Complejo H. Carlos Haya-S. Materno Infantil 114 22,7
Sanatorio Dr Galvez 3 0,6
H. Serrania de Ronda 11 2,2
H. C. U. Virgen de la Victoria 28 5,6
Sevilla Clinica Sagrado Corazén 8 1,6
H. Nuestra Sefiora de Valme 34 6,8
H. C. U. Virgen del Rocio 23 4,6
H. C. U. Virgen de la Macarena 15 3,0
Huelva H Juan Ramoén Jiménez 2 0,4
H. Infanta Elena 1 0,2
Ciudad Real H. General de Ciudad Real 9 1,8
H Santa Barbara Puertollano 1 0,2
H. Altagracia Manzanares 2 0,4
Guadalajara H. C. U. de Guadalajara 17 3,4
Albacete H. C. U. de Albacete 8 1,6
H. Hellin 1 0,2
H. Almansa 1 0,2

Las tablas 23 a 27 y la figura 10 muestran las principales
caracteristicas epidemiologicas, ginecologicas y analiticas de las donantes
de las muestras seleccionadas.

Las gestantes que donaron las muestras de SCU presentaron una
edad media de 30,7 afos, la mayoria presentaban una gestacion previa. La

edad gestacional en el momento del parto fue de 39,8 semanas de embarazo
(tabla 23).

En relacion a la nacionalidad, el 92% fueron de nacionalidad
espafiola, seguida de forma minoritaria, marroqui (2%), e italiana y
rumana, ambas con un 0,8% (tabla 23-A).

En cuanto a las caracteristicas del parto en el que se produjo la
donacion, la duracidn total media del parto fue de 6,9 horas y en un 71% se
tratd de partos eutdcicos (tabla 23).

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de 140
Sangre de Cordéon Umbilical
Laura Ponce Verdugo



Resultados

La proporcion de ambos géneros en los recién nacidos fue similar,
con un 52,8% de neonatos de sexo masculino y un 47,2% de neonatos de
sexo femenino. Los grupos sanguineos mas frecuentes de los neonatos
fueron en un 37,6% para el O+ y en un 31,5% el A+ (tabla 24).

Aunque se realizaron extracciones de sangre de cordon umbilical
todos los dias de la semana, destacar que lunes (21,7%), martes (22,9%), y
miércoles (24,3%) presentaban las proporciones mas elevadas, y el viernes
(2,6%) y sabado (1,6%) las mdas escasas (tabla 25 y figura 10). Se volvera a
incidir sobre este tema en la discusion, dado que no hemos encontrado
datos en la literatura que justifiquen estos datos, pero si que podrian estar
justificados por la organizacion laboral interna bien de las maternidades en
bien del banco de muestras de SCU andaluz.

En la valoracion analitica pre y post hemoconcentracion de la
muestra seleccionada, observamos una reduccion significativa del recuento
de hematies, y por tanto del hematocrito medio tras la hemoconcentracion
de 0,57 hematies x10%/mm’ y de un 8,13%, respectivamente. Y un
incremento significativo post-hemoconcentracion del recuento medio de
plaquetas de 329,19 plaquetas x10°’mm’ y de leucocitos de 43,56
leucocitos x10°/mm’, en este caso, con un incremento significativo de los
linfocitos medios de 15 linfocitos x10°/mm’, de los monocitos de 3,39
monocitos x10°/mm’ y de los neutrofilos de 24,93 x10°/mm’ (tabla 26).

Tabla 23. Caracteristicas generales de la gestante, edad media, nimero
de gestaciones y abortos previos, semanas de gestacion, duracion
media, tipo de parto y nacionalidades (23.A) en el que se extrajo la
muestra de sangre de cordon seleccionadas.

N Media+DE | Minimo | Maximo
Edad (en afios) 502 30,74+4,90 18 46
N° gestaciones previas 502 0,73+1,85 0 38
N° abortos previos 502 0,16+1,76 0 39
Semanas de gestacion del parto actual 502 | 39,8593+1,21 33,00 4228
Duracion parto actual (h) 502 6,90+4,68 0,20 48,00
Tipo de parto No se sabe 22 4,4%
Eutocido 359 71,5%
Cesarea 38 7,6%
Instrumental | 83 16,5%
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23.A. Nacionalidades de las gestantes a las que se extrajo la muestra de
sangre de cordon seleccionadas.

Frecuencia | Porcentaje
Espaiia 462 92,0
Marruecos 10 2,0
Italia 4 0,8
Rumania 4 0,8
Alemania 2 0,4
Argelia 2 0,4
Argentina 2 0,4
Bulgaria 2 0,4
Holanda 2 0,4
Venezuela 2 0,4
Chile, Ecuador, Filipinas, Francia, Nigeria, 10 20
Paraguay, Polonia, Rusia, Suecia, Ucrania ’
Total 502 100,0

Tabla 24. Caracteristicas generales del neonato, sexo y grupo
sanguineo, de cuyo cordon umbilical se obtuvo la muestra de sangre de
cordon seleccionadas.

N %
Sexo del RN Hombre | 265 | 52,8%
Mujer 237 | 47,2%

Grupo sanguineo de RN | O NEG 42 | 8,4%
O POS 189 | 37,6%
ANEG 38| 7,6%
A POS 158 | 31,5%
B NEG 12 | 2,4%
B POS 36 | 7.2%
AB NEG 51 1,0%
ABPOS | 22| 4,4%

Tabla 25. Dias de la semana en los que se produjo la extraccion de las
muestras de sangre de cordon seleccionadas.

Dia Frecuencia | Porcentaje
Domingo 72 14,3
Lunes 109 21,7
Martes 115 22,9
Miércoles 122 243
Jueves 63 12,5
Viernes 13 2,6
Sabado 8 1,6
Total 502 100,0
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Figura 10. Distribucion dias de la semana en los que se produjo la
extraccion de las muestras de sangre de cordon seleccionadas
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Tabla 26. Valores medios analiticos, basal y tras la hemoconcentracion,
obtenidos en el hemograma realizado a las muestras de sangre de
cordon seleccionadas.

N Media +DE | Minimo | Méximo

Basal Hematies (10%mm®) | 502 343 0,38 2,23 4,47
Hematocrito (%) 502 36,46 | 4,01 332 | 46,40
Plaquetas (10>/mm®) | 502 164,28 | 34,76 | 78,00 | 502,00
Leucocitos (10°*/mm?) | 502 13,69 | 3,16 7,70 55,70
Neutrofilos (10°/mm?) | 502 8,02 | 2,13 3,30 32,90
Monocitos (10>/mm®) | 502 1,10 0,33 0,50 4,10
Linfocitos (10*/mm®) | 502 4,57 1,43 1,80 18,70
Tras Hematies (10%mm®) [ 502 | 2,86%** 1,32 0,93 8,58
Hemoconcentracion | Hematocrito (%) 502 | 28,33%** 9,73 9,40 55,80

Plaquetas (10°/mm®) | 502 | 493,47+ | 134,95 | 150,00 | 1003,00
Leucocitos (10>/mm®) | 502 | 57.25%* | 15,75 4,90 | 125,50
Neutréfilos (10°/mm®) | 502 | 32,95%%* | 10,90 4,75 92,20
Monocitos (10>mm®) | 502 4,69%** 1,54 1,00 12,90
Linfocitos (10°/mm®) | 502 | 19 64%** 6,44 3,21 51,40

Hemoconcentracion: proceso por el que se consigue un volumen a expensas de CD34+ presente en células nucleadas
totales.

Test de t de student para muestras relacionadas y Test del modelo lineal general de medidas repetidas. *** Diferente
de basal, p<0,001.
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Las tablas 27 y 28 muestran los valores medios de peso, volumen,
recuentos celulares y viabilidad y tiempos medios de procesado de las
muestras de SCU seleccionadas.

El peso medio de las unidades de sangre de cordon umbilical fue de
136 g y un volumen medio de 102,2 mL (tabla 27).

El recuento inicial de nucleadas totales fue de 13,6 x10°/mm’ y tras
la hemoconcentracion se observo un significativo incremento del recuento
celular de células nucleadas totales que alcanzé la cifra de 54,9 x 10°/mm’
(un 41,36 x 10°/mm’, esto supone que se incrementd en mas de 3 veces).
Las recuperaciones medias tanto de células nucleadas totales como de
mono-nucleadas alcanzdé un 87,1% en las primeras y un 89,1% en las
segundas (tabla 27).

Las CD34+ medias obtenidas fueron de 31,14 x10° pero con una
importante variabilidad, con minimo y maximo de 2 x10%a 11,3 x10°. Y la
viabilidad media del producto fue del 94% (tabla 27).

Los tiempos medios de las sucesivas fases del procesado de las
unidades de SCU fueron: el tiempo medio desde la extraccion hasta la
salida del contenedor del hospital 13,1 h, el tiempo de transporte 2,54 h
(con una importante variabilidad, que abarco desde minutos a 18,4 h), el
tiempo medio desde la llegada al BSCU hasta la criopreservacion fue de
11,56 h, y el tiempo total de procesado desde la extraccion de la muestra
hasta la criopreservacion de la unidad fue de 27,28 h (también con una
importante variabilidad, que abarco desde 3,9 a 48,3 h) (tabla 28).
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Tabla 27. Valores medios de peso, volumen de la bolsa y recuentos
celulares y de colonias iniciales y finales, obtenidos de las muestras de
sangre de cordon seleccionadas.

N Media +DE | Minimo | Maximo
Peso de la Bolsa (en g) 502 136,05 | 21,70 92 229
Volumen de la bolsa (en ml) 502 102,24 | 20,56 61 191
Recuento células inicial (en mill/ml) | 502 13,60 | 2,60 1,10 19,90
Recuento células final (en mill/ml) 502 | 54,96%** | 1381 26,30 100,00
CNT inicial (10%) 502 13,79 | 3,42 10,00 28,80
CNT final (10%) 502 12,06* | 3,24 6,40 26,20
Recuperacion CNT (%) 502 87,15 | 6,19 43,20 100,00
CMN inicial (%) 502 41,36 | 7,56 18,80 67,60
CMN final (%) 502 40,90* | 7,91 14,70 77,50
Recuperacion CMN (%) 502 89,15 | 9,12 3,50 100,00
CMT inicial (10%) 502 5,69 | 1,70 2,50 14,50
CMT final (10%) 502 5,15% | 2,02 1,60 33,00
CD34 +(10°) 502 31,14 | 20,51 2,09 111,30
Viabilidad (%) 502 94,07 | 5,50 55,00 99,50

CMN: Células Mononucleadas. CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: Células Nucleadas Totales.
Test de t de student para muestras relacionadas y Test del modelo lineal general de medidas repetidas. *** Diferente
de basal, p<0,001. * Diferente de basal, p<0,05.

Tabla 28. Tiempos medios empleados en la extraccion, transporte y
procesado de las muestras de sangre de cordon seleccionadas.

N | Media | #DE | Minimo | Maximo
Tiempo desde extraccion a salida del contenedor (h) 502 | 13,17 | 8,11 0,08 39,75
Tiempo desde salida a llegada a Banco (h) 502 2,54 | 3,36 0,00 18,42
Tiempo total de transporte y Pre-procesado (h) 502 | 15,72 | 8,51 1,00 47,00
Tiempo desde llegada a banco a Crioconservacion-Procesado (h) | 502 | 11,56 | 8,51 0,62 43,35
Tiempo total desde Extraccion hasta Criopreservacion (h) 502 | 27,28 | 10,64 3,92 48,3

La tabla 29 muestra las frecuencias de tipificacion de HLA de las
muestras de SCU seleccionadas. Se observdo una gran variabilidad
antigénica de sangre de cordon umbilical. Sélo 7 de los grupos antigenos de
HLA obtenidos aparecian por duplicado.
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Tabla 29. Tipificacion

de HLA de las

muestras de sangre de
cordon seleccionada de

entre las muestras
aceptadas.

HLA

Z

A1,29B844DR 7,17
A2,-B7,51 DR 4,15
A223B4449DR 1,7
A 2,30 B 18,44 DR 4,17
A 2324 B44,45DR 7,10
A2429B 18,44 DR 7,17
A 29,33 B44,65DR 1,7

A 1,-B3537DR 4,15
Al-B44,57DR7.-
A1,-B8-DR 16,17
A1-B837DR 10,13
A1,-B844DR 4,17
Al-B852DR 15,17
A 1,-B3549 DR 7,15
A 1,11 B27,37DR 7,15
A1,11B27,63DR 1,13
A 1,11 B3549DR 1,13
A 1,11 B35,55 DR 4,11
A 1,11 B38,-DR 11,13
A 1,11 B44,52 DR 13,15
A 1,11 B44,72DR 7,15
A1,11B55,57DR 1,7
A1,11B57,70DR 7 ,-
A1,11B8,51 DR 14,17
A 1,11 B8,60 DR 4,17
A1,11 B8,61 DR 13,17
A12B13,57DR 7,17
A12BI1835DR 7,11
A12B18,38DRY,11
A12BI844DR 17,-
A12B18,55DR 11,14
A1,2B2735DR 4,11
A12B27,44DR 1,7
A 1,2B 35,49 DR 4,16
A12B3551DR 11,
A1,2B3557DR 4,14
A12B37,44DR 10,11
A1,2B37,65DR 13,7
A12B3849DR 13,15
A1,2B38,57DR 15,17
A 1,2B 41,51 DR 103,10
A12B44,58 DR 13,17
A 1,2B 48,57 DR 4,7
A12B49,50 DR 1,7
A1,2B49,57DR 7,13
A12B7,8DRS,17
A12B8,-DR 16,17
A12BS8,-DR7,13
A12B8,I8DR 17.-
A12B844DR 11,17
A12B849DR 1,11
A12B8,51 DR 11,13
A12B8,62DR 11,17
A1,2B8,62DR 13,17
A12B8,65DR 1,17
A1,24B18,35DR 11,13
A124B3537DR 7,13
A 1,24 B35,65DR 1,12
A 124 B50,57 DR 1,7
A1,24B51,52DR 7,15
A124B7,37DR 13,15
A1,24B8,I8DR 11,17
A124B8,27DR4,17
A1,24B8,39DR 11,17
A124B8,45DR 10,17
A124B847DR 1,11
A124B8,62DR 11,17
A124B8,65DR 1,17
A1,25B3544DR 11,15
A 1,25 B18,58 DR 13,15
A 1,25B7,51 DR 4,9

e e e e T T T R e e e e N e e T e T T R e e e e e T T R e R e e e T TS [ NS 2 S S 3 S S I S &)

A1,26B35,51 DR 7,11
A 1,26 B38,57 DR 7,15
A 126B 57,64 DR 7,-
A 1,26 B8,-DR 17,-

A 1,29 B 3544 DR 7,11
A1,29B37,49DR 1,10
A 129B39,45DR 11,15
A1,29B44,49DR 7,-
A 1,29 B 44,55 DR 7,14
A 1,29 B 44,65DR 1,11
A1,29B49,52DR 1,15
A129B7,8DR 15,17
A1,29B844DR717
A129B8,44DR7,-
A13B18,57DR 7,11
A13B3,38DR 11,15
A1,3B3744DR 7.-

A 13 B44,52 DR 4,15
A1,3B51,57DR I.-
A13B7,27DR 13,17
A1,3B7,58DR 13,15
A13B78DR 1,16
A13B7,8DR 11,15
A13B78DR 15,17
A13B827DR 1,17
A1,3B835DR 16,17
A13B8,65DR 17,
A1,30B13,38DR 7,11
A1,30B 18,51 DR 4,17
A 1,30 B 50,52 DR 1,15
A 1,30 B 8,53 DR 13,7
A 1,31 B8,49DR 13,17
A1,33B35,65DR 1,11
A1,33B8,53DR 9,17
A133B8,65DR 1,4
A 1,66 B 35,44 DR 4,11
A 1,68 B27,53 DR 4,13
A 1,68 B 35,45 DR 4,13
A 1,68 B3549DR 7,11
A 1,68 B53,73DR 7,18
A 1,68 B8,53 DR 13,17
A 1,69 B 8,38 DR 8,17
A 1/11 B35/44 DR 1/13
A 1/2 B 8/44 DR 7/17
A11,-B51,-DR4,-

A11,23 B 35,51 DR 103,13

A 11,23 B41,52 DR 13,15
A11,24B27,35DR 1,7
A11,24B3539DR 11,14
A 1124 B 39,72 DR 1,7
A 11,24 B 8,35DR 13,17
A 1126 B 13,64 DR 7,-
A11,26B27,39DR 1,13
A 11,29 B 35,44 DR 7,13
A11,29B7,27DR 1,1

A 11,30 B 35,58 DR 4,11
A 11,31 B41,64 DR 7,11
A 11,32 B27,44 DR 7,15
A11,32B35,65DR 1,4
A 11,32 B 50,52 DR 13,15
A11,33B3544DR 1,14
A 11,33 B 49,65 DR 4,11
A 11,33 B51,65DR 1,7
A11,34B8,51 DR 4,17
A 11,68 B27,51 DR 1,15
A2,-B 18,35 DR 15,-
A2,-B 1844 DR 11,13
A2,-B18,44DR 4,17
A2,-B 1851 DR 11,17
A2,-B18,64 DR 7,11
A2,-B2735DR 11,16
A2,-B27,37DR 1,11
A2,-B2751 DR 11,12
A2,-B3535DR 11.-
A2,-B3544DR 13,17
A2,-B3562DR 1,11
A2,-B38,58 DR 8,15
A2,-B41-DR 15,17
A2,-B41,60 DR 4,13
A2,-B44-DR4,15
A2,-B44,44DR 4,16
A2,-B44,51 DR 4,13
A2,-B44,51 DR 9,12
A2,-B49,60 DR 11,17
A2,-B 50,51 DR 8,11
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A2,-B51-DR 11,15
A2,-B51,62DR 11,11
A2,-B51,65DR 1,14
A2,-B57,62DR 11,13
A2,-B64,65DR 1,7
A2,-B7-DR715
A2,-B749DR 1,14
A2,-B8,I8DR 11,17
A2,11 B18,62DR 1,17
A2,11B27,50DR 1,7
A2,11B35,-DR 1,-
A2,11B3545DR 1,4
A2,11B3551 DR 11,14
A2,11 B35,51 DR 7,-

A 2,11 B44,49 DR 4,15
A2,11 B44,49 DR 4,7
A2,11 B44,53 DR 1,13
A2,11 B44,62 DR 11,13
A2,11 B50,51 DR 15,-
A 2,11 B 50,60 DR 4,13
A2,11 B51,55DR 13,14
A2,11B7,44DR 4,7

A 2,11 B7,52 DR 103,15
A2,11 B8,38 DR 103,16
A2,2B44,51 DR 4,17
A2,2B4557DR 7,11
A2,2B49,51 DR 7,17
A2,2B58,62DR 11,16
A2,23B35-DR 1,14

A 2,23 B44,44DR 13,15
A 2,23 B44,44 DR 4,17
A2,23B44,49 DR 4,11
A2,23B44,49 DR 7,17
A2,23B44,51 DR 7,11
A2,23B49,62DR 1,4
A2,23B 50,51 DR 4,13
A223B7,18DR 1,7

A 2,24 B 18,44 DR 14,15
A2,24B 18,44 DR 4,11
A2,24B 18,62 DR 9,17
A2,24B 18,64 DR 4,17
A2,24B27,51 DR 4,11
A2,24B3544DR 738
A2,24B39,51 DR 8,11
A2,24B44,57DR 7,11
A2,24B44,62 DR 17,-
A2,24B4551 DR 15,-
A 2,24 B 50,51 DR 7,

A 2,24 B50,63DR 11,11
A2,24B51,-DR 8,16
A2,24B7,35DR4,11
A2,24B7,44DR 4,14
A2,24B7,49 DR 4,15
A2,24B7,51 DR 10,11
A2,24B7,61 DR 8,15
A2,24B7,64DR 15,17
A2,24B8,61 DR 7,11

A 2,24 BI8,44 DR 4,11
A 2,24 B49,62 DR 7,11
A2,25B 18,44 DR 4,15
A2,25B 18,44 DR 4,4
A2,25B18,65DR 17,-
A2,25B7,62DR 103,15
A 2,26 B 38,44 DR 4,13
A 2,26 B 64,65 DR 103,13
A2,26B7,18DR 15,17
A2,29B 18,44 DR 7,11
A2,29B27,44DR 1,7
A2,29B39,44DR 7,17
A 2,29 B 44,44 DR 4,15
A2,29B44,44DR 7,11
A 2,29 B44,44 DR 7,15
A 2,29 B44,45DR 7,14
A 2,29 B44,50 DR 7,11
A 2,29 B44,51 DR 1,12
A 2,29 B44,51 DR 7,13
A 2,29 B44,57 DR 7,13
A 2,29 B44,60 DR 13,14
A 2,29 B44,62 DR 7,8
A2,29B 45,50 DR 11,17
A 2,29 B8,44 DR 15,17
A2,29B8,44DR 7,17
A2,3B18,35DR 1,17
A2,3B18,35DR 4,17
A2,3B18,39DR 11,17
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A2,3B 18,50 DR 7,17 1] 02 A2,69B51,62DR 9,11 1] 02 A3,11B 18,61 DR 11,16 1] o2
A23B18,71 DR 11,13 1] 02 A2,69B8,62DR 7,17 1] 02 A3,11B38,55DR 13,14 1] 02
A2,3B3557DR7,12 1] 02 A2,-B 18,44 DR 1,13 1] 02 A3,11 B44,52 DR 7,15 1| 02
A2,3B3539DR 11,13 1] 02 A 2/23 B8/44 DR /17 1] 02 A3,11B51,57 DR 4,7 1] 02
A2,3B3544 DR 1,10 1] 02 A 2/32 B 35/39 DRI1/15 1] 02 A3,11B735DR 10,11 1| 02
A2,3B3544DR 4,11 1] 02 A 226 B51,55 DR 8,17 1] 02 A3,11 B7,51 DR 103,13 1] 02
A2,3B3547DR 1,13 1] 02 A 23,24 B44,65 DR 7,8 1] 02 A3,11 B52,61 DR 1,13 1| 02
A2,3B37,44DR 4,13 1] 02 A2324B727DR 4,11 1] 02 A3,23B3549 DR 4,13 1] 02
A23B37,51DR7,- 1] 02 A 23,26 B3849 DR 17,- 1] 02 A3,23B745DR4,15 1| 02
A2,3B52,55DR 15,16 1] 02 A232937,51 DR 4,11 1] 02 A3,24735DR 13,13 1 02
A23B62-DR4,4 1] 02 A 2329 B 44,49 DR 4,7 1] 02 A3,24B2735DR 7 1] 02
A2,3B62,65DR 1,4 1] 02 A 23,29 B44,78 DR 7,13 1] 02 A3,24B3535DR 4,9 1| 02
A23B7-DR 14,15 1] 02 A2329B 57,60 DR 1,4 1] 02 A324B3544DR 11,17 1] 02
A2,3B7,-DR4,15 1] 02 A23,30B 18,51 DR 13,17 1] 02 A3,24B3544DR 7,11 1| 02
A23B7,-DR7,16 1] 02 A2330B3544DR 7,11 1] 02 A3,24B3564DR 1,7 1] 02
A23B7,18DR 4,17 1] 02 A 23,30 B 49,64 DR 4,13 1] 02 A3,24B3849DR 11,14 1| 02
A23B735DR 1,7 1] 02 A2331B51,51 DR 7,13 1] 02 A324B7,13DR7,15 1] 02
A23B749DR 7,15 1] 02 A 23,33 B44,65DR 1,14 1] 02 A3,24B735DR 10,11 1| 02
A23B7,51DR11,- 1] 02 A2333B65DR 1,15 1] 02 A324B735DR7,13 1] 02
A23B7,51DR 13,14 1] 02 A 23,66 B41,44 DR 4,7 1] 02 A3,24B745DR 11,15 1 02
A23B7,51 DR48 1] 02 A 24,30 B 18,51 DR 13,17 1] 02 A3,25B44,65DR 1,12 1] 02
A23B7,51DR78 1] 02 A24-B13,65DR 1,7 1] 02 A3,25B 51,60 DR 8,16 1| 02
A23B7,62DR 15, 1] 02 A24,-B 18,51 DR 8,17 1] 02 A 3,26 B3544 DR 1,13 1| 02
A23B7,62DR4,11 1] 02 A24-B18,62DR 7,17 1] 02 A3,26B3552DR 11,15 1] 02
A2,3B7,7DRA4,15 1] 02 A24,-B38,-DR 15,15 1] 02 A3,26B38,-DR 1,13 1| 02
A23B8,65DR 1,17 1] 02 A24-B745DR7,15 1] 02 A3,26 B3844 DR 1,4 1] 02
A2,30B 1337 DR 4,7 1] 02 A24,-B8,65DR 7,17 1] 02 A3,26B738DR 4,15 1| 02
A230B18-DR 17, 1] 02 A2426B 1838 DR 11,13 1] 02 A329B 1844 DR 7,11 1] 02
A2,30B 18,27 DR 1,17 1] 02 A 24,26 B 27,38 DR 4,13 1] 02 A3,29B 18,72 DR 13,13 1 02
A2,30B 18,51 DR 4,17 1] 02 A 2426 B 35,38 DR 4,13 1] 02 A3,29B3538 DR 1,17 1] 02
A2,30B 18,51 DR 8,11 1] 02 A 24,26 B 44,60 DR 4,7 1] 02 A3,29B 3544 DR 7,16 1 02
A2,30B 18,57 DR 7,17 1] 02 A2429B39,44 DR 7,8 1] 02 A3,29B3558DR 7,11 1] 02
A2,30 B 18,64 DR 7,17 1] 02 A 24,29 B 44,45 DR 10,13 1] 02 A 3,29 B 35,65 DR 103,17 1 02
A2,30B44,50 DR 11,13 1] 02 A 2429 B 44,58 DR 7,8 1] 02 A3,29B44,51 DR 7,13 1] 02
A2,30 B44,52 DR 4,15 1] 02 A 24,29 B 44,62 DR 4,- 1] 02 A3,29B44,62 DR 7,11 1| 02
A2,30 B 50,55 DR 11,- 1] 02 A 2429 B3544 DR 7,11 1] 02 A3,29B4550 DR 7,11 1| 02
A2,30B7,13DR 7,- 1] 02 A2430B 13,61 DR 7,13 1] 02 A3,29B7,44DR 7,11 1] 02
A230B7,13DR 7,15 1] 02 A2430B 18,52 DR 15,17 1] 02 A3,29B744DR 7,15 1 02
A2,30B7,I8DR 15,17 1] 02 A2430B 18,70 DR 11,12 1] 02 A3,29B 8,44 DR 4,7 1] 02
A2,30B8,I8DR 11,17 1] 02 A 24,30 B35,51 DR 4,12 1] 02 A3,3B3547DR 15,17 1| 02
A2,30B838DR 14,17 1] 02 A 2430 B 45,50 DR 1,10 1] 02 A3,30B1835DR 1,17 1] 02
A231B3541 DR 1,7 1] 02 A2430B727DR 1,15 1] 02 A3,30B 1835 DR 7,17 1 02
A231B39,51 DR 4,11 1] 02 A2430B744DR 1,7 1] 02 A3,30B 18,65 DR 1,4 1] 02
A2,31 B39,60 DR 12,13 1] 02 A2430B7,50 DR 1,15 1] 02 A3,30B7,-DR 1,15 1 02
A 2,31 B44,60 DR 4,4 1] 02 A2431B51,57DR 7,8 1] 02 A3,30B8,13DR 14,17 1] 02
A2,31B49,51 DR 11,15 1] 02 A2432B 1844 DR 1,15 1] 02 A331B51,-DRS8,14 1| 02
A231B51,65DR 1,4 1] 02 A2432B27,61 DR7,15 1] 02 A3,32B 18,60 DR 4,11 1] 02
A2,31 B 60,61 DR 4,17 1] 02 A2432B35,-DR 4,11 1] 02 A3,32B 7,61 DR 13,15 1| 02
A2,31B 60,72 DR 4,15 1] 02 A24,32B 38,61 DR 4,13 1] 02 A3,32B7,64DR 1,7 1| 02
A231B62,65DR 1,4 1] 02 A2432B 45,61 DR 14, - 1] 02 A3,33B1865DR 11,14 1] 02
A2,31B7,51 DR 103,13 1] 02 A 2433 B38,65DR 1,16 1] 02 A3,33B 3544 DR 1,14 1| 02
A232B3544DR 1,7 1] 02 A 24,66 B 13,53 DR 4,7 1] 02 A 3,33 B 44,65 DR 4,15 1] 02
A2,32B3545DR 10,11 1] 02 A24,68B 1844 DR 11,11 1] 02 A3,33B60,65DR 1,11 1| 02
A2,32B3551 DR 1,12 1] 02 A 24,68 B27,44 DR 11,- 1] 02 A3,33B735DR4,11 1] 02
A2,32B3551 DR 11,13 1] 02 A 24,68 B35,65DR 1,11 1] 02 A 3,34 B 44,45 DR 4,17 1| 02
A232B41,44DR 1,17 1] 02 A2532B 44,61 DR 1,15 1] 02 A3,66B 18,41 DR 7,17 1] 02
A2,32B41,51 DR 7,17 1] 02 A2533B735DR 11,15 1] 02 A 3,66 B 27,35 DR 4,4 1| 02
A2,32B 44,50 DR 7,- 1] 02 A 25,68 B 18,51 DR 4,17 1] 02 A3,66B835DR 11,17 1] 02
A2,32B44,57 DR 7,15 1] 02 A 25,68 B 18,57 DR 1,13 1] 02 A3,68B44,58 DR 1,11 1| 02
A2,32B 44,61 DR 1,13 1] 02 A 25/30 B18/65 DR 1/15 1] 02 A 3,68 B44,60 DR 7,13 1] 02
A 2,32 B 50,60 DR 8,17 1] 02 A 26,30 B 13,35 DR 13,13 1] 02 A 3,68 B50,78 DR 13,17 1| 02
A 2,32 B 63,64 DR 16,17 1] 02 A 26,30 B 1838 DR 13,17 1] 02 A3,68B51,73 DR 4,7 1| 02
A2,32B735DR 1,15 1] 02 A2630B 18,47 DR 1,15 1] 02 A3,68B7,65DR 1,4 1] 02
A2,32B7,44 DR 4,11 1] 02 A 26,30 B 64,65 DR 1,17 1] 02 A3/31 B49/50 DR 1/7 1| 02
A2,32B7,61 DR 12,16 1] 02 A2632B35,62DR 11,15 1] 02 A30,-BI18-DR 17,- 1] 02
A2,32B8,44 DR 13,17 1] 02 A26,32B39,61 DR 11,13 1] 02 A 30,31 B39,44 DR 16,17 1| 02
A2,33B1838DR 13,14 1] 02 A2633B1438DR 1,17 1] 02 A3032B 18,44 DR 7,17 1] 02
A2,33B38,51 DR 8,13 1] 02 A 26,33 B 38,63 DR 4,11 1] 02 A30,32B35,51 DR 13,15 1| 02
A2,33B44,57 DR 7,- 1] 02 A 2633 B38,65DR 1,4 1] 02 A3033B1849DR 7,17 1] 02
A2,33 B 50,- DR 7,- 1] 02 A 26,33 B 64,65 DR 1,103 1] 02 A30,33B844 DR 1,17 1| 02
A233B51,72DR 7, 1] 02 A 26,68 B35,55 DR 1,11 1] 02 A 30,66 B8,65DR 1,17 1] 02
A 2,33 B 58,65 DR 1,17 1] 02 A 26,68 B3844 DR 7,11 1] 02 A 30,68 B 18,53 DR 13,17 1| 02
A2,36B53,65DR 1,16 1] 02 A29-B44,51 DR 7,14 1] 02 A30,69B 18,38 DR 4,17 1] 02
A2,66B35,51 DR 4,11 1] 02 A 2930 B 18,44 DR 4,17 1] 02 A31,32B61,62DR 4,11 1] 02
A2,66B7,51 DR 7,15 1] 02 A 29,30 B 35,44 DR7,11 1] 02 A 31,68 B39,51 DR 4,14 1| 02
A 2,66 B8,41 DR 7,17 1] 02 A2932B3544 DR 7,16 1] 02 A3233B57,65DR 1,4 1] 02
A 2,66 B8,60 DR 7,13 1] 02 A29,32B 8,44 DR 7,17 1] 02 A 32,68 B 38,44 DR 4,13 1| 02
A2,68B27,53 DR 1,13 1] 02 A2933B 18,44 DR 1,17 1] 02 A33,-B44,65DR 1,4 1] 02
A 2,68 B 44,49 DR 4,10 1] 02 A 29,33 B44,65 DR 7,15 1] 02 A 33,68 B51,65DR 1,8 1| 02
A 2,68 B 50,65 DR 13,16 1] 02 A 29,68 B 38,44 DR 4,13 1] 02 A 33/69 B 7/55 DR11/- 1] 02
A2,68B51,-DR7,11 1] 02 A 29/30 B 18/44 DR 7/17 1] 02 A 34,68 B8,55 DR 1,4 1| 02
A2,68B51,53 DR 14,15 1] 02 A3,-B18-DR 15,17 1] 02 A 66,68 B 39,58 DR 8,13 1] 02
A2,68B51,60 DR 4,15 1] 02 A3,-B18,50DR 13,17 1] 02 A 66,68 B45,57 DR 4,7 1| 02
A2,68B51,65DR 1,13 1] 02 A3,-B51,60 DR 7,15 1] 02 A3,-B738DR4,15 1] 02
A 2,69 B 35,44 DR 7,13 1] 02 A3,-B7,38DR 4,15 1] 02 Total 502 | 100,0
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4. ANALISIS DE LOS FACTORES MATERNOS QUE
CONDICIONAN LA CALIDAD DE LAS MUESTRAS DE LA
POBLACION SELECCIONADA.

Las tablas 30 a 45 y las figuras 11 a 15 recogen los datos
relacionados con posibles factores maternos capaces de condicionar la
calidad de las muestras de SCU en la poblacidn seleccionada.

La tabla 30 muestra las correlaciones obtenidas entre los pardmetros
celulares de control de calidad de las muestras de sangre de cordon
umbilical y las principales caracteristicas de la gestante y parto actual.
Existi6 una correlacion significativa inversa entre las semanas de gestacion
y el contaje del células CD34+ y la viabilidad de las muestras, esto es a
menor niumero de semanas de gestacion mayor recuento de células CD34+
y mayor viabilidad. Y que si bien el peso especifico determinado mediante
el coeficiente de Pearson de las correlaciones apenas presentaba relevancia
clinica (coeficientes de correlacion de Pearson de -0,141 en el primer caso
y -0,096 en el segundo caso) (tabla 30).

Se observd la existencia de una correlacion significativa, en este caso
directa entre la duracion total del parto y los recuentos inicial y final de
células nucleadas totales (CNT) de las muestras, esto es a mayor duracion
del parto, mayores recuentos inicial y final de las células nucleadas totales
(CNT) de las muestras de SCU. Que, al igual que en el caso anterior
presentaron coeficientes de Pearson de las correlaciones con escasa
relevancia clinica (coeficientes de correlacion de Pearson de 0,109 en el
primer caso y 0,110 en el segundo caso) (tabla 30).

No se observaron relaciones entre los parametros celulares de control
de calidad (CMT, CNT) de las muestras de sangre de cordon umbilical y la
edad de las donantes y gestaciones previas (tabla 30).
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Tabla 30. Correlaciones observadas entre los parametros celulares de control de calidad de las muestras de sangre de
cordon umbilical y las principales caracteristicas de la gestante y parto actual.

D34+ | Viabilidad CNT CNT Recuperacion CMT CMT CMN CMN Recuperacion

(x1 05) (%) In1c1gl Flnagl CNT In1c1gl Flnaxl Inicial Final CMN

(x10%) (x10%) (%) (x10%) | (x10%) (%) (%) (%)

Edad (en anos) Correlacion de Pearson 0,065 -0,051 0,020 0,019 -0,003 | 0,016 | -0,044 0,017 | 0,008 -0,006
Sig. (bilateral) 0,145 0,259 0,653 0,663 0,939 ] 0,723 | 0,330 0,712 ] 0,853 0,892
N 502 502 502 502 502 502 502 502 502 502
N° gestaciones previas Correlacion de Pearson 0,002 0,018 -0,040 -0,028 0,044 | -0,073 | -0,058 -0,070 | -0,063 0,030
Sig. (bilateral) 0,973 0,683 0,365 0,532 0,321 | 0,104 | 0,197 0,118 | 0,156 0,497
N 502 502 502 502 502 502 502 502 502 502
N° abortos previos Correlacion de Pearson -0,026 0,006 0,046 0,037 -0,012 | 0,021 ] 0,003 -0,027 | -0,028 -0,030
Sig. (bilateral) 0,565 0,889 0,300 0,410 0,783 | 0,642 | 0,948 0,550 | 0,537 0,509
N 502 502 502 502 502 502 502 502 502 502
Semanas de gestacion Correlacion de Pearson | -0,141(**) | -0,096(*) 0,072 0,052 -0,051 ] 0,003 | 0,016 | -0,092(*) | -0,087 0,015
Sig. (bilateral) 0,002 0,031 0,105 0,246 0,251 ] 0,940 | 0,722 0,039 | 0,051 0,746
N 502 502 502 502 502 502 502 502 502 502
Duracion parto (en horas) Correlacion de Pearson 0,040 -0,026 | 0,109(*) | 0,110(*) 0,000 | 0,060 ] 0,053 -0,053 | -0,057 0,043
Sig. (bilateral) 0,377 0,558 0,014 0,014 0,997 | 0,178 | 0,232 0,239 1 0,204 0,341
N 502 502 502 502 502 502 502 502 502 502

CMN: Células Mononucleadas. CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: Células Nucleadas Totales.
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral).* La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
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Si bien no se observo la existencia de relaciones claras entre los
parametros celulares de control de calidad de las muestras de SCU y los
principales factores relacionados con las caracteristicas epidemioldgicas y
ginecologicas de la madre en la que se produjo la donacidn, a la luz de los
datos aportados en la literatura y de la experiencia en relacion con diversos
tipos de patologias se fracciond la poblacion seleccionada en varios
intervalos de edad de la donante. Se recogieron las tablas y figuras
correspondientes a los intervalos de edad de la gestante (figura 11), de
viabilidad de las muestras (figura 12) , de tratarse de una donacion
realizada por una primipara o multipara (figura 13), del nimero de semanas
de gestacion (figura 14), del tipo de parto (figura 15), de la cantidad de
células marcadas CD+34 (tabla 40), de la duracion total del parto (tabla
41), y del sexo de neonato (tabla 44), que fueron los que mostraron algiun
tipo de dato de interés o la falta 6 ausencia de relacion entre los parametros
de calidad de la muestra de SCU y de un dato buscado en relaciéon con
algin parametro. El resto de intervalos considerados dentro de la poblacion
seleccionada no mostré dato de interés alguno.

La figura 11 muestra los intervalos de edad de la gestante realizados:
menor de 25 afos entre 26 y 34 afios (el grupo con mayor representacion,
un 65,1%) y mayor de 35 afos.

En relacién con estos intervalos de edad, se ha observado ligeros
incrementos del contaje de células CD34+, de los recuentos final e inicial
de Células Nucleadas Totales (CNT), del recuento inicial de Cé¢lulas
Mononucleadas Totales (CMT), del porcentaje de recuperacion de Células
Mononucleadas (CMN), y del volumen y por tanto del peso de la bolsa,
ninguna de estas diferencias fueron estadisticamente significativas (tabla
31).

Tampoco se observo la existencia de diferencias al considerar como
intervalos de edad de las gestantes mayor/igual de 35 afios con respecto a
menor de 35 afios y mayor/igual de 40 afios con respecto a menor de 40
anos.
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Figura 11. Intervalos de edad considerados en las gestantes
seleccionadas de la poblacion total.

B < 25 afios
E26-34 afios
O>35 afios

21,9 12,9
Yo %

65,1
%
Tabla 31. Parametros celulares de control de calidad de las muestras

de sangre de cordon umbilical en funcion de los intervalos edad
considerados en las gestantes seleccionadas de la poblacion total.

Intervalo de confianza . (-
. M M
para la media al 95% fnime aximo
N | Media | +sem .lel'te L1m1.te
inferior superior

CD34+ (x 10°) <25 afios 65| 2746 | 2,10 23,27 31,66 2,09 88,80
26-34 afos | 327 | 31,34 | 1,13 29,12 33,56 2,55 | 111,30

>35afios | 110 | 32,74 | 2,16 28,47 37,01 2,52 | 110,65

Total 502 | 31,14 | 0,92 29,35 32,94 2,09 | 111,30

Viabilidad (%) <25 afios 65| 94,64 | 0,64 93,37 95,91 72,30 99,50
26-34 afios | 327 | 93,85 | 0,31 93,24 94,47 55,00 99,50

>35afios | 110 | 94,40 | 0,50 93,40 95,40 76,90 99,40

Total 502 | 94,08 | 0,25 93,59 94,56 55,00 99,50

Recuento células inicial <25 afios 65| 13,44 | 0,32 12,81 14,07 8,80 18,70
(en mill/ml) 26-34 afios | 327 | 13,65 | 0,15 13,36 13,94 1,10 19,90
>35afos | 110 | 13,57 | 023 13,11 14,02 9,60 19,90

Total 502 13,60 | 0,12 13,37 13,83 1,10 19,90

Recuento células final <25 afios 65| 5297 1,52 49,94 55,99 26,80 97,20
(en mill/ml) 26-34 afios | 327 | 55,34 | 0,80 53,77 56,91 | 2630 | 100,00
>35afos | 110 | 55,03 | 123 52,60 5746 | 28,00 | 94,60

Total 502 | 54,96 | 0,62 53,75 56,18 | 26,30 | 100,00

CNT inicial (x 10%) <25 afios 65| 13229 | 0,42 12,45 14,14 10,00 26,60
26-34 afos | 327 | 13,77 | 0,19 13,40 14,14 10,00 27,40

>35afos | 110 | 14,16 | 033 13,50 14,82 | 10,00 | 28,80

Total 502 | 13,79 | 0,15 13,49 14,09 | 10,00 | 28,80

CNT final (x 10%) <25 afios 65| 11,60 | 0,39 10,83 12,38 8,00 23,20
26-34 afos | 327 | 12,03 | 0,18 11,67 12,38 6,40 26,10

>35afios | 110 | 12,45 | 0,31 11,83 13,07 6,90 26,20

Total 502 | 12,06 | 0,15 11,78 12,35 6,40 | 2620

Recuperacion CNT (%) <25 afios 65| 87,31 | 0,72 85,88 88,74 70,30 100,00
26-34 afos | 327 | 86,93 | 0,35 86,24 87,62 4320 | 100,00

>35afios | 110 | 87,76 | 0,57 86,62 88,90 52,00 | 100,00

Total 502 | 87,16 | 0,28 86,62 87,70 4320 | 100,00

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de 151

Sangre de Cordéon Umbilical
Laura Ponce Verdugo



Resultados

CMT inicial (x 10%) <25 afios 65 5,34 | 0,19 4,96 5,71 3,20 11,20
26-34 afios | 327 5,76 | 0,10 5,56 5,95 2,50 14,50
>35afos | 110 5,73 | 0,15 5,44 6,02 2,60 10,30
Total 502 5,70 | 0,08 5,55 5,85 2,50 14,50
CMT final (x 10%) <25 afios 65 5,20 | 0,47 4,26 6,14 2,60 33,00
26-34 afios | 327 5,13 | 0,09 4,95 5,31 1,60 13,90
>35afos | 110 5,18 | 0,14 4,92 5,45 2,40 9,60
Total 502 5,15 0,09 4,98 5,33 1,60 33,00
CMN inicial (%) <25 afios 65| 40,22 | 0,69 38,84 41,59 30,50 54,00
26-34 afios | 327 | 41,79 | 0,44 40,93 42,66 18,80 67,60
>35afios | 110 | 40,79 | 0,70 39,40 42,18 25,40 60,60
Total 502 | 4137 | 0,34 40,70 42,03 18,80 67,60
CMN final (%) <25 afios 65| 39,63 | 0,75 38,14 41,13 23,90 53,80
26-34 afios | 327 | 41,34 | 0,46 40,43 42,25 14,70 77,50
>35anos | 110 | 40,34 | 0,70 38,95 41,73 23,30 60,60
Total 502 | 40,90 | 0,35 40,21 41,59 14,70 77,50
Recuperacion CMN (%) <25 afios 65 | 88,68 | 1,05 86,58 90,79 58,90 100,00
26-34 afios | 327 | 89,03 | 0,47 88,10 89,95 45,10 100,00
>35anos | 110 | 89,81 | 1,05 87,73 91,89 3,50 100,00
Total 502 | 89,15 | 041 88,35 89,95 3,50 100,00
Peso de la Bolsa (en g) <25 afios 65 | 133,48 | 2,56 128,36 138,59 92 187
26-34 afios | 327 | 135,54 | 1,20 133,17 137,91 95 229
>35anos | 110 | 139,08 | 2,09 134,93 143,23 98 198
Total 502 | 136,05 | 0,97 134,15 137,95 92 229
Volumen de la bolsa (en ml) <25 afios 65| 99,77 | 2,42 94,94 104,60 61 151
26-34 afios | 327 | 101,71 | 1,14 99,46 103,96 63 191
>35afios | 110 | 105,25 | 1,98 101,32 109,19 66 160
Total 502 | 102,24 | 0,92 100,43 104,04 61 191

La figura 12 muestra los intervalos de viabilidad considerados:
menor de 95% y mayor/igual de 95% (un 57% de la muestra seleccionada).

En relacién con ambos intervalos de viabilidad y con los intervalos
de edad de la gestante antes indicados (figura 11) no se ha observado que la
mayor viabilidad de la muestra se pudiera relacionar de forma significativa
con alguno de ellos (tabla 32). Al comparar las gestantes de de menos de 35
anos con las de edad igual o superior a 35 afios se observa que las mujeres
de 35 o més afios presentaban un porcentaje de viabilidad 4,5% mayor que
las mujeres menores de 35 afios (61% vs. 56,5%). Y que esta diferencia se
incrementa al comparar las gestantes de de menos de 40 afios con las de
edad igual o superior a 40 afios, en las que este segundo grupo presentaba
un porcentaje de viabilidad 17,8% mayor que las mujeres menores de 40
afios (75% vs. 57,2%) (tabla 32). A mayor edad de la gestante, mayor
proporcidon de muestras con una viabilidad igual o superior al 95% aunque
las diferencias encontradas no son estadisticamente significativas.
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Figura 12. Intervalos de viabilidad considerados en las muestras
seleccionadas de la poblacion total.

H < 95% 0> 95

57,0%

43,0%

Tabla 32. Viabilidad de las muestras de sangre de cordon umbilical en
funcion de los intervalos edad considerados en las gestantes
seleccionadas de la poblacion total.

Intervalo de edad Viabilidad Total
<95% | >95%
< de 25 afos Recuento 25 38 63
% de Intervalo de edad 39,7% | 60,3% | 100,0%
26-34 afios Recuento 138 174 312
% de Intervalo de edad 44.2% | 55,8% | 100,0%
> 35 afios Recuento 41 64 105
% de Intervalo de edad 39,0% | 61,0% | 100,0%
18-34 afios Recuento 163 212 375
% de Intervalo de edad 35, | 43,5% | 56,5% | 100,0%
> 35 afios Recuento 41 64 105
% de Intervalo de edad 35, | 39,0% | 61,0% | 100,0%
<40 afios Recuento 202 270 472
% de Intervalo de edad 40 | 42,8% | 57,2% | 100,0%
igual 6 > 40 afios Recuento 2 6 8
% de Intervalo de edad 40 | 25,0% | 75,0% | 100,0%

La figura 13 muestra la proporciéon de primiparas y multiparas
donantes en la muestra seleccionada (un 52,6% de la muestra seleccionada
fueron primiparas).

En relacion con esta caracteristica y con los pardmetros de control
del recuento celular y de la viabilidad de las muestras de SCU, se observa
una escasisima, aunque significativa, diferencia en el recuento de células
inicial que fue menor (-0,71 mill/ml) en las multiparas con respecto a las
primiparas pero que carecio de relevancia en los recuentos inicial y final de
las diferentes fracciones celulares. Igualmente se observo que tanto la
media de células CD34+ como el porcentaje medio de viabilidad, y el
volumen y peso de la bolsa fueron ligeramente superiores y no significativo
en multiparas que en primiparas (tabla 33).
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Al relacionar el numero de gestaciones previas con los intervalos de
viabilidad: menor de 95% y mayor/igual de 95%. Las multiparas mostraron
un significativo mayor porcentaje de muestras de SCU con una viabilidad
igual o superior al 95% (63,1% vs. 52,7%, una diferencia de un 10,4%)
(tabla 34). Ademas las multiparas presentaron 0,836 veces mas
posibilidades de que la viabilidad de las muestras de sangre de cordon fuera
mayor del 95% aunque con una importante variabilidad (OR de 0,836 con
intervalo de confianza al 95% de 0,717-0,974) (tabla 34).

No se encontrd relacion de los parametros de control del recuento
celular (CMT, CNT) y de la viabilidad de las muestras de SCU con la
existencia del niimero de abortos.

Figura 13. Proporcion de primigestaciones y multigestaciones en la
poblacion de gestantes seleccionadas de la poblacion total.

@ Primigesta
OMultigesta

7,4%
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Tabla 33. Parametros celulares de control de calidad de las muestras
de sangre de cordon umbilical en funcion del nimero de gestaciones
previas de las gestantes seleccionadas de la poblacion total.

Intervalo de confianza - (-
M M
para la media al 95% fmo aximo
N | Media | +sem .lel.te L1m1'te
inferior superior

CD34+ (x10%) primigesta | 264 | 30,95 | 1,22 28,55 33,35 2,09 98,46
multigesta | 238 | 31,36 | 1,38 28,64 34,08 2,52 111,30

Total 502 | 31,14 | 0,92 29,35 32,94 2,09 111,30

Viabilidad (%) primigesta | 264 | 9391 | 0,31 93,30 94,52 74,30 99,50
multigesta | 238 | 94,26 | 0,39 93,49 95,03 55,00 99,40

Total 502 | 94,08 | 0,25 93,59 94,56 55,00 99,50

Recuento células inicial primigesta | 264 | 13,94 | 0,16 13,63 14,26 8,20 19,90
(en mill/ml) multigesta | 238 | 13,23* | 0,17 12,90 13,55 1,10 19,90
Total 502 | 13,60 | 0,12 13,37 13,83 1,10 19,90

Recuento células final primigesta | 264 | 55,89 | 0,87 54,18 57,60 26,50 100,00
(en mill/ml) multigesta | 238 | 53,94 | 0,87 52,22 55,65 26,30 100,00
Total 502 | 5496 | 0,62 53,75 56,18 26,30 100,00

CNT inicial (x10%) primigesta | 264 | 13,94 | 0,22 13,52 14,37 10,00 27,40
multigesta | 238 | 13,62 | 0,21 13,20 14,05 10,00 28,80

Total 502 | 13,79 | 0,15 13,49 14,09 10,00 28,80

CNT final (x10%) primigesta | 264 | 12,21 | 0,20 11,81 12,61 6,40 26,10
multigesta | 238 | 11,90 | 0,21 11,50 12,31 6,90 26,20

Total 502 | 12,06 | 0,15 11,78 12,35 6,40 26,20

Recuperacion CNT (%) primigesta | 264 | 87,19 | 0,39 86,42 87,96 43,20 100,00
multigesta | 238 | 87,12 | 0,39 86,36 87,89 52,00 100,00

Total 502 | 87,16 | 0,28 86,62 87,70 43,20 100,00

CMT inicial (xlOS) primigesta | 264 5,80 | 0,11 5,59 6,02 2,50 14,50
multigesta | 238 5,58 | 0,10 5,37 5,78 2,70 11,40

Total 502 5,70 | 0,08 5,55 5,85 2,50 14,50

CMT final (x10%) primigesta | 264 5,30 | 0,15 5,01 5,59 1,70 33,00
multigesta | 238 499 | 0,10 4,80 5,18 1,60 9,80

Total 502 5,15 | 0,09 4,98 5,33 1,60 33,00

CMN inicial (%) primigesta | 264 | 41,63 | 0,48 40,69 42,58 22,70 67,60
multigesta | 238 | 41,08 | 0,47 40,14 42,01 18,80 60,60

Total 502 | 4137 | 0,34 40,70 42,03 18,80 67,60

CMN final (%) primigesta | 264 | 41,14 | 0,51 40,14 42,14 20,10 77,50
multigesta | 238 | 40,63 | 0,49 39,68 41,59 14,70 60,60

Total 502 | 4090 | 0,35 40,21 41,59 14,70 77,50

Recuperacion CMN (%) primigesta | 264 | 89,36 | 0,46 88,45 90,27 58,90 100,00
multigesta | 238 | 88,92 | 0,69 87,56 90,28 3,50 100,00

Total 502 | 89,15 | 041 88,35 89,95 3,50 100,00

Peso de 1a Bolsa (en g) primigesta | 264 | 134,50 | 1,26 132,02 136,99 92 200
multigesta | 238 | 137,76 | 1,48 134,85 140,68 95 229

Total 502 | 136,05 | 0,97 134,15 137,95 92 229

Volumen de la bolsa (en ml) primigesta | 264 | 100,71 | 1,19 98,36 103,06 61 163
multigesta | 238 | 103,93 | 1,41 101,16 106,70 64 191

Total 502 | 102,24 | 0,92 100,43 104,04 61 191

CMN: Células Mononucleadas CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: Células Nucleadas Totales.
Test t de Student para muestras independientes. * Menor que primigesta, p<0,05.
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Tabla 34. Viabilidad de las muestras de sangre de cordon umbilical en
funcion del numero de gestaciones previas de las gestantes
seleccionadas de la poblacion total.

N° de gestaciones - 9\5/01/21b111;1a9ds% Total
. Recuento 122 136 258
Primigesta % de gestaciones | 47,3% | 52,7% | 100,0%
Multigesta Recuento 82 140 222
% de gestaciones | 36,9% | 63,1%* | 100,0%
Total Recuento 204 276 480
% de gestaciones | 42,5% | 57,5% | 100,0%

La figura 14 muestra los intervalos de edad gestacional considerados
menor de 40 semanas y mayor/igual a 40 semanas, en las gestantes de la
muestra seleccionada. Un 56,4% de la muestra seleccionada presentaron
una edad gestacional mayor o igual de 40 semanas.

En relacion con esta caracteristica y con los parametros de control
del recuento celular y de la viabilidad de las muestras de SCU, so6lo se
observd una escasisima, aunque significativa, diferencia en el recuento de
células inicial que fue mayor (0,57 mill/ml) en las gestantes de edad
gestacional igual o mayor a 40 semanas con respecto a las gestantes de
edad gestacional menor pero que carecid de relevancia en los recuentos
inicial y final de las diferentes fracciones celulares aunque los recuentos
medios de Células Nucleadas Totales (CNT) y Células Mononucleadas
Totales (CMT) inicial y final fueron también escasamente superiores en
edades gestacionales iguales o mayores de 40 semanas y a pesar de que el
peso y el volumen medio de las bolsas de gestantes con menos de 40
semanas de edad gestacional fue ligeramente mayor que el de las gestantes
edad gestacional igual o mayor de 40 semanas. La media de células CD34+
fue ligeramente mayor y no significativa en gestantes con menos de 40
semanas de edad gestacional, ellas, ademés, mostraron una viabilidad
media de un 94,4%, escasa y no significativamente mayor que la de las
gestantes con edad gestacional igual o mayor de 40 semanas (tabla 35).

Al relacionar la edad gestacional con los intervalos de viabilidad:
menor de 95% y mayor/igual de 95%. Las gestantes con 40 0 mas semanas
de edad gestacional mostraron un menor y no significativo porcentaje de
muestras de SCU con una viabilidad igual o superior al 95% (55,2% vs.
60,5%, una diferencia de un 5,3%) (tabla 36).
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No fue posible establecer posibilidad de riesgo alguno entre la
viabilidad de las muestras de SCU y los intervalos de edad gestacional.

No es posible por tanto establecer relacion alguna clara entre la edad
gestacional y la calidad de las muestras de SCU, aunque se podria
hipotetizar que la mayor edad gestacional de la gestante se relacionaria con

la menor proporcion de muestras con una viabilidad igual o superior al
95%.

Figura 14. Intervalos de edad gestacional considerados en la poblacion
de gestantes seleccionadas de la poblacion total.

B<40sem O>40sem
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Tabla 35. Parametros celulares de control de calidad de las muestras
de sangre de cordon umbilical en funcion de las semanas de gestacion

de las gestantes seleccionadas de la poblacion total.

Intervalo de confianza .. , .
M M
para la media al 95% fmo aximo
N | Media | +sem L1m1'te L1m1.te
Inferior superior

CD34+ (10°) <40 semanas | 219 | 32,75 | 1,44 2991 35,60 2,52 111,30
> 40 semanas | 283 | 29,90 | 1,18 27,59 32,21 2,09 106,40

Total 502 | 31,14 | 0,92 29,35 32,94 2,09 111,30

Viabilidad (%) <40 semanas | 219 | 94,49 | 0,35 93,80 95,18 72,60 99,50
> 40 semanas | 283 | 93,76 | 0,34 93,08 94,43 55,00 99,40

Total 502 | 94,08 | 0,25 93,59 94,56 55,00 99,50

Recuento células inicial <40 semanas | 219 | 13,28 | 0,17 12,95 13,61 8,00 19,90
(en mill/ml) >40 semanas | 283 | 13,85*% | 0,16 13,54 14,16 1,10 19,90
Total 502 | 13,60 | 0,12 13,37 13,83 1,10 19,90

Recuento células final <40 semanas | 219 | 53,86 | 0,87 52,15 55,57 28,70 100,00
(en mill/ml) >40 semanas | 283 | 55,82 | 0,86 54,12 57,51 26,30 100,00
Total 502 | 5496 | 0,62 53,75 56,18 26,30 100,00

CNT inicial (10 elev 8) <40 semanas | 219 | 13,48 | 0,22 13,05 13,91 10,00 27,40
> 40 semanas | 283 | 14,03 | 0,21 13,62 14,45 10,00 28,80

Total 502 | 13,79 | 0,15 13,49 14,09 10,00 28,80

CNT final (10 elev 8) <40 semanas | 219 | 11,80 | 0,20 11,40 12,20 7,60 26,10
>40 semanas | 283 | 12,27 | 0,20 11,87 12,67 6,40 26,20

Total 502 | 12,06 | 0,15 11,78 12,35 6,40 26,20

Recuperacion CNT (%) <40 semanas | 219 | 87,17 | 0,40 86,39 87,96 43,20 100,00
>40 semanas | 283 | 87,15 | 0,38 86,40 87,90 52,00 100,00

Total 502 | 87,16 | 0,28 86,62 87,70 43,20 100,00

CMT inicial (10 elev 8) <40 semanas | 219 5,63 | 0,12 5,40 5,86 2,50 14,50
> 40 semanas | 283 5,75 | 0,10 5,55 5,94 2,60 12,30

Total 502 5,70 | 0,08 5,55 5,85 2,50 14,50

CMT final (10 elev 8) <40 semanas | 219 5,02 | 0,11 4,81 5,24 1,60 13,90
> 40 semanas | 283 5,26 | 0,14 4,99 5,52 2,30 33,00

Total 502 5,15 | 0,09 4,98 5,33 1,60 33,00

CMN inicial (%) <40 semanas | 219 | 41,74 | 0,53 40,70 42,78 22,70 65,20
>40 semanas | 283 | 41,08 | 0,44 40,22 41,94 18,80 67,60

Total 502 | 4137 | 0,34 40,70 42,03 18,80 67,60

CMN final (%) <40 semanas | 219 | 41,13 | 0,57 40,02 42,25 14,70 65,10
>40 semanas | 283 | 40,72 | 0,45 39,84 41,60 18,80 77,50

Total 502 | 4090 | 0,35 40,21 41,59 14,70 77,50

Recuperacion CMN (%) <40 semanas | 219 | 88,74 | 0,70 87,35 90,13 3,50 100,00
>40 semanas | 283 | 89,47 | 047 88,54 90,40 4726 100,00

Total 502 | 89,15 | 041 88,35 89,95 3,50 100,00

Peso de la Bolsa (en g) <40 semanas | 219 | 136,67 | 1,53 133,65 139,69 92 229
> 40 semanas | 283 | 135,57 | 1,24 133,12 138,02 94 205

Total 502 | 136,05 | 0,97 134,15 137,95 92 229

Volumen de la bolsa (en ml) <40 semanas | 219 | 102,84 | 1,46 99,97 105,72 61 191
> 40 semanas | 283 | 101,76 | 1,17 99,45 104,08 63 168

Total 502 | 102,24 | 0091 100,43 104,04 61 191

CMN: Células Mononucleadas CMT: Células Mononucleadas Totales.CNT: Células Nucleadas Totales.
Test t de student para muestras independientes. * Mayor que edad gestacional < 40 semanas, p<0,05.
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Tabla 36. Viabilidad de las muestras de sangre de cordon umbilical en
funcion de las semanas de gestacion de las gestantes seleccionadas de la
poblacion total.

Semanas Viabilidad Total
de gestacion <95% | >95%
<40 semanas Recuento 83 127 210
% de sem de gestacion | 39,5% | 60,5% | 100,0%
>40 semanas Recuento 121 149 270
% de sem de gestacion | 44,8% | 55,2% | 100,0%

La figura 15 muestra los tipos de parto en los que se produjo la
donacion. De ellos, el 74,8% fue de tipo eutdcico y el resto (un 25,2%)
instrumental 0 cesarea.

En relacion con esta caracteristica y con los pardmetros de control
del recuento celular y de la viabilidad de las muestras de SCU, sélo se
observo en las cesareas (un 7,6% de los partos) una diferencia en el
recuento de células inicial que fue significativamente menor que en el resto
de tipos de partos (la mayor diferencia se registrd6 con respecto al parto
instrumental con 2,09 mill/ml y con respecto al parto eutocico fue de 1,37
mill/ml) (tabla 37) pero que carecié de relevancia en los recuentos inicial y
final de las diferentes fracciones celulares. El parto instrumental mostré
valores ligeramente superiores, pero que en ningin caso fueron
estadisticamente significativos, al parto eutdcico y con cesarea en lo que se
refirid al recuento medio inicial y final de Células Nucleadas Totales
(CNT) y su porcentaje de recuperacion, al recuento medio inicial y final de
Células Mononucleadas Totales (CMT) y a su porcentaje de recuperacion,
y al recuento medio inicial y final de Células Mononucleadas (CMN). El
peso y el volumen medio de la bolsa de sangre de cordon umbilical fue
ligeramente mayor, aunque no significativo, en las cesareas, respecto a
otros tipos de parto.

La media de células CD34+ fue ligeramente menor y no significativa
en los partos eutocicos, que ademas, mostraron una viabilidad media de un
94,26%, mayor aunque de forma no significativa que los otros tipos de
parto (tabla 37).

Los resultados descritos fueron similares al comparar los datos
obtenidos de los partos eutdcicos respecto a todos los demés considerados
en un unico conjunto de partos no eutdcicos (tabla 38).
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Al relacionar el tipo de parto con los intervalos de viabilidad (menor
de 95% y mayor/igual de 95%), los partos eutdcicos presentaron un
porcentaje ligeramente mayor y no significativo para viabilidades igual o
superior al 95% (57,9% vs. 56,2%, una diferencia escasa de un 1,7%)
respecto a los partos no eutdcicos (tabla 39). Al comparar los partos
eutdcicos so6lo con las cesdreas, €stos presentaron un porcentaje
ligeramente mayor y no significativo para viabilidades igual o superior al
95% (57,9% vs. 55,3%, una diferencia escasa de un 2,6%) respecto a las
cesareas (tabla 39).

Al relacionar el tipo de parto con los intervalos de cuantificacion de
células CD34+ (menor de 10 x10°, de 10-49.9 x10°, y mayor/igual de 50
x10, el intervalo de células CD34+ entre 10-49,9 x10° de las unidades de
sangre de cordon umbilical en funcion del tipo de parto es el valor con mas
frecuencia encontrado con un 77, 7% en los partos eutocicos, un 63,2% en
las cesareas y un 73,5% en partos instrumentales. Los partos eutocicos
presentaron un porcentaje significativamente mayor de muestras de SCU
con una viabilidad igual o superior al 95% (77,7% vs. 70,2%, una
diferencia de un 7,5%) respecto a los partos no eutocicos (tabla 40).
Diferencia que se podia relacionar con los datos procedentes de las
cesareas. En este caso tampoco fue posible establecer posibilidad de riesgo
alguno entre el contaje de células CD34+ de las muestras de SCU vy los
tipos de parto.

No fue posible por tanto establecer relacion alguna clara entre el tipo
de parto y la calidad de las muestras de SCU.
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Figura 15. Tipos de parto considerados en la poblacion de gestantes
seleccionadas de la poblacion total.
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Tabla 37. Parametros celulares de control de calidad de las muestras
de sangre de cordon umbilical en funcion del tipo de parto de las
gestantes seleccionadas de la poblacion total.

Intervalo de confianza [ (-
para la media al 95% Minimo | Méximo
N | Media | +tsem Limi.te Limi‘Fe
Inferior | Superior

CD34+ (x10°) Desconocido | 22 | 21,647 | 3,42 14,52 28,76 2,52 78,12
Eutdcico 359 | 31,20 | 1,05 29,13 33,26 2,52 111,30

Cesérea 38 | 3231 3,52 25,18 39,45 292 | 91,67

Instrumental | 83 | 32,90 | 2,55 27,83 37,97 2,00 | 106,40

Total 502 | 31,14 | 092 29,35 32,94 2,00 | 111,30

Viabilidad (%) Desconocido | 22 | 91,87 | 2,09 87,54 96,21 55,00 99,00
Eutdcico 359 | 9426 | 0,28 93,70 94,82 70,40 99,50

Cesarea 38| 93,90 | 0,85 92,17 95,63 76,90 99,20

Instrumental 83| 93,95 | 0,49 92,98 94,92 79,90 99,00

Total 502 | 94,08 | 0,25 93,59 94,56 | 55,00 | 99,50

Recuento células inicial Desconocido | 22 | 13,45 | 0,43 12,56 14,35 10,40 17,80
(en mill/ml) Eutdcico 359 | 1343 | 0,14 13,15 13,71 1,10 19,90
Cesarea 38 | 12,71*% | 0,36 11,97 13,45 8,30 19,90

Instrumental | 83 | 14,80 | 0,24 14,33 1528 | 10,60 19,90

Total 502 | 13,60 | 0,12 13,37 13,83 1,10 19,90

Recuento células final Desconocido | 22 | 53,86 | 2,72 48,20 59,53 39,80 91,60
(en mill/ml) Eutdcico 359 | 54,18 | 0,71 52,78 55,58 26,30 100,00
Cesarea 38| 51,60 | 2,19 47,17 56,04 29,20 100,00

Instrumental | 83 | 60,18 | 1,61 56,98 63,38 | 2940 | 97,20

Total 502 | 54,96 | 0,62 53,75 56,18 | 26,30 | 100,00

CNT inicial (x10%) Desconocido | 22 | 13,00 | 0,55 11,87 14,13 10,10 21,00
Eutdcico 359 | 13,69 | 0,18 13,33 14,04 10,00 28,80

Cesarea 38 | 13,50 | 0,60 12,29 14,70 10,10 25,70

Instrumental | 83 | 14,59 | 0,36 13,86 1532 | 10,00 | 26,20

Total 502 | 13,79 | 0,15 13,49 1409 | 10,00 | 28,80

CNT final (x10%) Desconocido | 22 | 11,04 | 0,57 9,86 12,23 8,20 19,50
Eutdcico 359 | 11,98 | 0,17 11,65 12,32 7,60 26,20

Cesarea 38| 11,81 | 0,57 10,66 12,96 6,90 25,00

Instrumental | 83 | 12,80 | 0,36 12,08 13,53 6,40 | 23,30

Total 502 | 12,06 | 0,15 11,78 12,35 6,40 | 2620

Recuperacion CNT (%) Desconocido | 22 | 84,72 | 1,83 80,92 88,52 63,10 96,70
Eutdcico 359 | 87,26 | 0,31 86,66 87,86 43,20 100,00

Cesarea 38 | 87,38 | 1,20 84,95 89,82 52,00 100,00

Instrumental | 83 | 87,29 | 0,72 85,85 88,72 | 5530 | 100,00

Total 502 | 87,16 | 0,28 86,62 87,70 43,20 100,00
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CMT inicial (x10%) Desconocido | 22 | 4,99* | 0,27 4,42 5,55 2,60 7,70
Eutocico 359 5,65 | 0,09 5,47 5,83 2,50 14,50
Cesarea 38 5,60 | 0,30 5,00 6,20 3,60 12,30
Instrumental | 83 6,13 | 0,17 5,80 6,47 2,90 10,30
Total 502 5,70 | 0,08 5,55 5,85 2,50 14,50
CMT final (x1 08) Desconocido | 22 445 | 0,27 3,88 5,02 2,40 7,30
Eutocico 359 5,14 | 0,12 4,92 5,37 1,60 33,00
Cesarea 38 5,04 | 0,29 4,45 5,64 3,20 12,30
Instrumental | 83 543 | 0,16 5,11 5,74 2,30 9,60
Total 502 5,15 0,09 4,98 5,33 1,60 33,00
CMN inicial (%) Desconocido | 22 | 38,29 | 1,52 35,13 41,45 25,80 52,20
Eutdcico 359 | 41,33 | 041 40,52 42,14 18,80 67,60
Cesarea 38 | 41,56 | 1,17 39,19 43,93 26,70 56,70
Instrumental | 83 | 42,26 | 0,74 40,78 43,74 27,60 56,90
Total 502 | 41,37 | 0,34 40,70 42,03 18,80 67,60
CMN final (%) Desconocido | 22 | 38,40 | 1,55 35,17 41,63 25,80 52,20
Eutdcico 359 | 40,86 | 0,43 40,02 41,71 14,70 77,50
Cesarea 38 | 41,16 | 1,19 38,74 43,57 26,70 58,00
Instrumental | 83 | 41,61 | 0,79 40,03 43,18 23,90 60,30
Total 502 | 40,90 | 0,35 40,21 41,59 14,70 77,50
Recuperacion CMN (%) Desconocido | 22 | 85,14 | 4,41 75,96 94,31 3,50 100,00
Eutocico 359 | 89,48 | 0,44 88,61 90,36 45,10 100,00
Cesarea 38| 89,59 | 1,10 87,37 91,82 68,80 100,00
Instrumental | 83 | 88,59 | 0,89 86,83 90,35 58,90 100,00
Total 502 | 89,15 | 041 88,35 89,95 3,50 100,00
Peso de la Bolsa (en g) Desconocido | 22 | 131,32 | 3,66 123,70 138,94 95 168
Eutocico 359 | 136,64 | 1,17 134,33 138,95 92 229
Cesarea 38 | 140,42 | 3,61 133,11 147,74 108 199
Instrumental | 83 | 132,76 | 2,18 128,43 137,09 94 198
Total 502 | 136,05 | 0,97 134,15 137,95 92 229
Volumen de la bolsa (en ml) Desconocido | 22 | 97,91 | 3,48 90,67 105,15 64 132
Eutocico 359 102,81 | 1,11 100,62 105,00 61 191
Cesarea 38 | 106,47 | 3,42 99,55 113,39 76 162
Instrumental | 83 | 98,95 | 2,05 94,87 103,03 63 160
Total 502 | 102,24 | 0,92 100,43 104,04 61 191

CMN: Células Mononucleadas. CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: Células Nucleadas Totales.

Test de ANOVA de una via. T Tendencia a ser menor que el resto de tipos de parto p=0,06. * Menor que el resto de

tipos de parto, p<0,05.
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Tabla 38. Parametros celulares de control de calidad de las muestras
de sangre de cordon umbilical en funcion del tipo de parto de las
gestantes seleccionadas de la poblacion total excluyendo del analisis los
partos cuya finalizacion era desconocida y agrupando los partos por
cesarea e instrumental.

Intervalo de confianza . .
M M
para la media al 95% fmo aximo
N | Media | +sem .lel.te lelFe
inferior Superior

CD34+ (x10%) Eutdcico 359 | 31,20 | 1,05 29,13 33,26 2,52 111,30
Cesarea/instrumental | 121 | 32,72 | 2,06 28,64 36,79 2,09 106,40

Total 480 | 31,58 | 0,94 29,73 33,43 2,09 111,30

Viabilidad (%) Eutocico 359 | 9426 | 0,28 93,70 94,82 70,40 99,50
Cesarea/instrumental | 121 | 93,94 | 0,43 93,09 94,78 76,90 99,20

Total 480 | 94,18 | 0,24 93,71 94,65 70,40 99,50

Recuento células Eutocico 359 | 13,43 | 0,14 13,15 13,71 1,10 19,90
Inicial Cesarea/instrumental | 121 | 14,14* | 0,22 13,71 14,58 8,80 19,90
(en mill/ml) Total 480 | 13,61 | 0,12 13,37 13,85 1,10 19,90
Recuento células final Eutdcico 359 | 54,18 | 0,71 52,78 55,58 26,30 100,00
(en mill/ml) Cesarea/instrumental | 121 | 57,49% | 1,34 54,82 60,15 29,20 100,00
Total 480 | 55,01 | 0,63 53,77 56,26 26,30 100,00

CNT inicial (x10%) Eutocico 359 | 13,69 | 0,18 13,33 14,04 10,00 28,80
Cesarea/instrumental | 121 14,25 | 0,31 13,62 14,87 10,00 26,20

Total 480 | 13,83 | 0,16 13,52 14,14 10,00 28,80

CNT final (x10%) Eutocico 359 | 1198 | 0,17 11,65 12,32 7,60 26,20
Cesarea/instrumental | 121 12,49 | 0,31 11,88 13,10 6,40 25,00

Total 480 | 12,11 | 0,15 11,82 12,40 6,40 26,20

Recuperacion CNT Eutocico 359 | 87,26 | 0,31 86,66 87,86 43,20 100,00
(%) Cesarea/instrumental | 121 | 87,32 | 0,62 86,09 88,54 52,00 100,00
Total 480 | 87,27 | 0,28 86,73 87,81 43,20 100,00

CMT inicial (x10%) Eutdcico 359 5,65 | 0,09 5,47 5,83 2,50 14,50
Cesarea/instrumental | 121 596 | 0,15 5,67 6,26 2,90 12,30

Total 480 5,73 | 0,08 5,57 5,88 2,50 14,50

CMT final (x10%) Eutocico 359 5,14 | 0,12 4,92 5,37 1,60 33,00
Cesarea/instrumental | 121 5311 0,14 5,02 5,59 2,30 12,30

Total 480 5,19 | 0,09 5,00 5,37 1,60 33,00

CMN inicial (%) Eutocico 359 | 4133 | 041 40,52 42,14 18,80 67,60
Cesarea/instrumental | 121 | 42,04 | 0,63 40,80 4328 26,70 56,90

Total 480 | 41,51 | 0,35 40,83 42,19 18,80 67,60

CMN final (%) Eutdcico 359 | 40,86 | 0,43 40,02 41,71 14,70 77,50
Cesarea/instrumental | 121 | 41,47 | 0,66 40,17 42,77 23,90 60,30

Total 480 | 41,02 | 0,36 40,30 41,73 14,70 77,50

Recuperacion CMN Eutécico 359 | 89,48 | 0,44 88,61 90,36 45,10 100,00
(%) Cesarea/instrumental | 121 88,90 | 0,70 87,52 90,28 58,90 100,00
Total 480 | 89,34 | 0,37 88,60 90,07 45,10 100,00

Peso de la Bolsa Eutécico 359 | 136,64 | 1,17 134,33 138,95 92 229
(en g) Cesarea/instrumental | 121 | 135,17 | 1,89 131,41 138,92 94 199
Total 480 | 136,27 | 1,00 134,30 138,23 92 229

Volumen de labolsa  Eutécico 359 | 102,81 | 1,11 100,62 105,00 61 191
(en ml) Cesarea/instrumental | 121 | 101,31 | 1,79 97,77 104,86 63 162
Total 480 | 102,43 | 0,95 100,57 104,29 61 191

CMN: Células Mononucleadas. CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: Células Nucleadas Totales.
Test t de student para muestras independientes. * Mayor que eutdcico, p<0,05
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Tabla 39. Viabilidad de las muestras de sangre de cordon umbilical en
funcion del tipo de parto de las gestantes seleccionadas de la poblacion
total.

Tipo de parto Viabilidad Total

<95% | >95% | <95%

Eutécico Recuento 151 208 359
% de Tipo de parto | 42,1% | 57,9% | 100,0%

Cesarea Recuento 17 21 38
% de Tipo de parto | 44,7% | 55,3% | 100,0%

Instrumental Recuento 36 47 83
% de Tipo de parto | 43,4% | 56,6% | 100,0%

Eutécico Recuento 151 208 359
% de Tipo de parto | 42,1% | 57,9% | 100,0%

Cesarea/instrumental Recuento 53 68 121
% de Tipo de parto | 43,8% | 56,2% | 100,0%

Tabla 40. Cantidad de células marcadas CD34+ de las muestras de
sangre de cordon umbilical en funcion del tipo de parto de las
gestantes seleccionadas de la poblacion total.

Tipo de parto CD34+ (x10°) intervalo Total
<10x 10° | 10-49,9 x10° | > 50 x10°
Desconocido Recuento 5 16 1 22
% de Tipo de parto 22,7% 72,7% 4.5% | 100,0%
Eutécico Recuento 24 279 56 359
% de Tipo de parto 6,7% 77,7%T 15,6% | 100,0%
Cesarea Recuento 5 24 9 38
% de Tipo de parto 13,2% 63,2% 23,7% | 100,0%
Instrumental Recuento 9 61 13 83
% de Tipo de parto 10,8% 73,5% 15,7% | 100,0%
Desconocido Recuento 5 16 1 22
% de Tipo de parto 22, 7% 72, 7% 4.5% | 100,0%
Eutécico Recuento 24 279 56 359
% de Tipo de parto 6,7% 77,7%* 15,6% | 100,0%
Cesarea/instrumental Recuento 14 85 22 121
% de Tipo de parto 11,6% 70,2% 18,2% | 100,0%
Test de Chi. " Tendencia a ser mayor que el resto de tipos de parto, p=0,053. * Mayor que el resto de tipos de parto,
p<0,05

Al intervalizar la duraciéon del parto (menor de 5 h, 5 a 10 horas y
mayor de 10 horas) (tabla 41) y posteriormente en menor de 10 horas 6
igual o mayor de 10 horas (tabla 42), se observo que la prolongacion del
parto coincidia con incrementos de los recuentos medios inicial y final,
inicial y final de las Células Nucleadas Totales (CNT) y su porcentaje de
recuperacion, al recuento medio inicial y final de Células Mononucleadas
Totales (CMT), y al porcentaje de recuperacion de las Células
Mononucleadas (CMN) y con las células CD34+ (tabla 41).

La duracion del parto superior 6 igual a 10 horas respecto a las de
menos de 10 horas, mostré una relacion estadisticamente significativa con
el namero de células CD34+ (diferencia de 4,8 x10°), y los recuentos
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medios inicial (0,73 mill/ml) y sobre todo final (5,47 mill/ml), el recuento
final de las Células Nucleadas Totales (CNT) (0,75 x10°), y al porcentaje
de recuperacion de las Células Mononucleadas (CMN) (2,67%), sin que se
observaran modificaciones ni en el volumen ni en el peso de las bolsas, ni
en la viabilidad de los productos (tabla 42).

No aparecieron relaciones ningunas entre los intervalos de duraciéon
del parto y los intervalos de viabilidad menor de 95% y mayor/igual de
95%. Ni se pudo tampoco establecer posibilidad de riesgo alguno entre la
viabilidad de las muestras de SCU y los partos prolongados 6 cortos.

Parece por tanto que la mayor duracién del parto (tiempos superiores
a 10 horas) facilita la mayor cuantificacion de células CD34+ y el
incremento de los recuentos medios final, final de las Células Nucleadas
Totales (CNT) y del porcentaje de recuperacion de las Células
Mononucleadas (CMN).

Tabla 41. Parametros celulares de control de calidad de las muestras
de sangre de cordon umbilical en funcion de la duracion del parto de
las gestantes seleccionadas de la poblacion total (corta, media y larga
duracion).

Intervalo de confianza . .
M M
para la media al 95% fnime aximo
N | Media | +sem L1m1'te L1m1Fe
Inferior | Superior
CD34+ (x10°) <S5horas | 164 | 3045 | 1,62 27,26 33,65 5,33 | 110,65
5-10h 225 | 30,83 | 1,34 28,18 33,47 2,00 | 111,30
>10h 91 3547 | 2,23 31,04 39,90 2,92 98,46
Total 480 | 31,58 | 0,94 29,73 33,43 2,00 | 111,30
Viabilidad (%) <Shoras | 164 | 94,18 | 0,39 93,40 94,96 70,40 99,50
5-10h 225 | 9426 | 0,35 93,57 94,94 72,60 99,50
>10h 91| 9398 | 0,58 92,83 95,13 72,30 99,30
Total 480 | 94,18 | 0,24 93,71 94,65 70,40 99,50
Recuento células inicial <5 horas | 164 1291 | 0,21 12,49 13,32 1,10 19,90
(en mill/ml) 5-10h | 225 13,88 0,16 13,57 14,20 830 | 19,90
>10h 91 | 1420% | 0,29 13,62 14,79 8,70 19,90
Total 480 | 13,61 | 0,12 13,37 13,85 1,10 19,90
Recuento células final <5 horas | 164 52,08 | 0,97 50,16 53,99 26,50 100,00
(en mill/ml) 5-10h | 225 5536 091 53,57 57,16 | 2630 | 96,80
>10h 91 | 5945% 1,64 56,20 62,71 29,20 100,00
Total 480 | 55,01 | 0,63 53,77 56,26 26,30 | 100,00
CNT inicial (x10°) <5horas | 164 | 1333 | 0,26 12,83 13,84 | 10,00 | 26,50
5-10h | 225 13,96 | 024 13,50 1443 | 10,00 | 28,80
>10h 91 | 14,38® | 0,36 13,66 1510 | 10,00 | 23,70
Total 480 | 13,83 | 0,16 13,52 14,14 | 10,00 | 28,80
CNT final (x10%) <5horas | 164 | 11,67 | 025 11,19 12,16 7,70 | 26,10
5-10h | 225 12,18 022 11,75 12,62 6,40 | 26,20
>10h 91 | 12,72® | 035 12,03 13,41 7,70 | 23,20
Total 480 | 12,11 0,15 11,82 12,40 6,40 | 26,20
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Recuperacion CNT (%) <5 horas | 164 87,34 | 0,42 86,51 88,17 71,30 100,00
5-10h | 225 87,04 039 86,27 87,81 | 52,00 | 100,00
>10h 91| 87,72 | 0,79 86,16 8928 | 4320 | 100,00
Total 480 | 8727 | 0,28 86,73 87,81 | 4320 | 100,00
CMT inicial (x10%) <5 horas | 164 563 | 0,14 5,36 5,90 2,70 14,50
5-10h 225 573 | 0,12 5,50 5,96 2,50 11,40
>10h 91 5,89 | 0,17 5,56 6,22 3,10 10,30
Total 480 5,73 | 0,08 5,57 5,88 2,50 | 14,50
CMT final (x10%) <5 horas | 164 505 0,13 4,80 5,30 2,50 13,90
5-10h 225 521 | 0,16 4,88 5,53 1,60 33,00
>10h 91 538 | 0,16 5,07 5,69 2,80 9,60
Total 480 5,19 | 0,09 5,00 5,37 1,60 33,00
CMN inicial (%) <S5horas | 164 | 4231 | 0,62 41,09 43,54 24,40 67,60
5-10n | 225| 41,14| 051 40,14 42,15 | 22,70 | 60,60
>10h 91 40,97 | 0,70 39,58 42,35 18,80 57,80
Total 480 | 41,51 | 035 40,83 42,19 18,80 67,60
CMN final (%) <5 horas | 164 42,04 | 0,65 40,75 43,34 23,30 77,50
5-10h | 225 4044 | 053 39,39 41,49 | 14,70 | 60,60
>10h 91 | 40,59 | 0,71 39,18 42,00 | 18,80 | 57,80
Total 480 | 41,02 | 0,36 40,30 41,73 14,70 77,50
Recuperacion CMN (%) <5 horas | 164 89,61 0,57 88,49 90,73 69,90 100,00
5-10h | 225 8827 | 0,62 87,04 89,49 | 4510 | 100,00
>10h 91| 91,50 | 0,65 90,21 92,79 | 73,90 | 100,00
Total 480 | 8934 | 0,37 88,60 90,07 | 45,10 | 100,00
Peso de la Bolsa (en g) <5 horas | 164 | 137,93 1,79 134,39 141,48 96 205
5-10h 225 | 135,12 1,50 132,17 138,08 92 229
>10h 91 | 136,09 1,89 132,33 139,85 98 174
Total 480 | 136,27 1,00 134,30 138,23 92 229
Volumen de la bolsa (en ml) <5 horas | 164 | 104,12 | 1,71 100,75 107,48 64 168
5-10h 225 | 101,36 | 1,42 98,57 104,16 61 191
>10h 91 | 102,04 1,79 98,49 105,60 66 137
Total 480 | 102,43 | 0,946 100,57 104,29 61 191

CMN: Células Mononucleadas. CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: Células Nucleadas Totales.
Test de ANOVA de una via. ® Mayor que duracién < 5 h, p<0,05. * Mayor que duracion < de 5 h y entre 5-10 h,
p<0,05.
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Tabla 42. Parametros celulares de control de calidad de las muestras
de sangre de cordon umbilical en funcion de la duracion del parto de
las gestantes seleccionadas de la poblacion total (agrupando los partos
de corta y media duracion respecto a los de larga duracion).

Con tipo de parto conocido I;;i;\llzliizizo;ﬁga;;)a Minimo | Maximo
N | Media | +sem L1rn1.te lelFe
Inferior Superior
CD34+ (x10%) <10 horas | 389 | 30,67 | 1,03 28,64 32,70 2,09 | 111,30
>10h 91 | 3547* | 2,23 31,04 39,90 2,92 98,46
Total 480 | 31,58 | 0,94 29,73 33,43 2,09 | 111,30
Viabilidad (%) <10 horas | 389 | 94,22 | 0,26 93,71 94,74 70,40 99,50
>10h 91 | 9398 | 0,58 92,83 95,13 72,30 99,30
Total 480 | 94,18 | 0,24 93,71 94,65 70,40 99,50
Recuento células inicial <10 horas | 389 | 13,47 | 0,13 13,22 13,73 1,10 19,90
(en mill/ml) >10h 91 | 14,20* | 0,29 13,62 14,79 8,70 19,90
Total 480 | 13,61 | 0,12 13,37 13,85 1,10 19,90
Recuento células final <10 horas | 389 | 53,98 | 0,67 52,66 55,30 26,30 | 100,00
(en mill/ml) >10h 91 | 59,45* | 1,64 56,20 62,71 29,20 | 100,00
Total 480 | 55,01 | 0,63 53,77 56,26 26,30 | 100,00
CNT inicial (x10%) <10 horas | 389 | 13,70 | 0,18 13,35 14,04 10,00 28,80
>10h 91 | 1438 | 0,36 13,66 15,10 10,00 23,70
Total 480 | 13,83 | 0,16 13,52 14,14 10,00 28,80
CNT final (x10%) <10 horas | 389 | 11,97 | 0,16 11,64 12,29 6,40 26,20
>10h 91 | 12,72*% | 0,35 12,03 13,41 7,70 23,20
Total 480 | 12,11 | 0,15 11,82 12,40 6,40 26,20
Recuperacion CNT (%) <10 horas | 389 | 87,16 | 0,29 86,60 87,73 52,00 | 100,00
>10h 91 | 87,72 | 0,79 86,16 89,28 43,20 | 100,00
Total 480 | 87,27 | 0,28 86,73 87,81 43,20 | 100,00
CMT inicial (x10%) <10 horas | 389 5,69 | 0,09 5,52 5,86 2,50 14,50
>10h 91 5,89 | 0,17 5,56 6,22 3,10 10,30
Total 480 5,73 | 0,08 5,57 5,88 2,50 14,50
CMT final (x10%) <10 horas | 389 5,14 | 0,11 4,93 5,36 1,60 33,00
>10h 91 5,38 | 0,16 5,07 5,69 2,80 9,60
Total 480 5,19 | 0,09 5,00 5,37 1,60 33,00
CMN inicial (%) <10 horas | 389 | 41,64 | 0,39 40,86 42,41 22,70 67,60
>10h 91 | 4097 | 0,70 39,58 42,35 18,80 57,80
Total 480 | 41,51 | 0,35 40,83 42,19 18,80 67,60
CMN final (%) <10 horas | 389 | 41,11 | 0,41 40,30 41,93 14,70 77,50
>10h 91 | 40,59 | 0,71 39,18 42,00 18,80 57,80
Total 480 | 41,02 | 0,36 40,30 41,73 14,70 77,50
Recuperacion CMN (%) <10 horas | 389 | 88,83 | 0,43 87,98 89,68 45,10 | 100,00
>10h 91 | 91,50* | 0,65 90,21 92,79 73,90 | 100,00
Total 480 | 89,34 | 0,37 88,60 90,07 45,10 | 100,00
Peso de la Bolsa (en g) <10 horas | 389 | 136,31 1,15 134,05 138,57 92 229
>10h 91 | 136,09 | 1,89 132,33 139,85 98 174
Total 480 | 136,27 | 1,00 134,30 138,23 92 229
Volumen de la bolsa <10 horas | 389 | 102,52 | 1,091 100,38 104,67 61 191
(en ml) >10h 91 | 102,04 | 1,788 98,49 105,60 66 137
Total 480 | 102,43 | 0,946 100,57 104,29 61 191

CMN: Células Mononucleadas. CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: Células Nucleadas Totales.
Test de t de student. * Mayor que duracion < de 10 h, p<0,05.
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Al considerar el sexo de los neonatos, como posible factor de
influencia en los parametros de control de la calidad y recuento celular de
las muestras SCU, el sexo femenino de los neonatos coincidid con un
significativo menor nimero de células CD34+ (5,49 x10°), y con una
reduccion significativa de la recuperacion de Células Nucleadas Totales
(CNT) (1,14%), y de los porcentajes inicial y final de Células
Mononucleadas Totales (CMT) (1,93% y un 1,58%, respectivamente). Sin
que se observaran modificaciones ni en el volumen ni en el peso de las
bolsas, ni en la viabilidad de los productos (tabla 43).

Al relacionar el sexo del neonato del parto con los intervalos de
cuantificacion de las células CD34+ (menor de 10 x10°, de 10-49,9 x10°, y
mayor/igual de 50 x10°). El valor encontrado con mayor frecuencia fue de
un 71,3% en los neonatos de sexo hombre, y un 80,6% en los neonatos de
género mujer (tabla 44).

Al cambiar los intervalos de cuantificacion de las células CD34+
(menor de 50 x10° y mayor/igual de 50 x10°) el porcentaje de frecuencia de
aparicion de células CD34+ mayor/igual de 50 x10° en las unidades de
sangre de cordon umbilical fue significativamente menor (un valor cercano
a la mitad) en los sujetos de sexo femenino con una diferencia de un 9%
(tabla 45). Que el neonato fuera de sexo hombre suponia un riesgo de 0,493
veces mas posibilidades de presentar CD34+ en mas de 50x10° pero con
una variabilidad muy amplia (OR de 0,493 con intervalo de confianza al
95% de 0,2977-0,818) (tabla 45).

Parece por tanto que el sexo femenino se asocia a una menor
cuantificacion de células CD+34 y a una reduccion de la recuperacion de
Células Nucleadas Totales (CNT) y de los porcentajes inicial y final de
Células Mononucleadas Totales (CMT). Sin que se observen
modificaciones ni en el volumen ni en el peso de las bolsas, ni en la
viabilidad de los productos.

No se observo relacion ninguna entre los pardmetros de control del
recuento celular y de la viabilidad de las muestras de SCU con los grupos
sanguineos neonatales.
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Tabla 43. Parametros celulares de control de calidad de las muestras
de sangre de cordon umbilical en funcion del sexo del neonato de la
poblacion seleccionada.

Intervalo de confianza " (-
M M
para la media al 95% fmo aximo
N Media | +sem L1m1'te L1m1.te
Inferior superior

CD34+ (x10°) Hombre | 265 33,74 | 1,36 31,05 36,42 2,09 111,30
Mujer 237 | 28,25%* | 1,17 25,94 30,56 2,52 98,10

Total 502 31,14 | 0,92 29,35 32,94 2,09 111,30

Viabilidad (%) Hombre | 265 94,09 | 0,35 93,41 94,77 55,00 99,50
Mujer 237 94,06 | 0,35 93,38 94,74 70,40 99,40

Total 502 94,08 | 0,25 93,59 94,56 55,00 99,50

Recuento células inicial Hombre | 265 13,57 | 0,16 13,26 13,89 7,70 19,90
(en mill/ml) Mujer 237 13,64 | 0,17 13,30 13,97 1,10 19,70
Total 502 13,60 | 0,12 13,37 13,83 1,10 19,90

Recuento células final Hombre | 265 54,70 | 0,84 53,04 56,36 26,30 100,00
(en mill/ml) Mujer 237 5526 | 0091 53,47 57,05 26,50 97,20
Total 502 5496 | 0,62 53,75 56,18 26,30 100,00

CNT inicial (10 elev 8) Hombre | 265 13,72 | 0,21 13,31 14,13 10,00 28,80
Mujer 237 13,87 | 0,22 13,43 14,31 10,00 27,40

Total 502 13,79 | 0,15 13,49 14,09 10,00 28,80

CNT final (10 elev 8) Hombre | 265 12,07 | 0,20 11,67 12,47 6,40 26,20
Mujer 237 12,05 | 0,21 11,65 12,46 6,90 23,30

Total 502 12,06 | 0,15 11,78 12,35 6,40 26,20

Recuperacion CNT (%) Hombre | 265 87,70 | 0,37 86,98 88,42 55,30 100,00
Mujer 237 | 86,56* | 0,42 85,74 87,38 43,20 100,00

Total 502 87,16 | 0,28 86,62 87,70 43,20 100,00

CMT inicial (10 elev 8) Hombre | 265 5,78 | 0,10 5,58 5,99 2,70 14,50
Mujer 237 5,60 | 0,11 5,38 5,82 2,50 11,20

Total 502 5,70 | 0,08 5,55 5,85 2,50 14,50

CMT final (10 elev 8) Hombre | 265 527 | 0,14 4,99 5,55 2,30 33,00
Mujer 237 5,02 | 0,10 4,82 5,23 1,60 10,50

Total 502 5,15 | 0,09 4,98 5,33 1,60 33,00

CMN inicial (%) Hombre | 265 4228 | 0,47 41,36 43,20 18,80 67,60
Mujer 237 | 40,35* | 0,48 39,40 41,30 22,70 59,70

Total 502 41,37 | 0,34 40,70 42,03 18,80 67,60

CMN final (%) Hombre | 265 41,65 | 0,50 40,66 42,63 18,80 77,50
Mujer 237 | 40,07* | 0,49 39,10 41,04 14,70 59,70

Total 502 40,90 | 0,35 40,21 41,59 14,70 77,50

Recuperacion CMN (%) Hombre | 265 89,24 | 0,51 88,23 90,25 56,60 100,00
Mujer 237 89,06 | 0,64 87,79 90,32 3,50 100,00

Total 502 89,15 | 0,41 88,35 89,95 3,50 100,00

Peso de la Bolsa (en g) Hombre | 265 | 136,11 | 1,36 133,43 138,80 94 205
Mujer 237 | 13598 | 1,38 133,26 138,69 92 229

Total 502 | 136,05 | 0,97 134,15 137,95 92 229

Volumen de la bolsa (en ml) Hombre | 265 | 102,33 | 1,29 99,79 104,88 63 168
Mujer 237 | 102,13 | 1,30 99,56 104,69 61 191

Total 502 | 102,24 | 0,92 100,43 104,04 61 191

CMN: Células Mononucleadas. CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: Células Nucleadas Totales.
Test de t de student. ** Menor que hombre, p<0,01. * Menor que hombre, p<0,05.
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Tabla 44. Cantidad de células CD34+ de las muestras de sangre de
cordon umbilical en funcion del sexo del neonato de la muestra

seleccionada.
N
Sexo del RN C234+ (x10°) 1ntesrvalo s Total
<10x 10° | 10-49,9 x10° | > 50 x10

Recuento 23 189 53 265

H
ombre " e Sexo del RN 8,7% 713% | 20,0% | 100,0%
Muier Recuento 20 191 26 237
W % de Sexo del RN 8,4% 80,6% 11,0% | 100,0%
Total Recuento 43 380 79 502
% de Sexo del RN 8,6% 75,7% 15,7% | 100,0%

Tabla 45. Cantidad de células CD34+ de las muestras de sangre de
cordon umbilical en funcion del sexo del neonato de la muestra

seleccionada.
5
Sexo del RN CD34+ (x107) Total
<50x10° | >50x10°

Recuento 212 53 265
Hombre " 1 Sexo del RN 80,0% | 20,0% | 100,0%
Muier Recuento 211 26 237
) % de Sexo del RN 89,0% | 11,0%* | 100,0%
Total Recuento 423 79 502
% de Sexo del RN 84,3% 15,7% | 100,0%

Test de Chi®. * Menor que hombre, p<0,05.

En la discusion se intentara determinar la relevancia en la mayor
viabilidad de las muestras de SCU de la mayor edad de la gestante. Y de la
relacion entre la menor viabilidad de las muestras de SCU y las mayores
edades gestacionales. De la relacion entre el mayor nimero de células
CD34+ y el incremento de los recuentos medios final, final de las Células
Nucleadas Totales (CNT) y del porcentaje de recuperacion de las Células
Mononucleadas (CMN) con los partos prolongados. Y de la relacion entre
el menor nimero de células CD34+ y la reduccion de la recuperacion de
Células Nucleadas Totales (CNT) y de los porcentajes inicial y final de
Células Mononucleadas Totales (CMT) en los neonatos de sexo femenino.
Asi como de la ausencia de relevancia del tipo de parto en la calidad de las

muestras de SCU.
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5. ANALISIS DE LOS FACTORES DE TRANSPORTE DE LAS
MUESTRAS QUE CONDICIONAN LA CALIDAD DE LAS
MUESTRAS DE LA POBLACION SELECCIONADA.

Las tablas 46 a 55 y las figuras 16 a 19 recogen el analisis de los
factores relacionados con el transporte y procesado de las muestras de SCU
que podrian condicionar la calidad de éstas. Las tablas 46 y 47 muestran las
correlaciones obtenidas entre los pardmetros celulares de control de calidad
de las muestras de SCU entre si y entre estos parametros celulares de
control de calidad de las muestras de SCU y los tiempos de recogida,
transporte y procesado respectivamente.

De la tabla 46-A s6lo mencionar que se observaron en todos los
casos la existencia de correlaciones significativas. Asi, aparecieron:

- Directamente correlacionados y con coeficientes de correlacion
de Pearson muy elevados, el peso y el volumen de la bolsa entre
si y con los recuentos inicial y final de células nucleadas totales
(CNT) de las muestras (con coeficientes de correlacion de
Pearson de 0,999, 0,627, 0,627, 0,631, 0,631, respectivamente).

- Directamente correlacionados y con coeficientes de correlacion
de Pearson bajos, el peso y el volumen de la bolsa con los
recuentos inicial y final de las células mononucleares totales
(CMT) de las muestras de SCU (con coeficientes de correlacion
de Pearson de 0,486, 0,484, 0,380 y 0,379, respectivamente).

- Directamente correlacionados y con coeficientes de correlacion
de Pearson elevado, el recuento celular inicial con los recuentos
iniciales de las diferentes fracciones celulares, del recuento
celular final con los recuentos finales de las diferentes fracciones
celulares, y de los recuentos iniciales de las diferentes fracciones
celulares respecto a sus homodlogos finales.

- Directamente correlacionados y con coeficientes de correlacion
de Pearson bajos, el peso y el volumen de la bolsa con el recuento
de células CD34+ y con el porcentaje de viabilidad de las
muestras de SCU (con coeficientes de correlacion de Pearson de
0,192, 0,190, 0,205 y 0,199, respectivamente). En el caso del
recuento de células CD34+ se observo claramente su relacion con
los recuentos celulares iniciales y finales de las diferentes
fracciones celulares. Pero esta relacion es menos evidente en el
caso de la viabilidad.
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- Directamente correlacionados y con coeficientes de correlacion
de Pearson bajos, la viabilidad de las muestras con el recuento de
células CD34+ en las muestras de SCU (con coeficiente de
correlacion de Pearson de 0,122).

A partir de estos datos se podria sugerir, que si bien el peso y el
volumen de la bolsa condicionan los recuentos iniciales y finales y los
recuentos sobre todo de las células nucleadas totales (CNT), los recuentos
de células mononucleares totales (CMT) y el numero de células CD34+
dependian ademas en una elevada proporcion del procesado de las
unidades. Y que la viabilidad de las muestras dependieron sobre todo del
procesado que éstas reciben.

La distancia del hospital de referencia condicioné directamente y con
relevante peso especifico el tiempo empleado desde la salida de la
maternidad hasta la llegada al banco (coeficiente de correlaciéon de Pearson
de 0,760). Pero que el tiempo total desde la extraccion hasta la
criopreservacion dependid de la distancia a la maternidad de origen en
mucha menor medida (coeficiente de correlacién de Pearson de 0,351).
(Tabla 46-B y figura 16).

No se observaron correlaciones entre la distancia de la maternidad de
origen y entre los tiempos de transporte, recogida y procesado, con el peso
o el volumen de la bolsa, ni tampoco con los diferentes recuentos celulares
(tabla 46-C).No se observaron correlaciones entre el recuento células
CD34+ y la distancia de la maternidad de origen y los tiempos de
transporte, recogida y procesado, de las muestras de SCU.La viabilidad de
las muestras se correlaciond6 de forma inversa, aunque con bajos
coeficientes de correlaciéon de Pearson, lo que indica un bajo grado de
relacion con la distancia de la maternidad de origen (coeficiente de
correlacion de Pearson de -0,179) y los tiempos de extraccion a salida de la
maternidad de origen, transporte, total de pre-procesado y transporte,
llegada al banco y procesado hasta criopreservacion, y tiempo total desde
extraccion hasta criopreservacion de las muestras de SCU (con coeficientes
de correlacion de Pearson de -0,096, -0,210, -0,174, -0,098, y -0,218,
respectivamente).

A partir de estos datos se podria afirmar que la distancia geografica
fue el principal condicionante del tiempo de transporte y que, en principio,
solo es la viabilidad de las muestras la que aparece condicionada por los
tiempos de transporte, mientras que los recuentos de las diferentes
fracciones celulares no se verian afectados por estos parametros.
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Tabla 46. Correlaciones observadas entre los parametros celulares de control de calidad de las muestras de sangre de
cordon umbilical (A), la distancia del hospital de referencia y los tiempos de transporte utilizados (B y figura 16) y los
tiempos empleados en el transporte de las muestras y los parametros celulares de control de calidad de las muestras
de sangre de cordon umbilical (C).

A. Correlaciones entre los parametros de control de las muestras

Recuento Recuento
Peso Volumen CD34+ | Viabilidad |  células células CNT CNT | Recupera- | \ipinicial | CMT final | CMN inicial | CMN final
de la Bolsa de la bolsa (en (x10%) %) nicial final Inicial final cion CNT (x10%) (x10%) (%) %)
(cng) ml) ’ (mill/ml) (milvmy | ®10) | 109 (%) ’ )
Z(Slsl;men dela Correlacion de 0.999(+%)
Pearson
(en ml)
Sig. (bilateral) 0,000
N 502
CD34+ (x10°) Correlacion de 0,192(**) 0,190(**)
Pearson ’ ’
Sig. (bilateral) 0,000 0,000
N 502 502
A o Correlacion de - -
Viabilidad (%) Pearson 0,205(**) 0,199(*%)
Sig. (bilateral) 0,000 0,000
N 502 502
Recuento células Correlacion de
inicial =0,251(**) =0,252(**)
. Pearson
(en mill/ml)
Sig. (bilateral) 0,000 0,000
N 502 502
Recuento células Correlacion de
final 0,250(**) 0,250(**) 0,066
. Pearson
(en mill/ml)
Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,143
N 502 502 502
- 3 Correlacion de . .
CNT inicial (x10%) Pearson 0,627(**) 0,627(**)
Sig. (bilateral) 0,000 0,000
N 502 502
3 Correlacion de - -
CNT final (x10%) Pearson 0,631(*%) 0,630(**)
Sig. (bilateral) 0,000 0,000
N 502 502
Recuperacion CNT  Correlacion de . .
% Poarson 0,215(**) 0,214(**) 0,051
Sig. (bilateral) 0,000 0,000 0,251
N 502 502 502
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Correlacion de

e 8 ETS ETS
CMT inicial (x10%) Pearson 0,486(**) 0,484(**)
Sig. (bilateral) 0,000 0,000
N 502 502
3 Correlacion de . .
CMT final (x10%) ¢ ™ 0,380(**) 0,379(**)
Sig. (bilateral) 0,000 0,000
N 502 502
CMN inicial (%) g:;sc(ljf“’“ de -0,036 -0,039 0,078 0,001 -0,024 0,023 -0,045 -0,052 -0,033
Sig. (bilateral) 0,415 0,382 0,080 0,989 0,586 0,604 0,309 0,249 0,461
N 502 502 502 502 502 502 502 502 502
CMN final (%) g;’;:g;m“ de 0,017 -0,020 0,075 0,006 0,051 -0,041 -0,051 -0,063 0,054
Sig. (bilateral) 0,698 0,655 0,093 0,888 0,259 0,364 0,253 0,158 0,227
N 502 502 502 502 502 502 502 502 502
Recuperacion Correlacion de . -~
CMN (%) o 0,154(**) 0,154(**) 0,078 0,065 0-,059 0,085 0,039 -0,035
Sig. (bilateral) 0,001 0,001 0,083 0,144 0,186 0,056 0,381 0,430
N 502 502 502 502 502 502 502 502

CMN: Células Mononucleadas.CMT: Células Mononucleadas Totales.CNT: Células Nucleadas Totales.
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B. Correlaciones entre distancia del hospital de referencia y tiempos de
transporte utilizados.

Distancia

(en Km)

Tiempo desde salida Correlacion de Pearson | 0,760(**)
a llegada a Banco (h) Sig. (bilateral) 0,000
N 502

Tiempo total desde Extracciéon  Correlacion de Pearson | 0,351(**)
hasta Crioconservacion (h) Sig. (bilateral) 0,000
N 502

Figura 16. Correlacion entre distancia del hospital de referencia y el
tiempo desde la salida del hospital de referencia hasta la llegada al
banco de sangre de cordon umbilical andaluz.
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C. Transporte de las muestras.

Resultados

Tiempo
desde Tiempo
. . extraccion a desde Tiempo total Tiempo desde Tiempo total
Distancia . .
(en Km) salida salida a de llegada a banco a desde
del llegada transporte y Crioconservacion | Extraccion hasta
contenedor a BSCU Preprocesado -Procesado Crioconservacion
(h) (h) (h) (h) (h)
Peso de la Bolsa (en Correlacion de 0.033 0,002 0.007 0,001 0,011 -0,009
g) Pearson
Sig. (bilateral) 0,456 0,960 0,877 0,990 0,797 0,846
N 502 502 502 502 502 502
Volumen de la bolsa Correlacion de 0.035 -0,004 0.009 0,001 0,011 -0,009
(en ml) Pearson
Sig. (bilateral) 0,438 0,923 0,841 0,989 0,814 0,843
N 502 502 502 502 502 502
CD34+ (x10°) g;’;i?f""“ de 0,079 -0,002 -0,083 -0,035 -0,062 -0,078
Sig. (bilateral) 0,078 0,962 0,063 0,436 0,163 0,082
N 502 502 502 502 502 502
Viabilidad (%) g:;;ic“’“ de ol 79(**; -0,096(*) | -0,210(*%) -0,174(**) -0,098(*) 20,218(**)
Sig. (bilateral) 0,000 0,031 0,000 0,000 0,028 0,000
N 502 502 502 502 502 502
Recuento células Correlacion de -0,003 0,004 0,016 0,010 -0,004 0,005
inicial Pearson
(en mill/ml) Sig. (bilateral) 0,947 0,921 0,729 0,817 0,924 0,913
N 502 502 502 502 502 >02
Recuento células Correlacion de 0,040 0,011 0,045 -0,008 0,023 0,025
final Pearson
(en mill/ml) Sig. (bilateral) 0,372 0,809 0,311 0,865 0,605 0,582
N 502 502 502 502 502 502
CNT inicial (x10%) gg;:é?f“’“ de 0,024 -0,002 0,017 0,004 0,026 0,017
Sig. (bilateral) 0,589 0,957 0,710 0,924 0,565 0,701
N 502 502 502 502 502 502
CNT final (x10°) g:;;ic“’“ de 0,009 0,014 0,013 0,008 20,015 -0,005
Sig. (bilateral) 0,846 0,753 0,776 0,852 0,746 0,913
N 502 502 502 502 502 502
Recuperacion CNT Correlacion de 0,028 0.006 0,085 0,027 0.048 0.016
(%) Pearson
Sig. (bilateral) 0,531 0,887 0,057 0,539 0,286 0,718
N 502 502 502 502 502 502
CMT inicial (x10°) g:;;ic“’“ de 20,012 0,011 0,000 0,011 0,055 -0,035
Sig. (bilateral) 0,781 0,801 0,997 0,809 0,220 0,431
N 502 502 502 502 502 502
CMT final (x10%) gg;:é?f“’“ de 0,082 0,023 0,103(*) 0,019 0,011 0,006
Sig. (bilateral) 0,067 0,614 0,022 0,671 0,801 0,890
N 502 502 502 502 502 502
CMN inicial (%) g:;;ic“’“ de -0,045 0,014 -0,016 0,007 0,079 -0,058
Sig. (bilateral) 0314 0,752 0,717 0,874 0,076 0,197
N 502 502 502 502 502 502
CMN final (%) gg;:é?f“’“ de 0,036 0,027 0,032 0,013 -0,129(*%) -0,093(%)
Sig. (bilateral) 0,421 0,547 0,472 0,771 0,004 0,037
N 502 502 502 502 502 502
CMN: Células Mononucleadas CMT: Células Mononucleadas Totales.CNT: Células Nucleadas Totales.
** La correlacion es significativa al nivel 0,01 (bilateral). * La correlacion es significante al nivel 0,05 (bilateral).
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Se analizaron los siguientes intervalos de tiempo (tiempo desde la
extraccion hasta la salida del contenedor de la maternidad 6 tiempo de pre-
procesamiento, tiempo desde la salida de la maternidad de origen hasta la
llegada al BSCU 6 tiempo de transporte real, tiempo total de pre-procesado
y transporte, tiempo desde la llegada al BSCU hasta la crioconservacion 6
tiempo de procesado en el BSCU y tiempo total desde la extraccion hasta la
criopreservacion) (Figura 17).

Considerando dos rangos de intervalacion, uno de mayor
escalamiento (<12 h, de 12,1 a 24 h, de 24,1 a 48 h y > de 48 h); y otro de
escalamiento menor (<6 h, de 6,1 a 12 h, de 12,1 a 18 h, de 18,1 a 24 h, de
24,1 a 30 h, de 30,1 a 36 h, de 36,1 a 48 h y >48 h) (figura 17). Las
unidades que superaron las exigencias en cuanto al tiempo de los
estandares Netcord, CAT, AEBT,el 2,8% de las muestras, con tiempos
superiores a 48 horas, no presentaban tiempos reales de mas de 48 horas.
Al registrarse el proceso con cierta demora del tiempo real, condujo a que
unidades cercanas a los limites establecidos, sobrepasaran el tiempo teorico
de procesado. Analizando la viabilidad y celularidad con valores aptos para
la validacion, hizo posible su inclusion en el inventario del BSCU.
Aclarada esta situacion se incluyen a su vez en el estudio de la muestra
seleccionada.

La figura 17 resume los porcentajes de casos encuadrados dentro de
cada intervalo de tiempo en relacion con el tiempo total desde la extraccion
hasta la criopreservacion. El 61,2% de las muestras de SCU presentaron un
tiempo total desde la extraccion hasta la crioconservacion mayor de 24,1
horas, un 58,4% entre 24,1 y 48 h y un 2,8% > de 48 h (figura 17-A). El
61,2% de las muestras de SCU que presentaron un tiempo total desde la
extraccion hasta la criopreservacion mayor de 24,1 horas, un 22,5% se
encontro entre 24,1 y 30 h, un 15,6% se encontro entre 30,1 y 36 h, un
19,8% se encontro entre 36,1 y 40 h, y un 3,3% > de 48 h (figura 17-B).
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Figura 17. Intervalos de tiempo de total desde la extraccion hasta la
crioconservacion considerados en las muestras seleccionadas.

A-Intervalo de mayor escalamiento
<12 h, 12,1-24 h, 24,1-48 hy >48 h

30,

E<12h O12,-24 h @24,1-48 h @@= 48

B-Intervalo de menor escalamiento
<6 h, 6,1-12 h, 12,1-18 h, 18,1-24 h, 24,1-30 h, 30,1-36 h, 36,1-48 h y >48
h

33% 12% 7,0%

11,4%

o
15,6% 18,9%

22,5%

Las tablas 47 a 54 y las figuras 18 a 19, muestran los valores medios
de los pardmetros de control de la calidad de las muestras de SCU en
funcion de los dos intervalos de escalamiento considerados, el de
escalamiento menor o intervalo A con 4 tiempos y el intervalo de
escalamiento mayor B con 8 tiempos.

En relacion con los valores medios obtenidos en el tiempo total
desde la extraccion a la criopreservacion resumidos en la tabla 47 y figura
18, destacaron en las tablas 47-A y 47-B y la figura 18, que se observa en
relacion con los dos escalamientos temporales considerados, pero de forma
mas clara en el escalamiento A de menor rango la reduccion del namero de
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células CD34+ y de la viabilidad de las muestras de SCU conforme se
incrementa el tiempo total desde la extraccion a la criopreservacion.

En el caso de la reduccion del nimero de células CD34+, la inflexion
de tiempo a partir de la cual se produjo de forma significativa la reduccion
(23,53 x10°) fue con 30,1-36 h de tiempo total desde la extraccién a la
criopreservacion (tabla 47-B y figura 18-B).

En el caso de la reduccion de la viabilidad, la inflexion de tiempo a
partir de la cual se produce de forma significativa la reduccion de la
viabilidad (93,22%) es 24,1 a 48 h de tiempo total desde la extraccion a la
criopreservacion (tabla 47-A y figura 18-A) y dentro de este intervalo de
tiempo de forma mas concreta a partir de las 30,1-36 h de tiempo total
desde la extraccion a la criopreservacion (reduccion de la viabilidad hasta
un 93,07%) (tabla 47-B y figura 18-B).

En relacion con el resto de los parametros de recuento celular aunque
parece que se produce una reduccién de los recuentos de las diferentes
fracciones celulares conforme se incrementa el escalamiento, esta
reduccion no ocurre de forma continua en todos los casos y aunque en
contadas ocasiones aparecen diferencias estadisticamente significativas al
comparar los recuentos celulares de intervalos temporales continuos,
cuando estas diferencias estadisticamente significativas aparecen los hacen
a partir del intervalo de las 30,1-36 h de tiempo total desde la extraccion a
la criopreservacion (tablas 47-A y 47-B y figuras 18-A y 18-B).
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Tabla 47. Parametros celulares de control de calidad de las muestras
de sangre de cordon umbilical en funcion de los intervalos de tiempo
(A y B) considerados dentro del tiempo total desde la extraccion hasta
la criopreservacion en las muestras seleccionadas.

A. Intervalos de tiempo <12 h, 12,1-24 h, 24,1-48 hy >48 h

Intervalo de confianza . -
para la media al 95% Minimo | Maximo
N | Media | £sem .Limi.t N Lirni'Fe
inferior superior

CD34+ (x10%) <I2h 42 | 34,54 | 3,53 27,41 41,68 11,24 | 106,40
12,124 h | 153 | 32,12 | 1,64 28,88 35,35 2,00 | 95,06

24,1-48 h| 293 | 30,52 | 1,20 28,15 32,88 2,52 | 111,30

> 48 14 | 2343 | 3,23 16,46 30,40 10,20 4429

Total 502 | 31,14 | 0,92 29,35 32,94 2,00 | 111,30

Viabilidad (%) <12 h 42 | 96,52 | 0,63 95,25 97,79 80,70 99,50
12,124 h | 153 | 95,13 | 0,39 94,36 95,90 | 76,50 | 99,50

24,1-48 h| 293 | 93,22* | 0,34 92,54 93,89 55,00 99,40

> 48 14| 9321 | 1,23 90,56 95,86 80,50 97,70

Total 502 | 94,08 | 0,25 93,59 94,56 55,00 99,50

Recuento células inicial <12 h 42 | 13,79 | 041 12,97 14,62 9,80 19,70
(en mill/ml) 12,124 h | 153 | 1349 | 0,21 13,07 13,91 1,10 19,90
24.1-48 h | 293 | 13,67 0,15 13,38 13,97 7,70 19,90

> 48 14| 12,84 | 0,76 11,20 14,47 8,70 18,90

Total 502 | 13,60 | 0,12 13,37 13,83 1,10 19,90

Recuento células final <12 h 42 | 5490 | 2,23 50,39 59,42 33,60 100,00
(en mill/ml) 121,24 h | 153 | 5536 | 1,11 53,16 57,56 | 2630 | 100,00
24.1-48 h | 293 | 54,89 | 0,80 53,31 56,47 | 26,50 | 100,00

> 48 14| 5236 | 3,95 43,83 60,89 26,80 78,10

Total 502 | 54,96 | 0,62 53,75 56,18 26,30 | 100,00

CNT inicial (x10°) <12h 42| 1436 | 0,67 13,02 1571 10,00 | 28,80
12,1-24 h | 153 | 13,67 | 0,27 13,13 14,21 10,00 26,20

24,1-48 h | 293 | 13,77 | 0,19 13,39 14,14 10,00 27,40

> 48 14| 1391 | 1,19 11,34 16,47 10,10 26,60

Total 502 | 13,79 | 0,15 13,49 14,09 10,00 28,80

CNT final (x10%) <12h 42 1222 063 10,96 13,49 8,10 | 2620
12,124 h | 153 | 11,95 | 0,26 11,45 12,46 7,60 | 25,00

24.1-48 h | 293 | 12,10° | 0,18 11,74 12,46 6,40 | 26,10

> 48 14| 12,05 | 1,10 9,67 14,43 7,70 23,20

Total 502 | 12,06 | 0,15 11,78 12,35 6,40 | 2620

Recuperaciéon CNT (%) <12 h 42| 84,69 | 0,79 83,09 86,30 | 74,70 | 97,10
12,24 h | 153 | 8733 | 042 86,51 88,16 | 72,30 | 100,00

24.1-48 h | 293 | 87,61 | 0,36 86,90 88,32 | 52,00 | 100,00

> 48 14| 8328 3,58 75,54 91,02 | 4320| 96,10

Total 502 | 87,16 | 028 86,62 87,70 | 4320 | 100,00

CMT inicial (x10%) <12h 42 6,15] 025 5,64 6,65 3,40 10,30
12,124 h | 153 | 5,66 | 0,14 5,39 5,93 2,80 12,30

24148 h|293 | 563 0,10 5,44 5,83 2,50 14,50

> 48 14| 6,11| 058 4,87 7,36 4,00 11,20

Total 502 | 5,70 | 0,08 5,55 5,85 2,50 14,50

CMT final (x10°) <12h 42 556 023 5,09 6,02 3,10 9,60
12,24 h | 153 5,06 0,13 4,80 532 2,30 12,30

24.1-48 h | 293 | 513" | 0,13 4,87 5,39 1,60 | 33,00

> 48 14| 535| 057 4,11 6,59 3,10 10,50

Total 502 | 5,15 | 0,09 4,98 533 1,60 | 33,00

CMN inicial (%) <12h 42| 43,66 | 1,21 41,22 46,10 | 25,70 | 59,40
12,124 h | 153 | 4146 | 0,64 40,20 4272 1880 | 65,20

24,1-48 h | 293 | 40,88 | 0,43 40,03 41,72 | 22,70 | 67,60

>48 14| 4381 1,80 39,93 47,69 | 3540 | 56,90

Total 502 | 4137 | 034 40,70 42,03 | 18,80 | 67,60
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CMN final (%) <12h 2] 4422 1,22 41,76 46,68 | 2570 | 60,30
12,124 h | 153 | 41,017 | 0,66 39,72 4231 | 1880 | 65,10
24,148 h | 293 | 4028" | 0,45 39,38 41,17 | 14,70 | 77,50
> 48 14| 42,79 | 1,87 38,75 46,82 | 32,00 | 56,80
Total 502 | 40,90 | 035 40,21 41,59 | 1470 | 77,50
Recuperacién CMN (%) <12 h 42 89,58 | 1,46 86,62 92,53 | 47,26 | 100,00
12,124 h | 153 | 89,32 | 0,66 88,02 90,62 | 56,60 | 100,00
24,1-48 h | 293 | 89,06 | 0,56 87,97 90,16 3,50 | 100,00
>48 14| 87,90 | 2,80 81,85 93,95 | 64,10 | 100,00
Total 502 | 89,15 | 041 88,35 89,95 3,50 | 100,00

CMN: Células Mononucleadas. CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: C¢lulas Nucleadas Totales.
Test t de ANOVA. * Menor que < 12 hy 12,1-24 h, p<0,05. * Menor que < 12 h, p<0,05.

B. Intervalos de tiempo < 6 h, 6,1-12 h, 12,1-18 h, 18,1-24 h, 24,1-30 h,
30,1-36 h, 36,1-48 hy>48 h

Intervalo de confianza Minimo | Méximo
para la media al 95%
N | Media | +sem 'Limi.t N Limi‘Fe
inferior superior

CD34+ (x10%) <6h 6| 45,39 | 15,70 5,03 85,75 15,96 106,40
6-12h 35| 32,83 | 3,34 26,05 39,62 11,24 98,10

12,1-18 h | 57 | 35,30 | 2,73 29,84 40,77 4,00 88,80

18,1-24h | 95| 29,94 | 2,03 2591 33,98 2,09 95,06

24,1-30h | 113 | 3345 | 2,03 29,43 37,47 2,55 111,30

30,1-36 h | 79 | 23,53* | 1,51 20,52 26,54 6,40 70,60

36,1-48h | 100 | 32,30 | 2,26 27,81 36,78 2,52 | 98,46

>48h 17| 28,68 | 431 19,54 37,83 | 1020 | 73,08

Total 502 | 31,14 | 092 2935 32,94 2,09 | 111,30

Viabilidad (%) <6h 6| 9593 | 2,00 90,78 101,08 86,20 99,10
6-12h 35| 96,61 | 0,68 95,22 98,00 80,70 99,50

12,1-18h | 57| 95,62 | 0,55 94,52 96,72 | 79,50 | 99,40

18,1-24h| 95| 9481 | 0,54 93,74 9587 | 76,50 | 99,50

24,1-30h | 113 | 94,04 | 0,48 93,09 94,99 74,30 99,40

30,1-36h | 79 | 93,077 | 0,58 91,92 9423 | 70,40 | 99,00

36,1-48h | 100 | 92,35 | 0,70 90,96 93,74 55,00 98,90

>48h 17| 93,97 | 1,09 91,67 96,27 80,50 98,30

Total 502 | 94,08 | 0,25 93,59 94,56 55,00 99,50

Recuento células inicial <6 h 6| 1500 1,03 12,34 17,66 12,90 19,10
(en mill/ml) 6-12 h 35| 13,63 | 045 12,71 14,55 9,80 19,70
12,1-18 h | 57 | 13,89 | 0,32 13,24 14,54 8,30 19,90

18,1-24h | 95| 13,23 | 0,28 12,68 13,79 1,10 19,90

24,1-30h | 113 | 13,57 | 0,25 13,08 14,07 8,20 19,90

30,1-36h | 79| 13,50 | 0,28 12,94 14,06 8,00 19,70

36,1-48h | 100 | 13,87 | 025 13,37 14,37 7,70 19,90

>48h 17 | 1325| 0,70 11,76 14,74 8,70 18,90

Total 502 | 13,60 | 0,12 13,37 13,83 1,10 19,90

Recuento células final <6 h 6| 5322 437 41,98 64,45 | 41,60 | 6530
(en mill/ml) 6-12h 35| 5525| 2,59 49,98 60,52 | 33,60 | 100,00
12,1-18h | 57| 57,53 | 1,98 53,57 61,50 | 2630 | 96,80

18,1-24h | 95| 54,06 | 1,33 51,41 56,71 | 29,20 | 100,00

241-30h | 113 | 5525 | 1,42 52,44 58,07 | 26,50 | 95,10

30,1-36h | 79| 5348 | 131 50,88 56,09 | 29,00 | 87,10

36,1-48h | 100 | 55,36 | 1,37 52,65 58,07 28,70 100,00

>48h 17 | 54,06 | 3,58 46,47 61,64 26,80 78,60

Total 502 | 5496 | 0,62 53,75 56,18 26,30 100,00
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CNT inicial (x10°) <6h 6| 13,70 | 1,12 10,82 16,58 | 10,50 | 17,20
6-12 h 35| 14,53 | 0,78 12,95 16,11 | 10,00 | 28,80
12,1-18h | 57| 14,51 | 045 13,61 1541 10,00 | 22,50
18,124h | 95| 13,17 | 034 12,50 13,84 | 10,00 | 2620
24,1-30h | 113 | 1396 | 031 13,35 14,58 | 10,00 | 22,40
30,1-36h | 79| 1333 | 033 12,67 13,99 | 10,10 | 24,20
36,1-48h | 100 | 13,85 | 0,34 13,17 14,53 | 10,00 | 27,40
>48h 17| 14,01 | 1,01 11,86 16,15 | 10,10 | 26,60
Total 502 | 13,79 | 0,15 13,49 14,09 | 10,00 | 28,80
CNT final (x10%) <6h 6| 11,12 0093 8,73 13,51 8,60 | 14,00
6-12h 35| 12,44 | 0,73 10,95 13,93 8,10 | 2620
12,1-18h | 57| 12,66 | 042 11,81 13,50 8,10 | 2020
18,1-24h | 95| 11,53 | 032 10,90 12,16 7,60 | 25,00
24,1-30h | 113 | 12,37 | 0,30 11,78 12,97 7,90 | 20,40
30,1-36h | 79| 11,63 | 032 11,00 12,26 7,70 | 22,00
36,1-48h | 100 | 12,11 | 0,33 11,45 12,77 6,40 | 26,10
>48h 17| 12,25 0,95 10,25 14,26 7,70 | 2320
Total 502 | 12,06 | 0,15 11,78 12,35 6,40 | 2620
Recuperacién CNT (%) <6h 6| 81,07 1,63 76,87 8526 | 74,70 | 86,80
6-12 h 35| 85,12| 0,86 83,37 86,86 | 76,90 | 97,10
12,1-18h | 57| 86,98 | 0,65 85,67 88,29 | 74,60 | 95,60
18,124h | 95| 87,53 | 0,55 86,44 88,62 | 72,30 | 100,00
24,1-30h | 113 | 8828 | 045 87,38 89,17 | 76,00 | 100,00
30,1-36h | 79| 87,08 | 0,63 85,83 8834 | 66,90 | 100,00
36,1-48h | 100 | 87,22 | 0,78 85,67 88,77 | 52,00 | 100,00
>48h 17| 84,63 | 3,02 78,22 91,04 | 4320 96,10
Total 502 | 87,16 | 0,28 86,62 87,70 | 4320 | 100,00
CMT inicial (x10%) <6h 6| 590 057 4,42 7,38 4,50 7,60
6-12h 35| 6,25| 0,28 5,69 6,82 340 | 1030
12,1-18h | 57| 6,00 021 5,58 6,43 3,00 | 10,80
18,1-24h | 95| 546 0,18 5,10 5,82 2,80 | 12,30
24,1-30h | 113 | 5,76 | 0,16 5,44 6,08 2,50 | 10,60
30,1-36h| 79| 543 | 0,19 5,06 5,80 2,70 | 11,40
36,1-48h | 100 | 565 0,17 531 6,00 2,60 | 14,50
>48h 17| 585| 0,50 4,80 6,90 4,00 | 11,20
Total 502 | 5,70 | 0,08 5,55 5,85 2,50 | 14,50
CMT final (x10%) <6h 6| 5,18 049 3,93 6,44 3,90 6,90
6-12 h 35| 5,67| 0,26 5,14 6,19 3,10 9,60
12,1-18h | 57| 535] 020 4,94 5,75 2,30 9,20
18,124h | 95| 490 0,17 4,56 5,24 2,50 | 12,30
24,130h | 113 | 5,16 | 0,15 4,87 5,44 1,70 8,90
30,1-36h | 79| 484 | 0,17 4,51 5,17 1,60 9,80
36,1-48h | 100 | 534 | 032 4,70 5,99 2,40 | 33,00
>48h 17| 519| 0,48 4,18 6,21 3,10 | 10,50
Total 502 | 5,15| 0,09 4,98 533 1,60 | 33,00
CMN inicial (%) <6h 6| 4295| 1,93 38,00 4790 | 36,80 | 47,90
6-12 h 35| 44,11 1,38 41,30 4691 | 2570 | 59,40
12,1-18h | 57| 41,66 | 0098 39,69 43,62 | 2920 56,80
18,1-24h | 95| 41,40 | 0,84 39,72 43,07 | 1880 | 6520
24,1-30h | 113 | 4134 | 0,75 39,86 4282 | 22,70 | 60,60
30,1-36h | 79| 40,55 | 0,84 38,88 4222 | 2440 | 67,60
36,1-48h | 100 | 40,73 | 0,65 39,44 42,02 | 2570 | 5530
>48h 17| 41,75 | 1,87 37,79 45,72 | 2820 | 56,90
Total 502 | 41,37 | 0,34 40,70 42,03 | 1880 | 67,60
CMN final (%) <6h 6| 43,72 ] 241 37,51 4992 | 36,80 | 52,50
6-12h 35| 44,65 | 1,37 41,87 4742 | 2570 | 60,30
12,1-18h | 57| 41,37 ] 1,02 39,33 43,40 | 26,90 | 56,80
18,124h | 95| 40,85 | 0,86 39,14 42,57 | 18,80 | 65,10
24,1-30h | 113 | 40,76 | 0,76 39,26 4226 | 20,10 | 60,60
30,1-36h | 79| 4023 | 0,99 38,26 4220 | 14,70 | 77,50
36,1-48h | 100 | 39,89 | 0,65 38,61 41,17 | 2330 | 5530
>48h 17| 4091 | 1,86 36,96 4486 | 2820 56,80
Total 502 | 40,90 | 0,35 40,21 41,59 | 14,70 | 77,50
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Recuperacién CMN (%) <6 h 6| 8832 1,94 83,33 9330 | 81,20 | 9520
6-12 h 35| 89,50 | 1,70 86,03 92,96 | 47,26 | 100,00
12,1-18h | 57| 88,71 | 092 86,87 90,55 | 73,60 | 100,00
18,1-24h | 95| 89,67 | 0,91 87,87 91,46 | 56,60 | 100,00
24,1-30h | 113 | 89,48 | 0,71 88,07 90,90 | 67,30 | 100,00
30,1-36h | 79| 87.94 | 143 85,09 90,78 3,50 | 100,00
36,1-48h | 100 | 89,37 | 0,85 87,68 91,06 | 60,00 | 100,00
>48h 17| 89,54 | 2,49 84,26 94,82 | 64,10 | 100,00
Total 502 | 89,15 | 0,41 88,35 89,95 3,50 | 100,00

CMN: Células Mononucleadas. CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: C¢lulas Nucleadas Totales.
Test t de ANOVA. * Menor que 6,1-12 h, 12,1-18 h, 18,1-24 h y 24,1-30 h, p<0,05. * Menor que < 12 h, p<0,05.

Figura 18. Modificacion de la cantidad de células CD34+ y de la
viabilidad de las muestras seleccionadas en funcion de los intervalos de
tiempo considerados en el tiempo total desde la extraccion hasta la
criopreservacion en las muestras seleccionadas.

A.Intervalos de tiempo <12 h, 12,1-24 h, 24,1-48 hy >48 h

Contaje de células marcadas CD+ 34 vy
viabilidad de las muestras en funcién de varios
intevalos de tiem po dentro del tiem po total de

preprocesado-transporte y procesado
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¥** Menor que < 12 hy 12,1-24 h, p<0,01
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B. Intervalos de tiempo < 6 h, 6,1-12 h, 12,1-18 h, 18,1-24 h, 24,1-30 0,1-
36 h,36,1-48 hy>48h

Contaje de células marcadas CD+ 34 y
viabilidad de las muestras en funciéon de varios
intevalos de tiem po dentro del tiem po total de

preprocesado-transporte y procesado

CD+34 (x10°7) Viabilidad (% )
80 — + —100
70 - 9 0
60 — 8 0

7 0
50 6 0
40 5 0
30 * -4 0
20 3 0
-2 0
10 L0
0 — Lo
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Intervalos de tiem po

* Menor que 6,1-12 h, 12,1-18 h, 18,1-24 h y
24,1-30 h, p<0,05. + Menor que < 12 h, p<0,05.

En relacién con los valores medios obtenidos con el primer tiempo
estudiado, el tiempo desde la extraccion a la salida del contenedor de la
maternidad (pre-procesado) resumidos en la tabla 48, destacar que el tinico
parametro que mostré una reduccidon progresiva en relacion con la
prolongacién de este tiempo de forma clara aunque no significativa fue la
reduccion de la viabilidad de las muestras al prolongarse el tiempo de pre-
procesado (tabla 48).
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Tabla 48. Parametros celulares de control de calidad de las muestras
de sangre de cordon umbilical en funcion de los intervalos de tiempo
considerados dentro del tiempo desde la extraccion de la muestra hasta
la salida del contenedor del hospital de referencia (pre-procesado) en
las muestras seleccionadas.

Intervalo de confianza . -
para la media al 95% Minimo | Maximo
N | Media | +sem .Limi.t N Limit'e
inferior superior

CD34+ (x10%) <6h 131 | 30,98 | 1,88 27,26 34,70 2,52 | 106,40
6-12 h 102 | 30,15 | 1,91 26,35 33,94 2,090 | 88,87

12,1-24h | 227 | 32,07 | 1,39 29,34 34,81 2,92 | 111,30

>24 h 42| 29,08 | 2,81 23,41 34,75 7,04 92,40

Total 502 | 31,14 | 0,92 29,35 32,94 2,09 | 111,30

Viabilidad (%) <6 h 131 | 94,55 | 0,55 93,47 95,64 | 55,00 | 99,50
6-12 h 102 | 94,63 | 0,52 93,60 95,66 | 70,40 | 99,40

12,1-24h | 227 | 93,80 | 0,34 93,13 94,47 74,30 99,50

>24 h 42| 92,73 | 0,86 91,00 94,46 72,60 99,00

Total 502 | 94,08 | 025 93,59 94,56 | 55,00 | 99,50

Recuento células inicial <6 h 131 | 13,47 | 023 13,02 13,93 8,70 19,90
(en mill/ml) 6-12h 102 | 13,82 | 0,29 13,25 14,39 1,10 19,70
12,1-24h | 227 | 13,61 | 0,16 13,28 13,93 7,70 19,90

>24 h 42 | 13,47 | 0,39 12,69 14,25 8,70 18,90

Total 502 | 13,60 | 0,12 13,37 13,83 1,10 19,90

Recuento células final <6 h 131 | 5438 | 1,19 52,02 56,74 33,60 100,00
(en mill/ml) 6-12 h 102 | 56,01 | 1,37 53,29 58,73 | 26,80 | 96,80
12,1-24h | 227 | 54,73 | 0,93 5291 56,56 26,30 | 100,00

>24 h 42 | 55,50 | 2,13 51,21 59,80 29,00 97,20

Total 502 | 54,96 | 0,62 53,75 56,18 26,30 | 100,00

CNT inicial (x10°) <6 h 131 ] 13,65 | 0,31 13,05 1426 | 10,00 | 27,40
6-12 h 102 | 1426 | 0,37 13,53 1499 | 10,00 | 28,80

12,1-24h | 227 | 13,66 | 0,21 13,24 14,08 10,00 25,70

>24 h 42| 13,80 | 0,53 12,74 14,86 10,00 26,60

Total 502 | 13,79 | 0,15 13,49 14,09 10,00 28,80

CNT final (x10%) <6 h 131 ] 11,84 | 0,28 11,29 12,39 7,90 | 22,90
6-12 h 102 | 1241 0,35 11,71 13,10 6,90 | 2620

12,1-24h | 227 | 12,03 | 0,21 11,61 12,44 6,40 25,00

>24 h 42| 12,12 | 0,49 11,13 13,12 7,70 23,20

Total 502 | 12,06 | 0,15 11,78 12,35 6,40 26,20

Recuperaciéon CNT (%) <6 h 131 | 86,65 0,51 85,64 87,66 | 63,10 | 100,00
6-12 h 102 | 86,77 | 0,61 85,56 87,98 | 52,00 | 98,50

12,1-24h | 227 | 87,72 | 0,39 86,95 88,48 55,30 | 100,00

>24 h 42 | 86,68 | 1,33 83,99 89,37 43,20 98,90

Total 502 | 87,16 | 0,28 86,62 87,70 43,20 | 100,00

CMT inicial (x10%) <6 h 131 556 0,14 5,28 5,84 2,50 | 11,40
6-12 h 102| 592 0,19 5,55 6,29 2,70 | 14,50

12,1-24h | 227 | 5,65 | 0,11 5,43 5,87 2,60 12,30

>24 h 42 5,83 | 0,26 5,30 6,35 3,00 11,20

Total 502 | 5,70 | 0,08 5,55 5,85 2,50 14,50

CMT final (x10°) <6h 131 516 0,25 4,66 5,65 1,70 | 33,00
6-12 h 102 529 0,18 4,94 5,65 1,60 | 13,90

12,1-24h | 227 | 5,07 | 0,10 4,86 5,27 2,30 12,30

>24 h 42 528 | 0,26 4,76 5,81 2,50 10,50

Total 502 | 5,15 ] 0,09 4,98 5,33 1,60 33,00

CMN inicial (%) <6h 131 | 4090 | 0,65 39,62 42,18 | 18,80 | 67,60
6-12 h 102 | 41,64 | 0,77 40,11 43,18 | 2440 | 59,70

12,124 h | 227 | 41,37 | 0,51 40,36 4238 | 2380 | 6520

>24 h 42 | 42,16 | 1,03 40,07 4424 29,40 56,90

Total 502 | 41,37 | 0,34 40,70 42,03 18,80 67,60

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de 185

Sangre de Cordéon Umbilical
Laura Ponce Verdugo



Resultados

CMN final (%) <6 h 131 ] 4029 | 0,68 38,94 41,63 | 1880 | 67,60
6-12 h 102 | 4125 | 0,81 39,65 4285 | 1470 | 59,70
12,124 h | 227 | 40,89 | 0,52 39,87 41,90 | 23,80 | 65,10
>24 h 42| 42,05 1,33 39,37 4474 | 2940 | 77,50
Total 502 | 40,90 | 0,35 40,21 4159 | 1470 | 77,50
Recuperacién CMN (%) <6 h 131 | 8847 | 0,86 86,78 90,17 | 4726 | 100,00
6-12 h 102 | 88,26 | 1,19 85,90 90,62 3,50 | 100,00
12,124 h | 227 | 89,72 | 0,49 88,76 90,69 | 58,90 | 100,00
>24 h 42| 9038 | 1,09 88,17 92,59 | 69,90 | 100,00
Total 502 | 89,15 | 041 88,35 89,95 3,50 | 100,00

CMN: Células Mononucleadas. CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: Células Nucleadas Totales.
Test t de ANOVA.

En relacion con los valores medios obtenidos en el tiempo de
transporte real o tiempo desde la salida de la maternidad de origen hasta la
llegada al BSCU resumidos en la tabla 49, al igual que en relacién con el
tiempo anterior, el Unico parametro que mostrdé una reduccidon progresiva
en relacion con la prolongacion de este tiempo de forma clara y
significativa fue la reduccion de la viabilidad de las muestras al prolongarse
el tiempo de transporte real. La inflexion de tiempo de transporte a partir de
la cual se produjo de forma significativa la reduccién de la viabilidad
(88,93%) fue 12,1 a 24 h de tiempo de transporte (tabla 49).

En relacién con el resto de los pardmetros de recuento celular aunque
parece que se produce una reduccién de los recuentos de las diferentes
fracciones celulares conforme se incrementa el escalamiento, esta
reduccion no ocurre de forma continua en todos los casos (tabla 49).
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Tabla 49. Parametros celulares de control de calidad de las muestras
de sangre de cordon umbilical en funcion de los intervalos de tiempo
considerados dentro del tiempo de transporte real desde el hospital de
referencia al BSCU de las muestras seleccionadas.

Intervalo de confianza

para la media al 95% Minimo | Maximo
N Media | £sem .Limi.t N Lirni'Fe
inferior superior

CD34+ (x10%) <6 h 458 31,64 | 0,96 29,76 33,52 2,09 111,30
6-12 h 23 24,10 | 4,12 15,56 32,65 6,81 84,34

12,1-24h | 21 28,02 | 4,54 18,54 37,50 6,40 78,12

Total 502 31,14 | 0,92 29,35 32,94 2,09 111,30

Viabilidad (%) <6 h 458 94,36 | 0,24 93,89 94,82 70,40 99,50
6-12 h 23 93,18 | 1,02 91,06 95,31 78,90 98,50

12,1-24h | 21 | 88,93*** | 2730 84,13 93,73 55,00 98,50

Total 502 94,08 | 0,25 93,59 94,56 55,00 99,50

Recuento células inicial <6 h 458 13,60 | 0,12 13,37 13,84 1,10 19,90
(en mill/ml) 6-12 h 23 13,50 | 0,57 12,31 14,69 10,10 19,30
12,1-24h | 21 13,73 | 0,66 12,37 15,10 8,00 18,50

Total 502 13,60 | 0,12 13,37 13,83 1,10 19,90

Recuento células final <6 h 458 55,04 | 0,64 53,78 56,31 26,30 100,00
(en mill/ml) 6-12 h 23 5497 | 2,89 48,97 60,96 26,80 83,70
12,1-24h | 21 53,30 | 3,32 46,38 60,23 32,60 91,60

Total 502 54,96 | 0,62 53,75 56,18 26,30 100,00

CNT inicial (x10%) <6 h 458 13,79 | 0,16 13,48 14,10 10,00 28,80
6-12 h 23 13,60 | 0,61 12,34 14,86 10,00 19,70

12,1-24h | 21 14,00 | 0,97 11,96 16,03 10,00 27,40

Total 502 13,79 | 0,15 13,49 14,09 10,00 28,80

CNT final (x10%) <6 h 458 12,09 | 0,15 11,79 12,39 6,40 26,20
6-12 h 23 11,80 | 0,56 10,65 12,96 8,40 17,40

12,1-24h | 21 11,80 | 0,84 10,06 13,55 6,90 20,70

Total 502 12,06 | 0,15 11,78 12,35 6,40 26,20

Recuperacion CNT (%) <6 h 458 87,30 | 0,28 86,76 87,84 43,20 100,00
6-12 h 23 86,67 | 1,26 84,06 89,29 70,30 94,80

12,1-24h | 21 84,64 | 2,32 79,81 89,48 52,00 96,20

Total 502 87,16 | 0,28 86,62 87,70 43,20 100,00

CMT inicial (x10%) <6 h 458 5,69 | 0,08 5,53 5,85 2,50 14,50
6-12 h 23 5,81 | 0,38 5,02 6,60 3,20 10,60

12,1-24h | 21 5,72 | 0,39 491 6,53 2,90 11,10

Total 502 5,70 | 0,08 5,55 5,85 2,50 14,50

CMT final (x10%) <6 h 458 5,10 | 0,07 4,95 5,25 1,60 13,90
6-12 h 23 5,12 | 0,34 4,42 5,82 2,90 8,90

12,1-24h | 21 6,34 | 1,37 3,47 9,20 2,30 33,00

Total 502 5,15 0,09 4,98 5,33 1,60 33,00

CMN inicial (%) <6 h 458 41,30 | 0,35 40,61 42,00 18,80 65,20
6-12 h 23 42,72 | 2,01 38,55 46,89 28,20 67,60

12,1-24h | 21 41,30 | 1,28 38,63 43,97 27,80 48,80

Total 502 4137 | 0,34 40,70 42,03 18,80 67,60

CMN final (%) <6 h 458 40,87 | 0,37 40,15 41,60 14,70 77,50
6-12 h 23 41,80 | 2,02 37,61 45,98 28,20 67,60

12,1-24h | 21 40,51 | 1,29 37,82 43,21 27,80 48,80

Total 502 40,90 | 0,35 40,21 41,59 14,70 77,50

Recuperacion CMN (%) <6 h 458 89,31 | 0,42 88,49 90,14 3,50 100,00
6-12 h 23 88,49 | 2,16 84,02 92,97 60,60 100,00

12,1-24h | 21 86,42 | 2,29 81,64 91,20 60,00 100,00

Total 502 89,15 | 0,41 88,35 89,95 3,50 100,00

CMN: Células Mononucleadas. CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: Células Nucleadas Totales.

Test t de ANOVA. *** Menor que <6y 6-12 h, p<0,001.

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de

Sangre de Cordéon Umbilical
Laura Ponce Verdugo

187



Resultados

En relacion con los valores medios obtenidos en la suma de los
tiempos de extraccion a salida de la maternidad extractora de origen y del
tiempo de transporte real o tiempo desde la salida de la maternidad de
origen hasta la llegada al BSCU resumidos en la tabla 50, al igual que en
relaciéon con el tiempo anterior, el Unico parametro que mostré una
reduccidon progresiva en relacion con la prolongacion de este tiempo de
forma clara y significativa fue la reduccion de la viabilidad de las muestras
al prolongarse el tiempo de transporte real. La inflexion de tiempo de
transporte a partir de la cual se produjo de forma significativa la reduccion
de la viabilidad (93,48%) fue 12,1 a 24 h de la suma de los tiempos de pre-
procesado y transporte real (tabla 50).

Como en los casos anteriores, el resto de los parametros de recuento
celular aunque parece que mostraba una reduccion de los recuentos de las
diferentes fracciones celulares conforme se incrementaba el tiempo de
escalamiento, esta reduccion no ocurria de forma continua en todos los
casos (tabla 50).

Tabla 50. Parametros celulares de control de calidad de las muestras
de sangre de cordon umbilical en funcion de los intervalos de tiempo
considerados dentro del tiempo de preprocesado y transporte hasta el
BSCU de las muestras seleccionadas.

Intervalo de confianza . -
para la media al 95% Minimo | Méximo
N | Media | +sem .Limi't N Limit.e
inferior | superior

CD34+ (x10°) <6h 67 | 33,05 2,87 27,32 38,79 2,52 | 106,40
6-12 h 112 | 30,88 | 1,80 27,33 34,44 2,55 88,87

12,1-24h | 248 | 31,87 | 1,35 29,22 34,53 2,09 | 111,30

>24 h 71| 27,67 | 2,07 23,55 31,79 6,40 92,40

Total 498 | 31,21 | 0,92 29,40 33,02 2,09 | 111,30

Viabilidad (%) <6h 67 | 95,57 | 0,56 94,45 96,68 76,50 99,40
6-12 h 112 | 9520 | 0,43 94,34 96,05 75,60 99,50

12,1-24 h | 248 | 93,48* | 0,38 92,72 94,24 55,00 99,50

>24 h 71| 93,047 | 0,62 91,81 94,27 72,60 99,00

Total 498 | 94,08 | 0,25 93,60 94,57 55,00 99,50

Recuento células inicial <6 h 67| 13,42 | 0,32 12,77 14,07 8,80 19,10
(en mill/ml) 6-12 h 112 | 13,57 | 0,26 13,05 14,10 1,10 19,90
12,1-24h | 248 | 13,68 | 0,16 13,35 14,00 7,70 19,90

>24 h 71| 13,49 | 0,28 12,93 14,05 8,00 18,90

Total 498 | 13,59 | 0,12 13,36 13,82 1,10 19,90

Recuento células final <6 h 67 | 55,53 | 1,80 51,94 59,11 34,60 100,00
(en mill/ml) 6-12 h 112 | 5577 | 1,25 53,29 58,26 33,60 96,30
12,1-24h | 248 | 54,66 | 0,89 52,89 56,42 26,30 | 100,00

>24 h 71| 5426 | 1,55 51,17 57,35 29,00 97,20

Total 498 | 54,97 | 0,62 53,75 56,18 26,30 | 100,00

CNT inicial (x10%) <6h 67 | 13,69 | 0,41 12,86 14,52 10,00 23,50
6-12h 112 | 13,95 | 0,35 13,26 14,63 10,00 28,80

12,1-24h | 248 | 13,82 | 0,21 13,40 14,24 10,00 27,40

>24 h 71| 13,57 | 0,39 12,79 14,34 10,00 26,60

Total 498 | 13,80 | 0,15 13,50 14,10 10,00 28,80
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CNT final (x10%) <6 h 67 | 11,89 | 0,40 11,10 12,68 8,10 | 22,90
6-12 h 112 12,20 0,32 11,56 12,84 7,70 | 26,20
12,124 h | 248 | 12,14 | 0,20 11,73 12,54 6,90 | 25,00
>24 h 71 11,79 | 0,37 11,06 12,52 6,40 | 2320
Total 498 | 12,07 | 0,15 11,78 12,35 6,40 | 2620
Recuperaciéon CNT (%) <6 h 67 | 86,53 | 0,65 85,23 8784 | 7230 | 100,00
6-12 h 112 | 8725 | 048 86,30 88,20 | 74,60 | 100,00
12,124 h | 248 | 87,60 | 0,39 86,83 88,37 | 52,00 | 100,00
>24 h 71| 86,12 | 0,99 84,14 88,10 | 4320 | 98,90
Total 498 | 87,16 | 0,28 86,62 87,71 | 4320 | 100,00
CMT inicial (x10%) <6h 67 5,69 0,19 531 6,08 3,50 | 11,40
6-12h 12| 579 0,18 5,43 6,14 2,50 | 14,50
12,124 h | 248 | 5,70 | 0,11 5,49 5,91 2,80 | 12,30
>24 h 71| 560 0,20 521 6,00 2,60 | 11,20
Total 498 | 5,71 0,08 5,56 5,86 2,50 | 14,50
CMT final (x10%) <6 h 67| 5,08 0,17 4,74 5,41 2,80 9,60
6-12h 12| 519 0,17 4,86 5,53 1,70 | 13,90
12,124 h | 248 | 522 0,15 4,93 5,52 2,50 | 33,00
>24 h 71| 501 0,18 4,64 5,38 230 | 10,50
Total 498 | 517 | 0,09 4,99 5,34 1,70 | 33,00
CMN inicial (%) <6 h 67| 41,79 | 0,92 39,95 43,64 | 18,80 | 59,40
6-12h 12| 4148 | 0,76 39,98 4298 | 22,70 | 59,70
12,124 h | 248 | 4136 | 048 40,42 4230 | 2380 | 67,60
>24 h 71| 4124 | 0,84 39,57 4291 2580 | 5690
Total 498 | 4143 | 034 40,76 42,09 | 1880 | 67,60
CMN final (%) <6h 67| 41,47 ] 0,96 39,56 4338 | 18,80 | 60,30
6-12h 112 | 41,00 | 0,77 39,46 42,53 20,10 | 59,70
12,124 h | 248 | 40,85 | 0,49 39,89 41,80 | 23,80 | 67,60
>24 h 71| 40,96 | 0,97 39,03 4289 | 2580 | 77,50
Total 498 | 4098 | 0,35 40,29 41,67 | 1880 | 77,50
Recuperaciéon CMN (%) <6 h 67 | 89,05 | 1,20 86,65 91,44 | 4726 | 100,00
6-12h 112 | 8945 | 0,74 87,98 90,92 | 67,30 | 100,00
12,124 h | 248 | 89,14 | 0,61 87,94 90,35 3,50 | 100,00
>24 h 71| 89,45 | 0,86 87,74 91,15 | 69,90 | 100,00
Total 498 | 89,24 | 0,40 88,46 90,03 3,50 | 100,00

CMN: Células Mononucleadas. CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: Células Nucleadas Totales.
Test t de ANOVA. * Menor que <6 y 6-12 h, p<0,05. " Menor que <6, p<0,05.

En relaciéon con los valores medios obtenidos en el tiempo desde la
llegada al BSCU, procesado final, valoracion y criopreservacion de la
unidad resumidos en la tabla 51, como en casos anteriores el unico
pardmetro que mostrd una reduccion progresiva en relacion con la
prolongacién de este tiempo, en este caso de forma no tan continuada pero
si significativa fue la reduccion de la viabilidad de las muestras al
prolongarse el tiempo de procesado y criopreservacion. La inflexion de
tiempo de transporte a partir de la cual se produjo de forma significativa la
reduccion de la viabilidad (92,68%) fue 6-12 h y mas de 24 h de tiempo de
procesado y criopreservacion (tabla 51).
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Como en los casos anteriores, el resto de los parametros de recuento
celular aunque parece que mostraron una reduccion de los recuentos de las
diferentes fracciones celulares conforme se incrementa el tiempo de
escalamiento, esta reduccion no ocurrié de forma continua en todos los
casos y en el caso de la determinacion de células CD34+ mostro la
tendencia significativa a ser menor a partir de las 6-12 h de tiempo de
procesado y criopreservacion (tabla 51).

Tabla 51. Parametros celulares de control de calidad de las muestras
de sangre de cordon umbilical en funcion de los intervalos de tiempo
considerados dentro del tiempo de procesado en el BSCU de las

muestras seleccionadas.

Procesado: tiempo transcurrido en la valoracion y criopreservacion de la unidad.

Intervalo de confianza

para la media al 95% Minimo | Maximo
N Media | £sem .Limi.t c Limit.e
ll‘lfeI‘lOI‘ superior

CD34+ (x10°) <6 h 201 34,16 | 1,54 31,12 37,20 2,09 | 110,65
6-12 h 95| 28,60 | 1,88 24,86 32,35 2,52 | 111,30

12,1-24h | 157 | 29,23 ™ | 1,53 26,21 32,25 2,55 98,46

>24 h 48 1 30,13™ | 3,19 23,71 36,56 2,52 93,93

Total 501 31,18 | 0,92 2937 32,98 2,09 | 111,30

Viabilidad (%) <6 h 201 95,14 | 0,32 94,50 95,77 | 76,60 99,50
6-12 h 95| 92,68%| 0,55 91,59 93,78 | 74,30 99,20

12,1-24h | 157 93,99 | 0,45 93,10 9487 | 70,40 99,40

>24 h 48 | 92,62*% | 1,14 90,33 94,90 | 55,00 98,90

Total 501 94,07 | 0,25 93,59 94,55 | 55,00 99,50

Recuento células inicial <6 h 201 13,60 | 0,17 13,26 13,94 8,00 19,90
(en mill/ml) 6-12 h 95 13,93 | 0,29 13,36 14,51 1,10 19,30
12,1-24h | 157 13,34 | 0,22 12,91 13,76 7,70 19,90

>24 h 48 13,83 | 0,36 13,10 14,55 10,10 18,50

Total 501 13,60 | 0,12 13,37 13,83 1,10 19,90

Recuento células final <6 h 201 55,69 | 1,03 53,65 57,73 26,30 100,00
(en mill/ml) 6-12 h 95 55,60 | 1,48 52,66 58,53 | 26,50 97,20
12,1-24h | 157 53,67 | 0,96 51,77 55,57 | 28,70 | 100,00

>24 h 48 5489 | 2,10 50,67 59,12 | 26,80 93,40

Total 501 5496 | 0,62 53,75 56,18 | 26,30 | 100,00

CNT inicial (x10%) <6 h 201 14,07 | 0,26 13,56 14,58 10,00 28,30
6-12 h 95 13,81 | 0,34 13,13 14,50 | 10,00 26,20

12,1-24h | 157 13,30 | 0,23 12,84 13,75 10,00 24,20

>24 h 48 1421 0,59 13,02 15,39 | 10,00 27,40

Total 501 13,79 | 0,15 13,49 14,09 | 10,00 28,80

CNT final (x10%) <6 h 201 12,27 | 0,25 11,79 12,75 7,90 26,20
6-12 h 95 12,11 | 033 11,46 12,76 7,60 23,30

12,1-24h | 157 11,70 | 0,22 11,27 12,13 6,40 23,20

>24 h 48 12,31 | 0,56 11,19 13,44 6,90 26,10

Total 501 12,06 | 0,15 11,78 12,35 6,40 26,20

Recuperacion CNT (%) <6 h 201 86,92 | 0,38 86,17 87,67 | 6830 | 100,00
6-12 h 95 86,90 | 0,72 85,46 88,33 | 43,20 97,60

12,1-24h | 157 87,86 | 0,46 86,95 88,78 | 5530 | 100,00

>24 h 48 86,38 | 1,20 83,95 88,80 | 52,00 98,50

Total 501 87,16 | 0,28 86,62 87,70 | 4320 | 100,00

CMT inicial (x10%) <6 h 201 5,87 | 0,12 5,63 6,11 2,80 12,30
6-12 h 95 5,71 | 0,17 5,37 6,04 2,90 10,30

12,1-24h | 157 541 0,12 5,16 5,65 2,50 11,40

>24 h 48 5,88 | 0,32 5,24 6,52 2,70 14,50

Total 501 5,69 | 0,08 5,54 5,85 2,50 14,50

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de

Sangre de Cordéon Umbilical
Laura Ponce Verdugo

190



Resultados

CMT final (x10%) <6 h 201 529 | 0,12 5,06 5,52 2,50 | 12,30
6-12 h 95 510 | 0,15 4,79 5,40 2,30 9,60
12,124 h | 157 4,83 | 0,11 4,62 5,05 1,60 9,80
>24 h 48 571 | 0,65 4,40 7,03 2,60 | 33,00
Total 501 515 | 0,09 4,97 533 1,60 | 33,00
CMN inicial (%) <6 h 201 | 41,96 | 0,54 40,90 43,03 2510] 6520
6-12 h 95 | 41,46 0,79 39,89 43,03 | 23,80 | 59,70
12,1240 | 157 | 4062 | 0,61 39,43 41,82 | 1880 | 67,60
>24 h 48 | 40,97 | 0,98 39,00 42,94 | 2440 | 55,70
Total 501 | 4135 034 40,69 42,02 1880 | 67,60
CMN final (%) <6 h 201 | 41,93 ] 0,58 40,79 43,07 | 2390 | 77,50
6-12 h 95 | 41,12 | 0,81 39,51 42,72 | 2380 | 59,70
12,1240 | 157 | 39,84 | 0,62 38,62 41,07 | 1470 | 67,60
>24 h 48 | 3946 | 097 37,51 41,40 | 2330 | 54,10
Total 501 | 40,88 | 0,35 40,19 41,58 | 1470 | 77,50
Recuperacién CMN (%) <6 h 201 | 89,66 | 0,56 88,56 90,77 | 4726 | 100,00
6-12 h 95 | 8933 | 0,74 87,87 90,80 | 71,60 | 100,00
12,1240 | 157 | 89,14 | 0,86 87,44 90,85 3,50 | 100,00
>24 h 48 | 86,60 | 1,57 83,43 89,77 | 60,00 | 100,00
Total 501 | 89,15 | 0,41 88,34 89,95 3,50 | 100,00

CMN: Células Mononucleadas. CMT: Células Mononucleadas Totales. CNT: Células Nucleadas Totales.
Test t de ANOVA. * Menor que <6 h, p<0,05. ™' Tendencia a ser menor que <6, p=0,063.

La figura 19 muestra como se modificaron la cantidad de CD34+ y
de la viabilidad de las muestras seleccionadas en funcidn de los intervalos
de tiempo considerados desde la extraccion a la salida del hospital de
referencia (A), de transporte real desde la salida del hospital de referencia
hasta la llegada al BSCU (B), de pre-procesado mas transporte real (C), y
de procesado dentro del BSCU (D) en las muestras seleccionadas.

En el caso de la viabilidad de las muestras, la reduccion de este
parametro ocurria a partir de tiempos de transporte superiores a 12,1 h
(figura 19-B) y de tiempos de procesado en el BSCU superiores a 6 h
(figura 19-D).

Y en el caso de la determinacion de CD34+, la reduccion de este
parametro ocurria a partir de tiempos de pre-procesado-+transporte real
superiores a 12,1 h (figura 19-C) y de tiempos de procesado en el BSCU
superiores a 6,1 h (figura 19-D).
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Figura 19. Modificacion de la cantidad de CD34+ y de la viabilidad de
las muestras seleccionadas en funcion de los intervalos de tiempo
considerados desde la extraccion a la salida del hospital de referencia
(A), de transporte real desde la salida del hospital hasta la llegada al
BSCU (B), de pre-procesado y transporte real (C), y de procesado
dentro del BSCU (D) en las muestras seleccionadas.

A. Desde la extraccion a la salida del hospital de referencia
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10 L1 0
0 - Lo

<6 h 6.1-12 h 12,1-24 h >24 h

Intervalos de tiem po

B. De transporte real (desde la salida del hospital hasta la llegada al BSCU)

Contaje de células m arcadas CD+ 34 y viabilidad de las
m uestras en funcion de los intervalos de tiem po del
transporte real

CD+34 (x10°%) Viabilidad (% )

. *ox ok r100
- F9 0
-8 0
=7 0
6 0
5 0
- 40
3 0
—2 0
—10

= N W b 01 OO N
O O O O O o o o o
|

<6 h 6.1-12 h 12,1-24 h

Intervalos de tiem po
¥ *  Menor que <6 y 6-12 h, p<0,001.
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C. De pre-procesado y transporte real

Contaje de células marcadas CD+34 y viabildad de las
muestras en funcion de los intervalos de tiempo del
pre-procesado y transporte real

CD+34 (x10%) Viabilidad (%)
80 ~100
70 90

-8 0
60 0
507 60
40 =50
30 4.0

30
20 o0
10 10
0 - =)

<6 h 6.1-12 h 12,1-24 h >24 h

Intervalos de tiempo

* Menor que <6 y 6-12 h, p<0,05.
+ Menor que <6, p<0,05.

D. De procesado dentro del BSCU

Contaje de células marcadas CD+ 34 y viabilidad de las
m uestras en funcion de los intervalos de tiem po del
procesado dentro del BSCU

CD+34 (x105%) Viabilidad (% )
* *
- —100
_ -9 0
-8 0
-7 0
7] 6 0
-5 0
4 0
-3 0
-2 0
=1 0
= =)
<6 h 6.1-12 h 12,1-24 h >24 h

= N W A 01O N
O O O O o o o o o
]

—
-
—
-
—
'
N

Intervalos de tiem po

* Menor que <6 h, p<0,05. ™" Tendencia a ser
menor que <6, p=0,063.
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La tabla 52 recoge la relacion entre los intervalos de viabilidad de las
muestras de SCU menor de 95% y mayor/igual de 95% y los intervalos de
mayor escalamiento de tiempo de extraccion-pre-procesado, transporte real,
pre-procesado-+ttransporte, procesado en el BSCU de las muestras
seleccionadas. Destacar en esta tabla que el porcentaje de viabilidad
superior al 95% de las muestras se reducia significativamente de forma
progresiva a partir de las 6-12 y que a partir de las 12,1-24 horas podia
reducirse a cifras cercanas a la mitad (tabla 52).

Y de forma mas clara y grafica, la tabla 53 muestra la relacion entre
los intervalos de viabilidad de las muestras de SCU menor de 95% y
mayor/igual de 95% y los intervalos de mayor y menor escalamiento del
tiempo total desde la extraccion hasta la criopreservacion de las muestras
seleccionadas. Destacar en esta tabla que el porcentaje de viabilidad
superior al 95% de las muestras se redujo significativamente de forma
progresiva a partir de las 12,1-24 h (68% de viabilidad) podia reducirse a
cifras cercanas a la mitad a partir de las 24,1 a 48 h (48,5% de viabilidad),
siendo el punto de inflexion critico el intervalo de 18,1 a 24 h (65,3% de
viabilidad) y el punto en el que la viabilidad superior al 95% quedaba
reducida a la mitad el intervalo de 30,1-36 horas (41,8%) (tabla 53).

Tabla 52. Viabilidad de las muestras de sangre de cordon umbilical en
funcion de los intervalos de tiempo en los que se dividieron los tiempos
de extraccion-preprocesado, transporte real, preprocesado-transporte,
procesado en el BSCU de las muestras seleccionadas.

. pre-pro cesado Transporte Transporte Procesado
Intervalos Tiempos -salida de
. Real + Preprocesado en BSCU
maternidad
Viabilidad <95% >05% | <95% | >95% | <95% | >95% | <95% | >95%
<6 h Recuento 46 851 189 269 19 48 71 130
V)
T/“i;‘ltggvalo 35,1% 64,.9% | 413% | 58,7% | 28,4% | 71,6% | 353% | 64,7%
6-12 h Recuento 38 64 12 11 39 73 55 40
V)
T/j;r‘gggvalo 373% | 62,7%* | 52,2% | 47.8%* | 34.8% | 652%%* | 57,9% | 42,1%*
12,1-24h  Recuento 106 121 15 6| 116 132 66 91
V)
T/°i ;Elt;(r)valo 46,7% | 533%" | 71,4% | 28,6%" | 46,8% | 532%" | 42,0% | 58,0%
>24 h Recuento 26 16 - - 40 31 24 24
V)
% Intervalo 61.9% | 38.1%' | | 563% | 43.7%" | 50.0% | 50.0%
Tiempo

Pre-procesado-salida: tiempo transcurrido desde la extraccion hasta la salida de la maternidad de origen.

Transporte real: tiempo desde la salida de la maternidad de extraccion hasta la llegada al BSCU.
Transporte+pre-procesado: tiempo desde la extraccion en la maternidad de origen hasta la llegada al BSCU.
Procesado: tiempo transcurrido tras la llegada al BSCU en la finalizacion de procesado de la muestras, su valoracion
y la criopreservacion de la unidad.

Test t de Chi®. * Menor que <6 h, p<0,05. + Menor que 6-12 h, p<0,05.* Menor que <6 h y 6-12 h, p<0,05.
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Tabla 53. Viabilidad de sangre de cordon umbilical en funcion de los
intervalos de tiempo en los que se dividio el tiempo total desde la
extraccion hasta la criopreservacion de las muestras seleccionadas.

Tiempo total Viabilidad
Intervalos de tiempo <95% | >95%
<12 h Recuento 9 33
% de Intervalo Tiempo | 21,4% | 78,6%
12,1-24 h Recuento 49 104
% de Intervalo Tiempo | 32,0% | 68,0%
24,1-48 h Recuento 151 142
% de Intervalo Tiempo | 51,5% | 48,5%%*
> 48 Recuento 7 7
% de Intervalo Tiempo | 50,0% | 50,0%%*
<6 h Recuento 1 5
% de Intervalo Tiempo | 16,7% | 83,3%
6-12 h Recuento 8 27
% de Intervalo Tiempo | 22,9% | 77,1%
12,1-24 h Recuento 49 104
% de Intervalo Tiempo | 32,0% | 68,0%%*
24,1-48 h Recuento 151 142
% de Intervalo Tiempo | 51,5% | 48,5%%*
> 48 Recuento 7 8
% de Intervalo Tiempo | 46,7% | 53,3%*
<6h Recuento 1 5
% de Intervalo Tiempo | 16,7% | 83,3%
6-12 h Recuento 8 27
% de Intervalo Tiempo | 22,9% | 77,1%
12,1-18 h Recuento 16 41
% de Intervalo Tiempo | 28,1% | 71,9%
18,1-24 h Recuento 33 62
% de Intervalo Tiempo | 34,7% | 65,3%%*
24,1-30 h Recuento 51 62
% de Intervalo Tiempo | 45,1% | 54,9%%*
30,1-36 h Recuento 46 33
% de Intervalo Tiempo | 58,2% | 41,8%%*
36,1-48 h Recuento 54 46
% de Intervalo Tiempo | 54,0% | 46,0%*
>48 h Recuento 7 10
% de Intervalo Tiempo | 41,2% | 58,8%*

Test t de Chi®. * Menor que <6 h, p<0,05. + Menor que 6-12 h, p<0,05.* Menor que <6 h y 6-12 h, p<0,05.

La tabla 54 recoge la relacion entre los intervalos de la
determinacion de células CD34+ de las muestras de SCU menor que 50 x
10° y mayor/igual que 50 x 10’y los intervalos de menor escalamiento del
tiempo total desde la extraccion hasta la criopreservacion de las muestras
seleccionadas. Destacar en esta tabla que el porcentaje de CD34+ mayor de
50 x10° en las muestras de SCU, se reducia de forma significativa con
respecto al tiempo total desde la extraccion hasta la criopreservacion
inferior a 6 h a partir de las 6-12 horas si bien la reduccion de células
CD34+ no aparecia de forma totalmente progresiva a lo largo de todos los
intervalos de tiempo considerados (6-12h un 14,3%, 18,1-24h un 12,6%,
24,1-30h un 17,7%, 30,1-36h un 5,1%, 36,1-48h un 21% y > de 48 h un
11,8%) (tabla 54).
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Tabla 54. Recuento de células marcadas CD34+ de las muestras de
sangre de cordon umbilical en funcion de los intervalos de tiempo en
los que se dividio el tiempo total desde la extraccion hasta la
criopreservacion de las muestras seleccionadas.

g

Tiempo total - SOCxD13045+ (zISOO)XIOS Total
<6h Recuento 4 2 6
% de Intervalo Tiempo 66,7% 33,3% | 100,0%
6-12 h Recuento 30 5 35
% de Intervalo Tiempo 85,7% 14,3%* | 100,0%
12.1-18 h Recuento 44 13 57
’ % de Intervalo Tiempo 77,2% 22,8% | 100,0%
18.1-24 h Recuento 83 12 95
’ % de Intervalo Tiempo 87,4% 12,6%* | 100,0%
24.1-30 h Recuento 93 20 113
’ % de Intervalo Tiempo 82,3% 17,7%* | 100,0%
30.1-36 h Recuento . 75 4 79
’ % de Intervalo Tiempo 94,9% 5,1%* | 100,0%
36.1-48 h Recuento 79 21 100
’ % de Intervalo Tiempo 79,0% 21,0%* | 100,0%
~ 481 Recuento 15 2 17
% de Intervalo Tiempo 88,2% 11,8%* | 100,0%
Total Recuento . 423 79 502
% de Intervalo Tiempo 84,3% 15,7% | 100,0%

Test t de Chi”. * Menor que <6 h, p<0,05.

La regresion logistica de los datos de las muestras seleccionadas solo
mostr6é como factores de riesgo significativos de reduccion del % de
viabilidad de las muestras la prolongacion de los tiempos desde la
extraccion hasta la salida de la maternidad origen y desde la llegada de la
unidad al BSCU hasta la criopreservacion. En ambos casos con escaso peso
especifico (B=0,049 y coeficiente de Wald=14,48 para el tiempo desde la
extraccion hasta la salida de la maternidad origen, y B=0,023 y coeficiente
de Wald=3,84 para el tiempo de procesado dentro del BSCU hasta la
criopreservacion). Ningun otro parametro se mostré como factor de riesgo
de reduccion del % de viabilidad de la muestras de SCU. El analisis de
regresion logistica no se pudo relacionar la modificacion del nlimero de
células CD34+ con factor de riesgo alguno (tabla 55).
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Tabla S5. Factores de riesgo de obtencion de una viabilidad de las muestras menor del 95% en base a los resultados

de la regresion logistica multinomial

Intervalo de confianza

Viabilidad . . al 95% para Exp(B)
<y > 95%(a) B Error tip. | Wald | gl | Sig. | Exp(B) Limite Limite
inferior superior

Interseccion -5,805 3,736 | 2,414 | 10,120
Distancia 0,002 0,003 | 0,538 | 10,463 | 1,002 0,996 1,009
Edad -0,010 0,020 | 0,270 | 1| 0,603 ,990 0,952 1,029
NC°gestacionesprevias 0,033 0,063 | 0,385 | 1| 0,535 1,033 0,932 1,145
Semanasdegestacion 0,094 0,081 1,323 | 10,250 1,098 0,936 1,288
Duracionparto -0,003 0,021 | 0,014 | 10,904 | 0,997 0,957 1,040
T_Extraccion_TSalida 0,049 0,013 | 14,484 | 1| 0,000 | 1,050 1,024 1,077
T_salida_Tllegadabanco 0,096 0,057 | 2,868 | 10,090 | 1,101 0,985 1,230
T_TotalTransporte_YPreprocesado 0(b) . .10 . . . .
T_Llegadabanco_TCrioconservacion_PROCESADO | 0,023 0,012 | 3,847 | 1 | 0,050 1,024 1,000 1,048
T_TotalExtraccion_TCrioconservacion 0(b) . .10 . . . .
[Provinciaorigen=1] 0,184 1,424 | 0,017 | 10,897 | 1,202 0,074 19,570
[Provinciaorigen=2] 0,488 1,360 | 0,129 | 10,720 | 1,629 0,113 23,414
[Provinciaorigen=3] -0,480 1,421 | 0,114 | 10,736 | 0,619 0,038 10,031

< 95% [Provinciaorigen=4] 0,598 1,411 | 0,180 | 1| 0,672 | 1,819 0,115 28,877
[Provinciaorigen=5] 0,765 1,421 | 0,289 | 10,591 | 2,148 0,133 34,818
[Provinciaorigen=6] -0,763 1,723 | 0,196 | 1 | 0,658 | 0,466 0,016 13,662
[Provinciaorigen=7] 0,496 1,366 | 0,132 | 1 |0,716 | 1,643 0,113 23,874
[Provinciaorigen=8] 0,730 1,532 | 0,227 | 10,634 | 2,075 0,103 41,806
[Provinciaorigen=9] 0,653 1,313 | 0,247 | 10,619 | 1,921 0,147 25,175
[Provinciaorigen=10] -0,588 1,575 | 0,139 | 10,709 | 0,555 0,025 12,175
[Provinciaorigen=11] 0(b) . .10 . . .
[ComunidadAutonomica=1] 0(b) 0
[ComunidadAutonomica=2] 0(b) . .10 . . . .
[tipodeparto=0] 0,179 0,519 | 0,118 | 10,731 | 1,196 0,432 3,309
[tipodeparto=1] 0,015 0,270 | 0,003 | 10,956 | 1,015 0,598 1,722
[tipodeparto=2] -0,039 0,426 | 0,008 | 10,927 | 0,962 0,417 2,216
[tipodeparto=3] 0(b) . .10 . . . .
[sexoRN=0] 0,074 0,194 | 0,147 | 10,702 | 1,077 0,736 1,575
[sexoRN=1] 0(b) 0 . .

a La categoria de referencia es: > 95%.b Este parametro se ha esta

blecido a cero porque es redundante.
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V. DISCUSION

La SCU se present6 inicialmente como una fuente alternativa para
trasplante de progenitores hematopoyéticos, frente a las tradicionales
fuentes de obtencion de estas células madre, la médula 6sea y la aféresis de
sangre periférica mediante estimulacion con farmacos. La sangre de cordon
umbilical se ha convertido en una alternativa real al trasplante de
progenitores hematopoyéticos de médula dsea y de sangre periférica. Desde
que se realizéd el primer trasplante (Gluckman E., et al., 1989) en el afio
1988 hasta la actualidad, se han realizado mas de 8700 trasplantes de
sangre de cordon en todo el mundo (Sparrow RL., et al., 2002) objetivados
en la base de datos de la fundacion Netcord actualizada a finales del 2009
con 3670 trasplantes en adultos y 3826 en pediatricos. (Ballen KK, 2005).
Su uso, por tanto, se ha incrementado durante las ultimas décadas. El
incremento de utilizacion de la SCU de progenitores hematopoyéticos
frente a las fuentes convencionales de obtencion de estas células madre se
debe a sus conocidas ventajas: abundante disponibilidad, sencillez en la
obtencion, bajo riesgo de transmision de enfermedades infecciosas,
posibilidad de un mayor grado de compatibilidad entre el donante y el
receptor y por tanto, menor incidencia de enfermedad injerto contra el
huésped. Pero presenta también algunos inconvenientes entre los que
destacamos dos fundamentalmente: su contenido limitado de progenitores
hematopoyéticos y la probabilidad de transmision de alguna enfermedad
hereditaria/congénita no observada en el momento del nacimiento. A estos
dos inconvenientes fundamentales afiadimos, por sus repercusiones clinicas,
que se ha sugerido que la SCU podria generar una menor reaccion injerto
contra leucemia y consecuentemente una mayor probabilidad de recaida de
la enfermedad (Rocha V., et al., 2006).

Al inicio de la utilizacion de la SCU (década de los 90 del siglo
pasado), la limitacion del contenido en precursores hematopoyéticos y el
almacenamiento indiscriminado de muestras en los bancos de cordon, y por
tanto, de diferentes grados de cuantificacion celular, hizo suponer que las
unidades de SCU, so6lo podian utilizarse en nifios, en funcion del menor
peso que éstos presentan (hasta 40 kilos), debido a la relacion existente y
comprobada de células infundidas por kilo de peso del paciente, para
garantizar el éxito del trasplante. La experiencia de estos afios ha
demostrado que la SCU tiene células suficientes para realizar trasplantes en
enfermos adultos, si seleccionamos las unidades con mayor celularidad
antes de su procesamiento y ante un futuro trasplante mantenemos la
premisa de cantidad de células infundidas de 1,5 CNT x 10’/Kg (Aroviita
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P., et al., 2005), 2x10’ (PNC, 2008) Por tanto los inventarios historicos de
los bancos de corddn, no tienen una distribucion homogénea en cuanto al
contenido celular de sus unidades y en un porcentaje variable no disponen
de unidades idoneas para enfermos adultos.

Los dos principales retos que tienen los bancos de cordén umbilical
en la actualidad son establecer los minimos de calidad en cuanto al nimero
de células requeridas para el procesamiento de las unidades y realizar un
analisis y optimizacion del stock almacenado depurando sus existencias.
Ambos objetivos pretenden rentabilizar los recursos existentes en los
bancos de cordon y permitir la utilizacién estandarizada y universal de
estos recursos.

En relacién con ambos objetivos y para caracterizar algunos de los
factores condicionantes de la calidad de las muestras de SCU se plante6 la
realizacion de este estudio para determinar las caracteristicas materno-
fetales, basicamente los parametros epidemiologicos, obstétricos vy
hematologicos, y la influencia de los tiempos de extraccion y transporte
hasta la criopreservacion, dentro del procesado de las SCU, en la viabilidad
y calidad de las muestras de SCU.

Se discuten a continuacion los principales datos obtenidos en este
estudio en relacion con los existentes en la literatura. Para ello se ha
sistematizado la discusion en cinco partes:

1. Analisis descriptivo de toda la poblacion enrolada, para
determinar las caracteristicas basicas de la poblacion estudiada.

2. Analisis comparativo de los datos basicos del total de la poblacion
enrolada con respecto a la poblacion seleccionada, para
determinar que los datos obtenidos de la poblacidn seleccionada
son extrapolables al total de la poblacion enrolada.

3. Analisis descriptivo detallado de las muestras de la poblacion
seleccionada.

4. Andlisis de los factores maternos que condicionan la calidad de
las muestras de SCU en la muestra seleccionada.

5. Andlisis de los factores de transporte que condicionan la calidad
de las muestras de SCU de la poblacién seleccionada.
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Se finaliza esta discusion indicando las limitaciones detectadas en
este estudio y lo que consideramos como factores a modificar y/o mejorar

dentro del procesado y conservacion de las muestras de SCU a partir de los
datos obtenidos.
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1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE TODA LA POBLACION
ENROLADA

En el presente estudio se han incluido las unidades de sangre de
cordon umbilical de 5400 madres que donaron voluntariamente la SCU,
tras firmar el consentimiento informado durante el periodo comprendido
entre enero y agosto del 2009. Estas muestras han procedido de 46 de las
maternidades autorizadas para la extraccion de SCU de las Comunidades
Autonomas de Andalucia y Castilla-La Mancha.

La distribucién mensual de las unidades recepcionadas en el Banco
de Andalucia mostré una frecuencia media similar, con un porcentaje del
12,5% en el periodo estudiado. Esto lleva a pensar que el Banco dispone de
un programa bien implantado y con una trayectoria estable.

Se analizaron las unidades que llegaron por Comunidades
Autonomas, el 95% de éstas, obtuvieron en Andalucia (50% de la provincia
de Malaga) y el 5% de Castilla-La Mancha (un 50% de las donaciones de
esta comunidad provenian de Guadalajara). La menor proporcion de
donaciones registrada la comunidad de Castilla-La Mancha se debe a que
su incorporacion al BSCU de Andalucia se produjo en diciembre del 2008
y esto supone una falta de informacidon y de concienciacion tanto de las
madres como del personal sanitario implicado en las donaciones, lo que
junto a un menor entrenamiento y rodaje de los diferentes profesionales
sanitarios que engloban el circuito (matronas, obstetras, auxiliares) en dicha
Comunidad, dificultaria la recoleccion de las muestras, una vez realizada la
formacidén-promocion.

Se analizaron por provincias el nimero de unidades que llegaban al
Banco, se observd, con la excepcion de Malaga, en la que son mas
numerosas las maternidades que envian sus muestras al BSCU (destacando
de entre ellas el Hospital Materno-Infantil Carlos Haya, el Clinico
Universitario Virgen de la Victoria, el Hospital de la Costa del Sol y el
Hospital Comarcal de Antequera) las demas provincias tienen su trabajo de
donacion focalizado en una 6 dos maternidades, pese a tener autorizadas
todos los hospitales publicos del area. Por ejemplo, en Almeria en el
hospital de Poniente, en Cadiz en los hospitales de Jerez y de Puerto Real,
en Cérdoba en el hospital Reina Sofia, en Granada en los hospitales San
Cecilio y Virgen de las Nieves, en Jaén en los hospitales de Linares y en el
Complejo Hospitalario de Jaén, y en Sevilla en los hospitales Nuestra
Senora de Valme y Virgen del Rocio. Lo cual es 16gico, dado que es mas
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facil realizar las donaciones en hospitales de primero o de segundo nivel
bien dotado de medios y de personal que les permite la recogida de las
muestras, su procesado y almacenaje inicial, y que pueden subvencionar el
transporte de las muestras sin problemas, que en hospitales comarcales,
locales 6 en clinicas. Sin olvidar que estos hospitales atienden a una
poblacidon mayoritaria donde el indice de partos es a su vez mayor.

Se debe, por tanto, potenciar la formacion de las maternidades que
aporten mas unidades y por lo tanto, con mds practica extractora, para
optimizar el proceso de donacion logrando una mayor calidad de las
muestras recogidas, rentabilizando la utilizacién de material de recogida y
del tiempo empleado de los profesionales sanitarios para desechar las
menos unidades posibles, minimizando los costes de transporte y procesado,
y en definitiva, conseguir una mejor gestion de los recursos sanitarios. Se
sugiere la necesidad de tres actuaciones:

1.-La mejora de las campafias de informacion al publico en general y
a las mujeres gestantes en particular durante su educacidén y
entrenamiento para el parto, sobre la importancia de la donacién de
SCU vy sus aplicaciones, a través de Medicina Primaria.

2.-La insistencia en los planes de formacion especifica ya existentes
para el personal sanitario, especificamente, de las maternidades y
gineco-obstetras, y de los servicios afines o colaboradores de los
servicios de obstetricia orientados a informacion general y a
informacidn especifica sobre los requerimientos médicos y legales
que la donacién de SCU precisa, asi como de los protocolos de
recoleccion. (Armson BA., 2005). El BSCU dispone de
procedimientos operativos dentro del apartado documental de su
sistema de calidad, revisados y actualizados anualmente e
implementados por personal de enfermeria (DUE) en cada
maternidad. Se recomienda la necesidad de la incentivacion del
personal de las maternidades, y de la comunicacion fluida y continua
con el personal del Banco de Cordon.

3.-La posibilidad de realizar un estudio especifico de coste-eficacia
de los hospitales que participan en este proceso de donacidon que nos
permita valorar la calidad de su trabajo de recoleccion y en caso de
que esta no alcance los limites estipulados, excluir a estas
maternidades del conjunto de centros autorizados para evitar un
gasto innecesario en material y recursos humanos.
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Otro punto a destacar es el tiempo medio empleado desde la
extraccion hasta la criopreservacion de la unidad. En este sentido, y como
cabia esperar por la distribucion y proximidad geografica, Andalucia
presentd un tiempo medio en horas de 24,9 h, mientras que Castilla-La
Mancha presentd un tiempo medio de 31,4 h, esto es 6,5 horas mas. Como
después se indica esta diferencia de 6 horas es crucial para la viabilidad y
calidad de las muestras obtenidas por lo que necesariamente deberian
instaurarse las medidas necesarias para poderlo acortar.

En Andalucia, la provincia que peor media de tiempo desde la
extraccion hasta la criopreservacion de la unidad presentdé fue Cadiz
(32,15h) y la que present6d una media mas corta fue Malaga (22,6 h).

Los hospitales que mayor demora hasta la criopreservacion
presentaron fueron en funcion de la provincia: en Almeria el hospital de
Huercal-Overa con 34,7 h, en Cadiz el hospital de Puerto Real con 39,6 h,
en Jaén el hospital de Ubeda con 34,5 h, en Sevilla el hospital de la Merced
con 36,5 h, y en Albacete en hospital de Almansa con 43 h.

Los hospitales en los que mdas rapidamente se produjo el proceso
recogida haga la criopreservacion en funcidon de la provincia fueron: en
Huelva el hospital Juan Ramon Jiménez con 20,08 h, en Almeria el hospital
de Torrecardenas con 21,53 h, en Jaén el hospital del Alta Guadalquivir de
Andujar con 21,07 h, en Malaga los hospitales Clinico Universitario Virgen
de la Victoria con 21,65 h, Comarcal de Antequera 22,13 h y Materno-
Infantil (Carlos Haya) con 22,35 h, y, aunque otros hospitales de la
Comunidad Andaluza han presentado menores tiempos, indicar que en
Cuidad Real los hospitales de Puertollano y el General de Ciudad Real
presentaron 25,7 y 25,6 h.

En la tabla 5 de resultados se observa que hay hospitales a los que es
preciso felicitar por su eficacia y otros cuyos tiempos son claramente
mejorables y que deben ser informados de este dato para que puedan poner
en marcha los mecanismos oportunos para acelerar el procedimiento de
recoleccion y envio. Y en este sentido, y aunque los hospitales malaguefios,
sitos en nuestra ciudad y con una proximidad al BSCU envidiable, deberian
también trabajar en la mejora del proceso de recoleccion y envio de las
muestras y se deberia hacer todo lo posible por concienciar a nuestros
compaiieros de la importancia de reducir al maximo al tiempo total de
procesado y almacenamiento de las muestras e intentar también, una vez
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que estas llegan al banco, acortar, en la medida posible los procedimientos
hasta la criopreservacion. En cualquier caso a estas medidas y dado que no
solo es importante considerar el tiempo desde la recogida de las muestras
de SCU hasta su criopreservacion, sino también la calidad de éstas, las
maternidades son informadas del estado en el que llegan las muestras y si
finalmente éstas son aceptadas o rechazadas para optimizar todo el proceso
y asi cada maternidad intente corregir sus deficiencias. Aclarar, a este
respecto la figura ya mencionada del DUE, responsable de implantacion del
Sistema de Calidad Externo de las maternidades, para la informacion y
seguimiento de este tipo de incidencias. En las sesiones de formacion
periddica se contemplan estos pardmetros. La continuidad en esta practica
beneficiara la calidad de las muestras.

Como los estdndares nacionales e internacionales recomiendan que
las unidades de SCU deben criopreservarse en un maximo 48 horas tras su
extraccion en las maternidades autorizadas. Un retraso en su
almacenamiento influiria en la calidad final de la unidad (Estandares CAT,
Netcord, 2006).

Es importante iniciar medidas capaces de corregir o al menos
minimizar, los tiempos de demora. A proposito de esta afirmacion, no debe
llamar a error los datos recogidos en las tablas 12 y 13 de resultados y que
muestran como las unidades desechadas presentaron con respecto a las
muestras aceptadas, valores menores y estadisticamente significativos tanto
de las distancias medias de los hospitales al banco (134,9 km vs. 146 km,
aproximadamente 11 km menos) (tabla 12) como del tiempo medio de
procesado, desde la recogida hasta la crioconservacion (24,2 h vs. 27,2 h,
aproximadamente 3,12 h menos) (tabla 13). Esta diferencia de tiempo se
atribuye a la mayor proporcion de muestras desechadas en Andalucia
respecto a Castilla-La Mancha, cuyas provincias todas se encuentran mas
lejanas, y a que, una vez excluida la muestra, finaliz6 la contabilizacion del
tiempo, mientras que en las muestras finalmente aceptadas se produjo el
procesado completo y finalizo6 el tiempo en la criopreservacion.

En cualquier caso, més adelante se retomara la importancia de los
tiempos de pre-procesado, transporte y procesado final y se analizard la
influencia de cada uno de estos tiempos en la viabilidad y calidad de las
muestras, lo cual, a diferencia de los datos obtenidos del tiempo total desde
la extraccion hasta la criopreservacion, permitira un analisis mas detallado
de la influencia de este parametro en la calidad de las muestras de SCU.
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Hay que anadir que segun los acuerdos vigentes, el transporte de las
unidades de SCU, es un tema que compete, al hospital de origen, siendo
variable el medio elegido para su envio hasta el Banco. En este momento
hay establecido sistemas de mensajeria, ambulancias, empresas de
transporte sanitario y taxis.

Esta diversidad de mecanismos de envio influye con toda seguridad
de forma negativa en los tiempos de transporte, a pesar de tener
establecidas las condiciones de idoneidad de las células, entre el Banco y
los transportistas.

Dado que hay estudios que demuestran que tanto las condiciones
como el tiempo de pre-almacenamiento condicionan la calidad, viabilidad y
la cuantificacion de las células CD34+ (Szolomicka-Kurzawa P., 2001), al
menos se deberia intentar solucionar los errores en las variables que se
puedan. Por ello, se sugiere la posibilidad de centralizar este transporte
mediante una Unica empresa y de optimizar el protocolo de transporte
mediante la creacion de un sistema permanente de recogida en los
hospitales de mayor volumen de donaciones y el desarrollo de un plan de
transporte que incluya las vias mas rapidas de transporte para asi optimizar
los tiempos y reducir el gasto invertido en el mismo.

Otro punto de gran importancia porque supone un gasto de recursos
humanos y econdémicos carente de utilidad es el elevado volumen de
muestras rechazadas. En el presente estudio, desde enero a agosto del 2009
se desecharon un 62,5% de las unidades extraidas de los diferentes centros
autorizados. Este porcentaje ha sido y es variable en el BSCU de Andalucia
y en otros centros en funcion de la celularidad minima aceptable por cada
banco para el procesamiento de las unidades. En el BSCU de Andalucia
hasta finales de 2008 el indice de rechazo fue del 40%, con un nivel
minimo de CNT iniciales de 8 x 10%, en este momento el indice medio del
presente estudio corresponde a un nivel de aceptacion de CNT de 10 x 10°.
De igual forma, encontramos porcentajes de rechazo variables en los
distintos bancos segiin la bibliografia, porcentajes no superiores al del
BSCU de Andalucia, alrededor de un 50% (Wu JY., et al., 2006); (Solves
P., et al., 2008) .La correlacion teorica de unidades desechadas midiendo el
umbral de aceptacion inicial es de 14% para CNT iniciales de 5 x 108, de
un 45% para CNT de 9 x 108 y de un 62% para CNT de 12,5 (Querol S., et
al., 2009) y asi se podria presuponer el calculo de rechazos segin el nivel
de CNT estimado para la admisioén de unidades en el Banco.
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No obstante, se debe fomentar la disminucién de unidades
desechadas insistiendo en otros parametros relacionados con la destreza del
personal obstétrico y el perfil de la gestante.

La causa mas frecuente, un 72,4% de rechazo fue la baja celularidad
(< 10 x10° CNT), seguida del bajo volumen (< 80 ml) con un 8,5% (figura
4 a 6 de resultados).

Los criterios recomendados y establecidos que indican la celularidad
y el volumen que deben tener las unidades para ser criopreservadas son
muy rigurosos y estan muy bien establecidos para lograr unidades idoneas
para un trasplante de progenitores hematopoyéticos (Barker JN, et al., 2002)
por lo que siempre deberian cumplirse hasta que la evidencia cientifica
indique que se deben modificar y en el sentido en el que deben ser
modificados. Aunque el rango de celularidad minima aceptable ha sido
cambiante desde que los bancos de cordon comenzaron a funcionar por las
razones ya explicadas anteriormente. La celularidad, dentro de los limites
establecidos, no es una cifra totalmente homogénea en todos los BSCU,
dado que depende del nivel de variabilidad antigénica HLA y de los
recursos de que dispone cada banco. En nuestro pais esta cifra es
determinada por el Plan Nacional de Cordon (sujeto actualmente a revision)
que ha establecido que la celularidad de las muestras esta establecido en un
minimo de 10 x10® CNT, y todos los bancos acreditado por el CCA
(Comité Conjunto de Acreditacion) deben cumplirla.

En Andalucia, las provincias que tienen como primera causa de
rechazo la baja celularidad y como segundo el volumen insuficiente son:
Almeria, Cadiz, Huelva, Mdlaga y Sevilla. El resto de provincias tuvieron
como causa principal de exclusion la baja celularidad y como segunda la
presencia de coagulos en la bolsa de recogida. En el caso de Castilla-La
Mancha, Albacete presentd también ésta, como causa principal de rechazo
y como segunda la falta de trazabilidad, mientras que en el resto de
provincias manchegas la segunda causa de rechazo fue la presencia de
coagulos. Insistir en la trazabilidad, con la correcta identificacion de los
componentes de la donacion y prevenir la existencia de coagulos, mediante
la agitacion de la bolsa durante el proceso de donacidn, son mejoras que el
BSCU debe implantar.

El porcentaje de muestras desechadas por comunidades autébnomas es
mayor en Andalucia con una media de 68,3% frente al 54,7% de Castilla-
La Mancha, un 13,6% mas. La provincia en la que se excluyd un mayor
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porcentaje de unidades fue Huelva con un 81,8% seguida de Albacete con
un 60,8%. Si nos referimos a la exclusion por hospitales superaron la media
por provincias los hospitales de La Inmaculada en Almeria, el hospital de
Huelva, en hospital de Andujar en Jaén, en hospital de Osuna en Sevilla, y
los hospitales de Almansa y de Villarrobledo en Albacete.

Dado que estd demostrado que tanto la celularidad como el volumen
de las muestras dependen de las condiciones de recogida y conservacion
(Omori A.,et al., 2010); (Yamada T., et al., 2000), y que en el primer caso,
la determinacion del volumen y del peso de las bolsas es fundamental. A
esto hay que afiadir que se observa en las muestras estudiadas la existencia
de correlaciones significativas directas entre el peso y el volumen (tablas
15-A y B de resultados) inicial de las bolsas de recogida y los recuentos
inicial y final de células nucleadas totales (inicial CNT y final CNT) y los
recuentos inicial y final de células mononucleadas (inicial CMT y final
CMT). Igualmente se observa que a mayor recuento inicial de células
nucleadas totales (inicial CNT) mayor recuento final de estas células (final
CNT) (coeficiente de Pearson de 0,916, p<0,001) y a mayor recuento
inicial de células mono-nucleadas (inicial CMT) mayor recuento final de
estas células (final CMT) (coeficiente de correlacion de Pearson de 0,851,
p<0,001) (tabla 15-C de resultados). A la luz de las referencias
bibliograficas estas correlaciones eran esperables, de forma que a mayor
volumen mayor celularidad y mayor contenido en progenitores
hematopoyéticos (Aroviita P., et al., 2003); (Sanz MA., 2004); (Sullivan
MI., et al., 2008), y como ya se indico en resultados, éstos corroboran lo
encontrado en la literatura y resaltan la importancia de la recogida de las
muestras.

Dado que el procedimiento de recogida esta perfectamente
estandarizado, tanto en todas sus fases como en el material a utilizar, en
relacion con este punto se debe resaltar de nuevo, la necesidad de informar
y de formar de forma especifica al personal de las maternidades autorizadas
para que realicen de forma correcta la recogida de las muestras.

Este proceso de formacion y preparacion es importante también en
relacion con otras causas de desecho recogidas en la muestra, que aunque
son menos numerosas, no por ello dejan de ser importantes porque en su
mayoria son facilmente previsibles, prevenibles y evitables.

En relacién con este punto, y dado que habitualmente se conocen los
datos de la historia de la paciente, 6 al menos estan recogidas en su historia
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0 se les puede preguntar directamente, y dado que habitualmente se
contacta con la paciente en las semanas previas al parto para explicar todo
el procedimiento a seguir hay algunas causas de desecho de las muestras
que causan una cierta sorpresa (tabla 6 y figura 6 de resultados). Entre ellas
mencionar quiza un desconocimiento de los requerimientos para realizar la
donacién y que suponen que inicialmente hayan sido consideradas
potenciales donantes mujeres menores de edad, con antecedentes en su
historia clinica, o con positividad de marcadores infecciosos tales como
virus de inmunodeficiencia humana (HIV), citomegalovirus (CMV),
Hepatitis (HCV), Hepatitis B (HbsAg), 6 incluso la enfermedad de
Creutzfeldt Jakob e indicar causas de desecho que suponen errores en el
tratamiento inicial de las unidades, bien por exceso de trabajo, bien por
falta de personal, bien por desconocimiento del protocolo, como la falta de
identificacion correcta de las unidades (nombre, DNI, fecha), Ila
congelacion de la muestra, enviar dos muestras, la contaminacién por no
cerrar ¢ por no sellar el envio.

Estas causas de rechazo de las muestras se pueden evitar formando y
entrenando al personal de las maternidades y recordando periédicamente
los procedimientos a seguir, como hacerlos y los errores mas frecuentes. Y
otra forma muy razonable de solucionar el problema, ¢ al menos de reducir
su incidencia, es hacer la preseleccion de las posibles donantes antes del
momento del parto, como de hecho estd recomendado, y que ademas es
facil en todas aquellas gestantes incorporadas a los programas de
preparacion al parto, programas habituales, tanto en los hospitales de
primero, segundo y tercer orden de nuestro pais, como, en general, en
muchos centros de atencién primaria. Esta preseleccion podria facilitar
ademas, al conocer la fecha probable de parto y la maternidad en la que
produciria, la recogida de las muestras y su transporte hasta el banco.
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2. ANALISIS COMPARATIVO DE LOS DATOS BASICOS DEL
TOTAL DE LA POBLACION ENROLADA CON RESPECTO A LA
POBLACION SELECCIONADA

De las 5400 unidades que se recepcionaron a la llegada al Banco
durante el periodo a estudio, fueron aceptadas para la criopreservacion
2024, de estas ultimas, se selecciond una muestra representativa de 502 (un
24,8%) para el presente trabajo, (de las cuales contamos con més de un
99% de informacion sobre las variables objeto de estudio en 499 casos, un
24,6% de las muestras aceptadas y un 99,4% del total de las muestras
seleccionadas). Dividimos por tanto la poblacién aceptada en dos grandes
grupos muestras aceptadas y no seleccionadas y muestras aceptadas y
seleccionadas.

Se realiz6 la seleccion en funcidon del volumen de extraccion de cada
Comunidad detectado en la muestra total, un nimero proporcional de casos
de cada Comunidad, provincia y hospital. De esta forma fueron
aleatoriamente seleccionadas, un 22,7% (460 unidades) de la unidades
aceptadas en Andalucia para criopreservacion y un 2,1 % (42 unidades) de
las muestras aceptadas en Castilla-La Mancha (un 91,6% y un 8,4%,
respectivamente, del total de la muestra seleccionada), para su andlisis en
profundidad.

Se ha efectuado este andlisis comparativo entre las muestras
seleccionadas y aceptadas, 502 unidades del SCU, frente a las aceptadas y
no seleccionadas, 1522 muestras de SCU (tablas 16 a 20 y figura 8 de
resultados), con objeto de determinar si los datos de la muestra
seleccionada para su andlisis en detalle podian extrapolarse al resto de las
muestras.

En Andalucia, casi la mitad de las muestras seleccionadas tuvo su
origen en la provincia de Malaga (7 maternidades) seguida de Cadiz y
Sevilla (4 maternidades cada una), Granada, Huelva y Jaén (2 maternidades
cada una de ellas) y Almeria y Cordoba (una maternidad cada una). Y en
Castilla-La Mancha, Albacete y Ciudad Real aportaron 3 maternidades
cada una y Guadalajara con un tnico hospital (tabla 17).

Se compararon: 1. las distancias; 2. los tiempos medios desde la
recoleccidon de la muestra hasta su criopreservacion (un diferencia de solo
1,98 h (tabla 19)); 3. el peso y volumen inicial medio de la muestras
(seleccionadas vs. no seleccionadas son ligeramente menores, 3 g y 2,98 ml
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respectivamente (136,18 g vs. 139,25¢g; y 102,32 ml vs. 105,3 ml) (tabla
20-A); 4. los parametros de recuento celular de control (ambas muestras
mostraron valores similares en los recuentos inicial, inicial y final de
células nucleadas totales (inicial y final de CNT) y en su porcentaje de
recuperacion, en los porcentajes inicial y final de células mononucleadas
(inicial y final de CMN) y en su porcentaje de recuperacion, y en el
recuento inicial y final de células mononucleadas (inicial y final de CMT)
(tabla 20-B). Y, como ya se indico en la seccion de resultados, dada la
escasa cuantia de las diferencias observadas entre ambas poblaciones,
seleccionada y no seleccionada de entre las muestras aceptadas, se
consider6 que los resultados obtenidos de la poblacion seleccionada podian
ser extrapolables a grupos con una N mayor de muestras aceptadas del
SCU por lo que proseguimos con la recogida de datos con mayor detalle y
el analisis de las muestras aceptadas-seleccionadas.
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3. ANALI’SIS DESCRIPTIVO DE LAS MUESTRAS DE LA
POBLACION SELECCIONADA.

En la muestra seleccionada, Andalucia aport6 el 92,2% y Castilla-
La Mancha el 7,8% de las donaciones (figura 9-A de resultados). En
Andalucia, la provincia que aportd el mayor nimero de donaciones fue
Malaga, seguida de Sevilla, Granada, Cadiz, Cordoba, Jaén, Almeria y
Huelva dentro de Andalucia. Y dentro de Castilla-La Mancha la provincia
que mayor numero de pacientes aportd fue Guadalajara, seguida de Ciudad
Real y Albacete (figura 9-B de resultados). Los hospitales con mayor
porcentaje de participacion en la muestra seleccionada fueron en
Andalucia, en Almeria el hospital de Poniente, en Cadiz el hospital de
Jerez, en Cordoba hospital Reina Sofia, en Granada destacaron por igual el
hospital Virgen de las Nieves y el San Cecilio, en Jaén los hospitales de
Linares y de Jaén, en Sevilla el hospital de Valme, y Malaga el Materno
Infantil Carlos Haya. Y en Castilla-La Mancha el hospital General de
Ciudad Real y los hospitales Universitarios de Guadalajara y Albacete
(tabla 22 de resultados).

Si bien existen criterios obstétricos aceptados para la aceptacion de
las donantes de SCU, existen diferencias locales a la hora de aceptar a las
donantes de SCU en cada Banco (Solves P., et al., 2007a). Por ello es
necesario revisar todos los parametros obstétricos recogidos en la literatura
que, sin ser excluyentes para la donacion, puedan incrementar o disminuir
la calidad y rentabilidad de las unidades de SCU.

Las gestantes que donaron las muestras de SCU presentaron una
edad media de 30,7 afios, la mayoria presentaba una gestacion previa, en la
gestacion en la que produjo la donacion la presentaron una media de edad
gestacional en el momento del parto de 39,8 semanas de embarazo (tabla
23 de resultados).

Como cabia esperar, la mayoria (92%) era de nacionalidad espaiola,
seguida de forma minoritaria, de las nacionalidades marroqui (2%), italiana
y rumana, ambas con un 0,8% (tabla 23-A de resultados). Es necesario,
dada la importancia creciente de la inmigracion en nuestro pais y sobre
todo en nuestra comunidad auténoma potenciar las donaciones de grupos
minoritarios para ascender en su representatividad en un 20% (PNC, 2008)
frente al 8% que presenta la muestra seleccionada (Querol S., et al., 2009).
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En relacion con las caracteristicas del parto en el que se produjo la
donacion, la duracion total media del parto fue de 6,9 horas y en un 71%
(casi las tres cuartas partes) se tratd6 de partos eutdcicos (tabla 23 de
resultados).

En relacion con las caracteristicas del neonato, la proporcion de
ambos géneros fue similar con un 52,8% de neonatos de sexo masculino y
un 47,2% de neonatos de sexo femenino. Los grupos sanguineos mas
frecuentes de los neonatos fueron en un 37,6% para el 0+ y en un 31,5% el
A+ (tabla 24 de resultados).

Aunque se realizaron extracciones de sangre de cordon umbilical
todos los dias de la semana, lunes, martes y miércoles presentaban las
proporciones mas elevadas y en torno al 22%. Por el contrario, viernes,
sabado y domingo las mas escasas (tabla 25-A y figura 10 de resultados).
Si bien en la literatura es muy raro que aparezcan estudios que justifiquen
estos datos, si que pueden justificarse por la organizacion laboral interna
bien de las maternidades, bien del banco de muestras de SCU andaluz y, de
hecho, pueden repercutir los tiempos desde la recoleccion a la
criopreservacion y en la calidad de las muestras, como se aprecia en la tabla
25-b de resultados. Al prolongarse los tiempos previos a la salida en la
maternidad de origen viernes (no significativo) y sdbados y domingos de
forma significativa. Y al acortarse el tiempo de procesado en el BSCU los
viernes, en principio se podria ver afectada la calidad y viabilidad de las
muestras. Si bien no se han observado resultados orientativos en el
contenido de células CD34+ y en la viabilidad. En el recuento final de las
células nucleadas totales se observd una tendencia a la disminucion de este
recuento coincidente con los dias en los que los tiempos previos a la salida
de la maternidad de origen fueron mas prolongados (viernes, sdbado y
domingo) (tabla 25-b de resultados).

El peso medio de las unidades de sangre de cordon umbilical fue de
136 g con un volumen medio de 102,2 mL (tabla 27 de resultados), dentro
de los valores recomendados.

La hemoconcentracion es el proceso por el que se consigue un
volumen disminuido de producto a criopreservar a expensas de
determinacion CD34+ presente en células nucleadas totales.
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En la muestra seleccionada del estudio, se observd una reduccion
significativa del recuento de hematies, y por tanto del hematocrito medio
tras la hemoconcentracion de 0,57 hematies x10%/mm’ y de un 8,13%,
respectivamente quedando el hematocrito medio tras hemoconcentracién en
un 28,33%. Se cuantificd también un incremento significativo post-
hemoconcentracion del recuento medio de plaquetas de 329,19 plaquetas
x10%*/mm’ y de leucocitos de 43,56 leucocitos x10°/mm’, en este caso, con
un incremento significativo de los linfocitos medios de 15 linfocitos
x10*/mm’, de los monocitos de 3,39 monocitos x10°’mm’ y de los
neutrofilos de 24,93 neutréfilos x10°/mm?, quedando los leucocitos medios
en 57,25x10°/mm’, los linfocitos en 19,64 x10*/mm’ y los monocitos en
4,69 x10°/mm’ (tabla 26 de resultados).

El recuento inicial medio de nucleadas totales fue de 13,6 x10°/mm’
y tras la hemoconcentracion se observo un significativo incremento del
recuento celular de células nucleadas totales que alcanzo la cifra media de
54,9 x 10*/mm’ (un 41,36 x 10°/mm’, esto supone que se incrementd en
mas de 3 veces). Las recuperaciones medias tanto de células nucleadas
totales como de mono-nucleadas alcanzaron un 87,1% en las primeras y un
89,1% en las segundas (tabla 27 de resultados).

Las CD34+ medias que se obtuvieron fueron de 31,14 x10’ pero con
una importante variabilidad y la viabilidad media del producto fue del 94%
(tabla 27 de resultados). Estos resultados medios son mejores comparado
con algunas publicaciones (Delia E., 2005).

Los tiempos medios de las sucesivas fases del procesado de las
unidades de SCU fueron, a) el tiempo medio desde la extraccion hasta la
salida del contenedor del hospital 13,1 h; b) el tiempo de transporte real
2,54 h (con una importante variabilidad, desde minutos a 18,4 h), ¢) el
tiempo medio desde la llegada al Banco de Sangre de Cordén hasta la
criopreservacion fue de 11,56 h, y d) el tiempo total de procesado desde la
extraccion de la muestra hasta la criopreservacion de la unidad fue de 27,28
h (también con una importante variabilidad, que abarco desde 3,9 a 48,3 h)
(tabla 28 de resultados).

Teniendo en cuenta que la recomendacion es que la unidad debe
estar almacenada en las 48 horas siguientes a la extraccion, estos tiempos
medios se encuentran dentro del margen recomendado, pero dada la gran
variabilidad es necesario realizar un importante esfuerzo para optimizar
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este tiempo dado que serd recompensado con una mayor viabilidad celular
de las muestras.

La variada tipificacion de HLA de las muestras de sangre de cordon
seleccionadas (con sélo 7 muestras con duplicidad antigénica) era esperable
dada la gran diversidad antigénica existente en el Sur de Espana. Este dato
conduce a ser cauto en la depuracion de los archivos de SCU. Si nos
guiamos solo por el nimero de CNT, podemos estar ante unidades de
especificidad antigénica escasa y no contar con ninguna mas compatible.
Por tanto la revision de los inventarios de SCU debe ser un proceso
meticuloso y multivariable y se debe estar muy seguro antes de desechar
una fuente de progenitores hematopoyéticos almacenada.
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4. ANALISIS DE LOS FACTORES MATERNOS QUE
CONDICIONAN LA CALIDAD DE LAS MUESTRAS DE SCU EN
LA POBLACION SELECCIONADA.

Uno de los objetivos fue determinar el papel de las variables
maternas que podrian influir en los pardmetros de calidad antes de la
criopreservacion de la unidad, y como intervendrian, para mejorarlos y
realizar futuros protocolos de actuacion.

Se han descrito diversos factores epidemioldgicos, obstétricos que
pueden influir en los diferentes pardmetros calidad de las muestras. El
papel de las variables relacionadas con la madre, el neonato, el embarazo,
han sido investigados y definidos en numerosos articulos de impacto
(Ballen KK., et al., 2001); (Nakagawa R., et al., 2004); (Solves P., et al.,
2008); (Redzko S., et al., 2005); (Mancinelli F., et al., 2006); (Solves P., et
al., 2007) pero existe gran controversia sobre la influencia de €stos en la
calidad final de la unidad y los resultados son muchas veces contradictorios
entre si y poco concluyentes (Donaldson C., et al., 1999); (Elchalal U., et
al., 2000); (Yamada T.,et al., 2000); (Surbeck DV et al., 2000); (Ballen
KK.,et al., 2001); (Solves P..et al., 2004).

Un aspecto de gran interés, es conocer qué factores obstétricos
influyen en la calidad de las unidades recogidas, para asi poder establecer
unos criterios que nos permitan seleccionar las donaciones y recoger las
unidades de SCU de mayor contenido en precursores hematopoyéticos.
Con ello, se consigue optimizar la recogida, disminuyendo el nimero de
unidades desechadas antes del almacenamiento, y por consiguiente la carga
de trabajo del personal de la maternidad autorizada, sin olvidar el trabajo
realizado también el BSCU de Andalucia por el personal técnico con la
valoracion inicial de las mismas.

A pesar que en los ultimos estudios publicados inciden en la
importancia del contenido de células CD34+ para el prendimiento del
trasplante (Wagner JE., et al., 2002), (Terakura S., et al., 2007) en la
actualidad la seleccion inicial de las unidades se realiza atendiendo al
umbral minimo de CNT definido por cada BSCU, por debajo del cual las
unidades se rechazarian sin procesar y no por los diferentes parametros
obstétricos. Como la viabilidad y el contaje de CD34+ son empleadas como
medida de calidad de la unidad y son incluidos en el tratamiento de rutina
de las muestras (Fasouliotis SJ., et al., 2000); (Koenigbauer UF., et al.,
2002); (Solves P., et al., 2007) se analizaran los factores maternos (en

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de 217
Sangre de Cordéon Umbilical
Laura Ponce Verdugo



Discusion

nuestro estudio, edad de la madre, semanas de gestacion, primiparidad-
multiparidad, tipo de parto y su duracion, y sexo del neonato) capaces de
condicionar estos dos parametros.

1. En relacion con la edad de la gestante, si bien no se ha
observado correlaciones entre los parametros celulares de control de
calidad de las muestras de sangre de cordon umbilical y la edad de las
donantes (tabla 30), ni tampoco diferencias significativas al considerar las
diferencias entre los datos obtenidos de las donantes en funcion de los
intervalos de edad habitualmente utilizados en patologia obstétrica, <
25anos, entre 26-35 afos, y > 35afos, indicar que se aprecian ligeros
incrementos del nimero de células CD34+, de los recuentos final e inicial
de Células Nucleadas Totales (CNT), del recuento inicial de Cé¢lulas
Mononucleadas Totales (CMT), del porcentaje de recuperacion de Células
Mononucleadas (CMN), y del volumen y por tanto del peso de la bolsa
(tabla 31 de resultados), presentando las mujeres mayores de 35 afios,
valores medios superiores en el namero de células CD34+ (32,7 x10°), en
los recuentos de Células Nucleadas Totales (CNT) iniciales (14,1 x10%) y
finales (12,4 x10% y de sus recuperaciones (87,7%), y en el peso (139
gramos) y el volumen (105 mililitros) de la bolsa.

Igualmente al comparar las gestantes de menos de 35 afios con las de
edad igual o superior a 35 afos observamos que las mujeres de mayor edad
presentaban un porcentaje de viabilidad 4,5% mayor que las mujeres de
menor edad (61% vs. 56,5%). Y que esta diferencia se incrementa al
comparar las gestantes de menos de 40 afios con las de edad igual o
superior a 40 afios, en las que este segundo grupo presentaba un porcentaje
de viabilidad 17,8% mayor que las mujeres menores de 40 afios (75% vs.
57,2%) (tabla 32 de resultados). Si bien estas diferencias no alcanzaron la
significacion estadistica, parece que la mayor edad de la gestante se
relaciona con la mayor proporcion de muestras con una viabilidad igual o
superior al 95%.

2. En relacion con la edad gestacional, se observa la existencia de
una correlacion significativa inversa entre las semanas de gestacion y el
contaje del células CD34+ y la viabilidad de las muestras, esto es a menor
numero de semanas de gestacion (recordemos que solo fueron aceptadas las
gestaciones con mas de 34 semanas) mayor recuento de células CD34+ y
mayor viabilidad (tabla 30), aunque sus bajos coeficientes de Pearson (-

0,141 y -0,096, respectivamente) nos indicaban una relevancia clinica
dudosa (tabla 30 de resultados).
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Algunos autores han demostrado que la SCU procedente de partos
post-término tiene mayor contenido de células nucleadas totales (CNT),
pero menor cantidad de CD34+ (Donaldson C., et al., 1999) dato que
coincide con los resultados del presente estudio. Esto se ha hipotetizado
que podria ser debido a la rdpida disminucién de progenitores de la
circulacion que normalmente ocurre en los primeros dias de vida (Pafumi
C., etal., 2002). Aunque existen pocos estudios en la literatura que analicen
la influencia de la prematuridad en el contenido de progenitores
hematopoyéticos de las unidades de SCU (Yamada T., et al., 2000), los
estandares internacionales elaborados por la organizacion Netcord para los
bancos de cordon (Li K., et al., 1999), establecen como principal criterio
obstétrico que las donaciones de SCU deben recogerse de gestaciones de al
menos 34 semanas.

En relacion con esta caracteristica y con los parametros de control
del recuento celular y de la viabilidad de las muestras de SCU, so6lo se
observd una escasisima, aunque significativa, diferencia en el recuento de
células inicial que fue menor (-0,71 mill/ml) en las multiparas con respecto
a las primiparas pero que carecidé de relevancia en los recuentos inicial y
final de las diferentes fracciones celulares. Igualmente, tanto la media de
células CD34+ como el porcentaje medio de viabilidad, y el volumen y
peso de la bolsa fueron ligeramente superiores y no significativo en
multiparas que en primiparas (tabla 33).

3. En relacion con la primiparidad o multiparidad de las
donantes, se aprecid que si bien las multiparas mostraban un significativo
mayor porcentaje de muestras de SCU con una viabilidad igual o superior
al 95% (63,1% vs. 52,7%, una diferencia de un 10,4% respecto a las
primiparas) (tabla 34 de resultados), 0,836 veces mas posibilidades de que
la viabilidad de las muestras de sangre de cordon fuera mayor del 95%
aunque con una importante variabilidad (OR de 0,836 con intervalo de
confianza al 95% de 0,717-0,974, tabla 34 de resultados), no presentaban
diferencias significativas respecto a las primiparas en el resto de
pardmetros de control celular. Si bien la mayoria de las diferencias
encontradas entre multi y primiparas no fueron significativas y tampoco se
presentaron correlaciones entre estos parametros, parece que la
multiparidad se podria relacionar con una mayor proporcion de muestras
con mayor viabilidad (igual o superior al 95%).
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Los datos hallados en este trabajo predoctoral, se oponen a los
presentados por otros autores (Omori A., et al., 2010) que muestran como
las primiparas con parto vaginal eutdcico presentan un mayor numero de
células CD34+ a expensas de un mayor recuento de células monucleares.
Se considera por tanto que la primiparidad 6 multiparidad podrian
condicionar la calidad de la celularidad de las muestras de SCU, pero que
este pardmetro debe contemplarse junto al tipo y duracion del parto para
poder obtener conclusiones fiables.

La existencia o no y el nimero de abortos, no mostrd influencia
ninguna en los parametros de control del recuento celular y de la viabilidad
de las muestras de SCU.

4. En relacion con el tipo de parto, la muestra del presente estudio,
se componia de un 74,8% de partos eutdcicos, como cabia esperar, y el
resto (un 25,2%) instrumental 6 cesarea. Al realizar el andlisis de los
parametros de calidad en funcion de los partos eutdcicos, instrumentales y
cesareas no se observd diferencias estadisticamente significativas.

Pero al comparar los partos eutocicos respecto a no eutdcicos
(instrumental+cesareas) tanto el recuento celular inicial como final fue
significativamente mayor (p<0,05) en los partos no eutdcicos alcanzando
valores medios de 14,14 mill/mL y 57,49 mill/mL, respectivamente. Y no
se presentaron diferencias estadisticamente significativas en relacion con el
resto de parametros de control celular, aunque se aprecié que los partos no
eutdcicos mostraban valores medios de CD34+ ligeramente superiores y
similares 32,3 x10° en cesareas y 32,9 x10° en instrumentales. Al relacionar
el tipo de parto en el que produjo la donacion con los intervalos de
cuantificacion de células CD34+ habitualmente utilizados en las
dosificaciones para diferentes tipos de patologias (<10 x10°, 10-49,9 x10°,
> 50 x10°), se observd en relacion con el intervalo mas utilizado de
cuantificacion de células CD34+ de las unidades de SCU, esto es entre 10-
49,9 x10°, que los partos eutocicos presentaban un porcentaje
significativamente mayor de muestras de SCU con una viabilidad igual o
superior al 95% (77,7% vs. 70,2%, una diferencia de un 7,5%) respecto a
los partos no eutocicos (tabla 40 de resultados). Diferencia que se podia
atribuir a los datos procedentes de las cesareas. Pero no nos fue posible
establecer una relacion clara entre el tipo de parto y la calidad de las
muestras de SCU.
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Se analizaron los diferentes parametros de calidad de las muestras de
SCU en funcidon del tipo de parto de la gestante, el parto no eutdcico
supone un factor de estrés para el neonato, lo que se ha demostrado que
aumenta la CNT y CD34+ de las unidades recogidas en estas circunstancias
(Lim FT., et al., 2000) hecho que no coincide en el primer caso con los
resultados del estudio, pero que si se observa, aunque sin alcanzar las
significacion estadistica en el caso de cuantificacion de células CD34+
(tabla 37 de resultados). Existen muy pocos estudios que analicen
especificamente la influencia de los factores de estrés durante el parto en la
calidad de las unidades de SCU recogidas (Lim FT., et al., 2000); (Ballen
KK., et al., 2001) estos trabajos indican que los parametros obstétricos que
suponen un estrés neonatal durante el parto, aumentan significativamente el
contenido en precursores hematopoyéticos CD34+ de la SCU en respuesta
al estrés. Pero otros estudios difieren de estos resultados e indican que el
contenido en precursores hematopoyéticos CD34+ y CFU no se modifica
en funcion del tipo de parto (Surbek DV., et al., 1998), o bien indican lo
contrario, que el parto vaginal eutocico presenta una mayor celularidad
CD34+ (Omori A., et al., 2010). En las cesareas se ha descrito que se
obtiene un mayor volumen y celularidad (CNT) en las unidades de SCU
(Surbek DV, et al., 1998); (Elchalal U., et al., 2000); (Mancinelli F., et al.,
2006) hecho que se han observado en los datos del estudio también, aunque
sin observar diferencias significativas respecto a los partos eutdcicos (tabla
37 de resultados). Los partos instrumentados (vacuo, forceps, kiwi)
también suponen un factor de estrés afiadido y permiten recoger unidades
de SCU con mayor volumen y celularidad. Estos autores concluyeron que
las unidades procedentes de partos vaginales poseen mayor concentracion
de leucocitos e idéntico contenido en progenitores hematopoyéticos
CD34+, hecho que no coincide con los resultados de este trabajo.

El mecanismo por el que todos estos factores de estrés producen un
aumento de progenitores hematopoyéticos en las unidades de SCU
recogidas, puede ser debido a que el estrés facilitaria la movilizacién de
dichos progenitores desde el tejido hematopoyético al torrente sanguineo.
Aunque otros autores sugieren que la mayor celularidad y mayor cantidad
de CD34+ observados en las unidades de SCU obtenidas de las cesareas se
deben al mayor volumen de las bolsas obtenido en este tipo de partos
(Yamada T., et al., 2000). Basandose en los datos del estudio, se puede
concluir que el tipo de parto puede condicionar la calidad de las unidades
de SCU, que las donaciones procedentes de partos con caracteristicas de
estrés pueden ser aceptables para el banco y se podria promover la recogida
de unidades con partos no eutodcicos programados.
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5. En relacion con la duracion del parto, se observa la existencia
de una correlacion significativa directa entre la duracion total del parto y
los recuentos inicial y final de células nucleadas totales (CNT) de las
muestras, esto es a mayor duracion del parto, mas produccion de
progenitores hematopoyéticos y mayor calidad de la recogida al mostrar
mayores recuentos inicial y final de las células nucleadas totales (CNT) de
las muestras de SCU, aunque sus bajos coeficientes de Pearson (0,109 y
0,110, respectivamente) reducian su relevancia clinica (tabla 30 de
resultados).

La media de células CD34+ en funcion de la duracion del parto
(menos de 5 horas, entre 5-10 horas, mas de 10 horas), alcanz6 su mayor
valor (35,47 x10°) en los partos con una duracién de mas de 10 horas. Se
observa también que los recuentos inicial (14,2 mill/mL) y final (59,45
mill/mL) celulares y los valores medios de CNT iniciales (14,38 x 10%),
finales (12,72 x 10%) eran significativamente mayores (p<0,05) en los
partos de mas de 10 horas (tabla 41 de resultados).

La duracion del parto > a 10 horas respecto a la inferior a 10 horas
condiciond un significativo mayor cantidad de células CD34+ (4,8 x10°), y
un incremento significativo de los recuentos medios inicial (0,73 mill/ml) y
sobre todo final (5,47 mill/ml), del recuento final de las Células Nucleadas
Totales (CNT) (0,75 x10%), y del porcentaje de recuperacion de las Células
Mononucleadas (CMN) (2,67%), sin que se observaran modificaciones ni
en el volumen ni en el peso de las bolsas, ni en la viabilidad de los
productos (tabla 42 de resultados). Parece por tanto que la mayor duracidén
del parto (tiempos superiores a 10 horas) facilita el mayor numero de
células CD34+ y el incremento de los recuentos medios final, final de las
Células Nucleadas Totales (CNT) y del porcentaje de recuperacion de las
Células Mononucleadas (CMN).

6. Al considerar el sexo de los neonatos, como posible factor de
influencia en los parametros de control de la calidad y recuento celular de
las muestras SCU en nuestro trabajo, el sexo femenino de los neonatos
coincidié con una significativa cantidad menor de las células CD34+ (5,49
x10%), y con una reduccién significativa de la recuperacion de Células
Nucleadas Totales (CNT) (un 1,14%), y de los porcentajes inicial y final de
Células Mononucleadas Totales (CMT) (un 1,93% y un 1,58%,
respectivamente). Sin que se observaran modificaciones ni en el volumen
ni en el peso de las bolsas, ni en la viabilidad de los productos (tabla 43 de
resultados). Se observd también que el intervalo de células CD34+ entre
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10-49,9 x10° de las unidades de SCU aparecia con significativa menor
frecuencia en los neonatos de sexo masculino (71,3% vs. 80,6% en los
neonatos de género mujer, tabla 44 de resultados).

La influencia del sexo del RN en la calidad de las unidades de SCU
es un tema controvertido. La mayoria de estudios publicados no encuentran
relacion significativa entre ambos. En lo que a nuestro conocimiento
alcanza, s6lo en un estudio (Aroviita P., et al., 2003) concluye que mientras
las donaciones procedentes de neonatos varones contienen mayor cantidad
de precursores hematopoyéticos CD34+, las donaciones procedentes de RN
mujeres contienen mayor cantidad de CNT a costa de un mayor porcentaje
de neutréfilos. Los resultados del estudio, apoyan parcialmente estos datos,
puesto que muestran que las donaciones procedentes de neonatos varones
contienen una mayor cantidad de progenitores hematopoyéticos CD34+,
pero, a diferencia de los datos de Aroviita, las donaciones procedentes de
neonatos varones contienen también una mayor cantidad de Células
Nucleadas Totales (CNT), que las donaciones procedentes de recién
nacidos mujeres. Que el neonato fuera de sexo masculino suponia la
existencia de una mayor posibilidad, 0,493 veces mas que siendo de sexo
femenino, de presentar las células CD34+ en proporcion mayor de 50x10°
pero con una variabilidad muy amplia (OR de 0,493 con intervalo de
confianza al 95% de 0,2977-0,818) (tabla 45 de resultados).

Afadir a esta afirmacion que se carece de datos sobre el peso del
neonato y el peso de la placenta ambos relacionados de forma positiva con

el mayor volumen y celularidad obtenidos en las unidades (Aufderhaar U.,
et al., 2003); (Mancinelli F., et al., 2006).

En relacion con los factores dependientes de la gestante que
condicionaron la mayor viabilidad y/o mayor celularidad CD34+ se pueden
indicar que son: la edad de la gestante superior a 35 afios, la multiparidad,
los partos no eutocicos, la duracion prolongada mayor de 10 horas y el
género masculino del neonato.
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5. ANALISIS DE LOS FACTORES DE TRANSPORTE QUE
CONDICIONAN LA CALIDAD DE LAS MUESTRAS DE SCU EN
LA POBLACION SELECCIONADA.

Otro aspecto de gran interés y objetivo de este estudio es determinar
como el tiempo desde la extraccion a la criopreservacion puede influir en la
calidad y viabilidad de las muestras de SCU.

Los pardmetros que habitualmente se consideran determinantes para
la calidad de las unidades de sangre de cordon umbilical son las células
nucleadas totales (CNT), células mono-nucleadas totales (CMT), volumen,
las células CD34+, la viabilidad de la muestra y las Unidades Formadoras
de Colonias. Estas variables marcan cuantitativa y funcionalmente la
calidad de un trasplante (Aroviita P., et al., 2003); (Sullivan ML., et al.,
2008). Estos parametros se correlacionan significativamente entre si, de
manera que a mayor volumen mayor celularidad y mayor contenido en
progenitores hematopoyéticos CD34+ y CFU (Sanz MA., 2004).

Las CNT es una medida indirecta del contenido de precursores
hematopoyéticos de una unidad de SCU, puesto que solo una parte de las
CNT corresponde a los precursores hematopoyéticos. Las células
precursoras hematopoyéticas, que son las verdaderamente responsables de
la restauracion de la hematopoyesis en pacientes que han sido sometidos a
quimioterapia mieloablativa, se cuantifican mediante la presencia del
antigeno CD34+, mientras que su funcionalidad se determina in vitro
mediante la cuantificacion de unidades formadoras de colonias (CFU). Por
ello, no es de extranar que estos parametros que caracterizan la SCU, sean
los que muestran una mejor correlacion entre si (Aroviita P., et al., 2003).
Sin embargo, hasta la fecha actual y debido al escaso contenido en
progenitores hematopoyéticos CD34+, la CNT es el parametro que se
considera para valorar la idoneidad de una unidad para su procesamiento.
Aunque los primeros analisis de los resultados de pacientes trasplantados
con sangre de cordon establecieron que la CNT requerida para obtener el
prendimiento hematopoyético en mas del 80% de pacientes era de 3,7 x
10"/kg de peso (Gluckman E., et al., 1989), actualmente esta cifra ha
descendido hasta 1,5-2 x 10"/Kg (Aroviita P., et al., 2005). Segun
indicaciones del Grupo Espafol de Trasplante Hematopoyético (GETH) en
su protocolo de trasplante de SCU de donante no emparentado (TSCU-
DNE), para pacientes con neoplasias hematologicas con un determinado
acondicionamiento, recomienda las CNT totales en 150 x 107, lo que
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supondria para un paciente de 70 Kg una cifra de >2 x 10 /Kg de peso.
(PTSCU GETH., 2009)

Si bien el valor de CD34+, es un valor predictivo en relacion al éxito
de prendimiento, tiene la limitacion de no ser una técnica estandarizada por
todos los bancos de cordon y quizés ante un valor absoluto idéntico de estas
células, puede ser informado con cifras distintas dependiendo del banco de
origen. No obstante, es un valor de gran interés a la hora de la eleccion de
una unidad siendo la cifra recomendable para trasplante de >70 x 10 °
células CD34+ totales, lo que supondria para un paciente de 70 Kg una
cifra de 1 x 10 */Kg de peso. (PTSCU GETH 2009).

Actualmente en el marco nacional, los diferentes centros
trasplantadores basan su decision en la eleccion de una unidad de SCU
segun dicho protocolo.A este respecto el PNC recomienda el nimero de
células CD34+/kg peso receptor a la criopreservacion debe ser superior a
0,6 x 10° y en relacion a las CNT superior a 2 x 10’

Establecer unas guias, actualizables de forma periddica, con los
centros transplantadotes darian luz para el establecimiento de estas cifras
basadas en la evidencia cientifica.

En otros grupos internacionales que se dedican al trasplante de
progenitores hematopoyé€ticos estas cifras coinciden con pequeiias
oscilaciones (Brunstein CG., et al., 2007).

Algunos autores muestran la existencia de una correlacion negativa
entre el nimero de células CD34+ y el tiempo transcurrido desde la
extraccion hasta la criopreservacion (Nakagawa R., et al., 2004) y otros han
confirmado cémo el retraso en el almacenamiento influye en el porcentaje
de unidades formadoras de colonias (Shlebak AA., et al., 1999).

Se analizaron los datos obtenidos en este estudio a nivel de la
viabilidad (los mas claros), cuantificacion de células CD34+ y resto de
recuentos celulares.

1. Los datos obtenidos en el estudio, corroboran los aparecidos en la
literatura mostrando que cuanto mas se prolonga el tiempo de la extraccion
hasta la criopreservacion mas disminuye la viabilidad de la muestra.
Concretamente un retraso de mas de 36,6 h esta asociado a menor
viabilidad de las unidades.
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El tiempo en horas desde la extraccion hasta la llegada al Banco o
desde la extraccidbn a la criopreservacion mostrd6 una relacion
estadisticamente significativa en funcion de la distancia en kilometros hasta
la llegada al Banco con una correlacion de Pearson de 0,76 en el primero y
0,35 en la segunda, como cabia esperar (tabla 46-B de resultados). Y la
viabilidad de las unidades fue el unico parametro en relacion con el cual se
observd que disminuia siguiendo una correlacion estadisticamente
significativa con los tiempos desde la extraccion a la salida del contenedor,
tiempo real de transporte, tiempo de procesado en el Banco y tiempo total
desde la extraccion al almacenamiento (tabla 46-C de resultados).

Al fraccionar los tiempos en los intervalos habitualmente utilizados
para los estudios de supervivencia celular (células in vitro, in vivo y
cultivos celulares) (<12h, 12,1-24h, 24,1-48h y >48h) el 61,2% de las
muestras de SCU presentaron un tiempo total desde la extraccion hasta la
crioconservacion mayor de 24,1 horas, un 58,4% entre 24,1 y 48 h y un
2,8% > de 48 h (figura 17-A). El 61,2% de las muestras de SCU que
presentaron un tiempo total desde la extraccion hasta la crioconservacion
mayor de 24,1 horas, un 22,5% se encontré entre 24,1 y 30 h, un 15,6% se
encontrd entre 30,1 y 36 h, un 19,8% se encontr6 entre 36,1 y 40 h, y un
3,3% > de 48 h (figura 17-B).

En el presente estudio se ha detectado también una reduccion del
contenido de las células CD34+ y de la viabilidad de las muestras de SCU
conforme se incrementa el tiempo total desde la extraccion a la
criopreservacion.

En el caso de la reduccion de la viabilidad, la inflexion de tiempo a
partir de la cual se produce de forma significativa la reduccion de la
viabilidad (93,22%) es 24,1 a 48 h de tiempo total desde la extraccion a la
criopreservacion (tabla 47-A y figura 18-A de resultados). La reduccion fue
mayor (reduccion de la viabilidad hasta un 93,07%) a partir de las 30,1-36
h de tiempo total desde la extraccidon a la criopreservacion (tabla 47-B y
figura 18-B de resultados).

En relacion con las 3 fracciones de tiempo que suman tiempo total
desde la extraccion a la criopreservacion, esto es tiempo desde la extraccion
hasta la salida de la maternidad de origen, tiempo de transporte real y
tiempo de procesado y criopreservacion en el BSCU, se observaba que la
reduccion de la viabilidad de las muestras ocurria de forma progresiva
conforme se incrementaba el tiempo de pre-procesado en la maternidad de
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origen (tablas 48 de resultados). Que fue muy clara y significativa al
prolongarse el tiempo de transporte real, en el que la inflexion de tiempo de
transporte real a partir de la cual se produce de forma significativa la
reduccion de la viabilidad (88,93%) son las 12,1 h (tabla 49 y figura 19-B
de resultados). Y que prosiguidé de forma no tan continuada pero si
significativa al prolongarse el tiempo de procesado y criopreservacion en el
BSCU, en el que la inflexién de tiempo de transporte a partir de la cual se
produjo de forma significativa la reduccion de la viabilidad (92,68%) fue 6
h y se acentu6 a partir de la 24 h de tiempo de procesado y criopreservacion
en el BSCU (tabla 51y figura 19-D de resultados).

El porcentaje de viabilidad superior al 95% de las muestras de SCU
se redujo significativamente de forma progresiva a partir de las 12,1-24 h
(68% de viabilidad) puede reducirse a cifras cercanas a la mitad a partir de
las 24,1 a 48 h (48,5% de viabilidad), siendo el punto de inflexion critico el
intervalo de 18,1 a 24 h (65,3% de viabilidad) y el punto en el que la
viabilidad superior al 95% queda reducida a la mitad el intervalo de 30,1-
36 horas (41,8%) (tabla 53 de resultados).

2. Con respecto a la reduccion del contenido de las células CD34+,
los resultados fueron menos claros y la inflexion de tiempo a partir de la
cual se produce de forma significativa la reduccion de células CD34+
(23,53 x10°) es 30,1-36 h de tiempo total desde la extraccion a la
criopreservacion (tabla 47-B y figura 18-B de resultados).

Analizando la evolucién de la reduccion a lo largo de los diferentes
tiempos, pre-procesado, transporte real y llegada al banco y finalizacion del
procesado, si bien se redujo de forma progresiva conforme se incrementaba
el tiempo desde la extraccidon hasta la salida de la maternidad de origen, y
posteriormente en el transporte real las diferencias observadas fueron
minimas y no significativas (tablas 48 y 49 de resultados, respectivamente)
y no ocurrié de forma continua aunque mostro la tendencia a ser menor a
partir de las 6-12 h de tiempo de procesado y criopreservacion en el BSCU
(tabla 51 de resultados). La reduccion de células CD34+, ocurri6 a partir de
tiempos de pre-procesado+transporte real superiores a 12,1 h (figura 19-C
de resultados) y de tiempos de procesado en el BSCU superiores a 6,1 h
(figura 19-D de resultados).
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En relacién con el resto de los parametros de recuento celular, y
especialmente con el recuento de las Células Nucleadas Totales (CNT),
aunque parece que se produce una reduccion de los recuentos de las
diferentes fracciones celulares conforme se incrementa el escalamiento
temporal, pero esta reduccién no ocurrido en ninguno de los tiempos de
forma continua y progresiva y las diferencias entre los diferentes intervalos
de tiempo fueron minimas (tablas 47 a 51 de resultados).

Finalmente, y posiblemente por el tamafio de la muestra
seleccionada, en analisis de regresion logistica de la poblacion seleccionada
so0lo mostré como factores de riesgo significativos de reduccion del % de
viabilidad de las muestras la prolongacion de los tiempos desde la
extraccion hasta la salida de la maternidad origen y desde la llegada de la
unidad al BSCU hasta la criopreservacion y no pudo relacionar la
modificacion del contenido de células CD34+ ni las modificaciones del
recuento de las Células Nucleadas Totales (CNT) con factor de riesgo
alguno (tabla 55 de resultados).

En este estudio se ha observado que la mayor viabilidad de las
muestras se consiguio con tiempos de preprocesado, transporte y procesado
inferiores a 12 horas.

Los datos del trabajo coinciden con otros autores en los valores
relacionados con la viabilidad de las muestras, si bien estos autores rara vez
diferencian los distintos tiempos que se pueden considerar desde la
extraccion hasta la criopreservacion. Pero a diferencia de ellos, en el
presente estudio no se ha conseguido demostrar la reduccion de las células
CD34+ en relacion con la prolongacion del tiempo de preparacion y
transporte de las muestras, probablemente porque en el mismo se ha
considerado el contenido de CD34+ general y no se ha diferenciado en las
diferentes fracciones celulares (Yang H., et al., 2010); (Solomon M., et al.,
2010).

El retraso en la preparacion, transporte y procesado puede reducir la
calidad de las muestras aceptadas para la criopreservacion, disminuyendo
su viabilidad. Por lo tanto, deberiamos intentar con todos los medios
posibles, identificar las principales causas de retraso, corregirlas y reducir
este tiempo lo mas posible.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Una vez analizados los datos y discutidos consideramos varias las
limitaciones principales de este estudio:

El relativamente pequefio tamafio muestral de la poblacion
seleccionada y de la poblacion inicialmente enrolada que s6lo supone un
seguimiento de 8 meses y que con un seguimiento de varios afios sera
suplido en la continuacion de este estudio.

La segunda, es la falta de datos importantes para el desarrollo del
estudio en algunas de las historias.

La tercera, la imprecision en la recogida de algunos de los tiempos
por parte de algunos de los profesionales de la salud implicados.

La cuarta que careciamos de datos sobre el peso fetal y placentario
que optimiza la CNT de las unidades de SCU.

El no haber realizado el test de unidades formadoras de colonias por
el alto coste que supone para el Banco, no siendo un control de calidad de
rutina para muestras procesadas, s6lo para unidades enviadas para
trasplante.
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VI. CONCLUSIONES

Del analisis pormenorizado de los resultados se han obtenido las
siguientes conclusiones:

Se observa la existencia de factores tanto dependientes de la gestante
como de los procesos de gestion de las muestras relacionados con los
medios de transporte que incrementaron la calidad de las muestras de
sangre de cordén umbilical:

1. Fueron factores dependientes de la gestante que condicionaron la
mayor viabilidad y/o mayor proporcion de células CD34+, la edad de
la donante mayor de 35 afios, la multiparidad, el parto no eutocico, la
duracién del parto prolongada por encima de 10 horas y el género
masculino en el neonato.

2. La mayor viabilidad de las muestras se consiguidé con tiempos de
preprocesado, transporte y procesado inferiores a 12 horas. Aunque
dadas las dificultades de conseguir tiempos inferiores a éste, en la
mayoria de las circunstancias se recomienda, a la luz de los
resultados obtenidos en este trabajo, rebajar el intervalo méximo
prefijado para aceptar las muestras de 48 horas a 24 horas.

3. Aunque no entraba dentro de los objetivos de nuestro trabajo se
concluye también en la necesidad de potenciar las medidas
educacionales de divulgacion de los protocolos de actuacion en las
diferentes fases de la recogida y procesado de las muestras de sangre
de cordon umbilical para evitar la importante proporcion de muestras
que deben ser desechadas y el gasto sanitario y pérdida de recursos
que ello conlleva y para lograr mayor rentabilidad y eficacia
econdmica. A su vez insistir y promocionar a colectivos étnicos
minoritarios con frecuencia antigénica escasa en el Banco.
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Anexos

ANEXO 1

Centro Regional de Transfusion
/ \ Banco Sectorial de Tejidos. Malaga
/ \ Banco de Sangre de Cordon Umbilical. Andalucia
A Servicio Andaluz de Salud
JUTA O ATDRLCR Consejeria de Salud

DONACION VOLUNTARIA DE SANGRE DE CORDON
UMBILICAL: )
INFORME DE EXTRACCION

Fecha del parto

Hora

Dia

DNI

JEdad ,JFecha de nacimiento

Con domicilio en

En la calle

Codigo Postal

Provincia y

Teléfono Fijo

Movil

RECOGIDA DE DATOS (Cumplimentar por personal de partos)

Identificacion (pegar etiqueta codigo de barras). Nombre apellidos y

firma de la matrona:

Bolsa de extraccion: Marca comercial

Numero de Lote

Hospital:

Caducidad

e N°de embarazos previos:
e N°semanas de gestacion:

e Sexo del R.N.:

Etnia

e Duracion del parto:

e Tipo de parto:

Eutocico Distocico:Cesarea Instrumental
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e Incidencia relevante durante el embarazo

e Resultados de las pruebas analiticas
realizadas
e Incidencias y/o reacciones
adversas
e Accion a tomar y tratamiento si
procede
e Ha padecido (marcar en caso positivo):
Fiebre materna de mas de 38° C
Rotura de membrana mas de 12 horas
RPBF (riesgo de pérdida de bienestar fetal)
Meconio en liquido amniético
Incompatibilidad fetomaterna

Remitir esta hoja cumplimentada al Banco de
Cordon, junto con el resto de elementos de la
donacion.
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EVALUACION MEDICO SOCIAL DE LA DONANTE DE SANGRE DE CORDON
UMBILICAL

Lea detenidamente este cuestionario, conteste y si SI NO
tiene alguna duda pregunte al responsable medico

¢Es mayor de edad?

¢Se considera con plena capacidad de obrar y goza de
buena salud?
¢Tiene antecedentes de alguna enfermedad de origen
desconocido?iCuales?
¢Padece alguna enfermedad del sistema auto inmune:
lupus eritematoso, artritis reumatoide...etc.)? En caso
afirmativo diga cual
¢Ha padecido o padece en este momento algun tipo de
cancer? En caso afirmativo diga cual.
¢Ha padecido o padece alguna de estas enfermedades:
hepatitis, sifilis, sida, HTLVI/II, Chagas, Creutfeldt-Jacob
(vacas locas) u otra de tipo infeccioso que recuerde?
{Tiene usted, el padre de su hijo o alguien de las dos
familias, alguna enfermedad hereditaria u otra que
considera importante?En caso afirmativo diga cual
¢Ha tomado o se ha expuesto a alguna sustancia toxica
como cianuro, plomo, mercurio, oro...etc.?
¢Ha recibido tratamiento con hormona de crecimiento de
origen humano antes del afio 19862
¢Pertenece a algun grupo de riesgo: drogas, relaciones con
mas de una pareja...etc.?
¢En los ultimos cuatro meses ha recibido acupuntura, se ha
realizado tatuajes o pendientes?
¢Ha vivido en el Reino Unido entre los afios 1980 y 1996
por un periodo acumulativo superior a 12 meses?
éLe han puesto sangre alguna vez?

En caso afirmativo, indique:

¢Donde?

¢Cuando?
¢Ha sido trasplantada de algin dérgano o tejido?
¢El embarazo ha sido consecuencia de donacién de évulos o
esperma?
¢Es su pais de origen Espafia?

En caso contrario, indique, su pais de origen

El de su pareja
El de los abuelos

¢Ha realizado en los Ultimos seis meses algun viaje?

En caso afirmativo, indique é¢Donde?
¢Ha tenido algun proceso febril en el mismo viaje o a su
vuelta?
¢Se ha vacunado en los ultimos tres meses?
En caso afirmativo, indique cual
¢Esta tomando alguna medicaciéon? Indique cual |

La donante tiene una exploracion fisica normal sin signos que contraindiquen la donacién
de scu.
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ANEXO 2
Centro Regi.onal de»Tvam?usnbn
7\ S g e oo O Consentimiento Informado donacion voluntaria de sangre
Servicio Andaluz de Salud e oMo
IR T ATRLCR Consejeria de Salud de cordon umbilical
Nombre de la institucion
Procedimiento:
Servicio/Unidad: Historia Clinica:
Médico: CNP:
Paciente: NUSS

Este documento tiene como finalidad dejar constancia de que
usted, o quien le represente, ha otorgado su consentimiento a la
aplicacion del procedimiento arriba mencionado y, por tanto, nos
autoriza a intervenir en los términos acordados previamente. Antes
de firmar este documento, usted debe haber sido informado de forma
verbal y por escrito sobre el procedimiento que le aplicaran.

CONSENTIMIENTO

Manifiesto que estoy conforme con el procedimiento que me
han propuesto, y que he recibido y comprendido satisfactoriamente
toda la informacion sobre mi derecho a retirar mi consentimiento en
el momento en que lo considere oportuno, sin obligacidon de justificar
mi voluntad y sin que de ellos derive ninguna consecuencia adversa
para mi.

También manifiesto que se me ha informado sobre mi derecho
a solicitar mas informacién complementaria en caso de que lo
necesite y a que no se me practique ningun procedimiento adicional,
salvo aquellos de los que he sido informado, para el que doy mi
aprobacion, salvo que sea estrictamente necesario para salvar mi vida
o0 para evitar algiin dafio irreparable para mi salud.
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RIESGOS MAS IMPORTANTES POR LAS CIRCUNSTANCIAS DEL PACIENTE

Firma del paciente Firma del representante del | Firma del médico que
paciente informa
Fecha DNI CNP
Fecha Fecha
REPRESENTACION POR: REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO
voluntad del paciente Nombre
minoria de edad del paciente DNI
incapacidad del paciente Fecha

CONDICIONES DE LA INFORMACION

Informacidén suficiente sobre las caracteristicas de su enfermedad
y la necesidad de aplicar este procedimiento

Explicacion breve y sencilla de la finalidad del procedimiento, en
qué consiste y como se llevara a efecto.

Informacion sobre qué centro se llevara a cabo el procedimiento.

Descripcion de las consecuencias seguras del procedimiento y que
deban considerarse de importancia.

Descripcion de los riesgos tipicos del procedimiento, es decir,
aquellos que cabe esperar que ocurran conforme a la experiencia
y estado actual de la ciencia. También aquellos otros que, siendo
infrecuentes pero no excepcionales, pueden ser determinantes
para la salud.

Descripcion de los riesgos relacionados con las circunstancias
personales del paciente, ya sea por su edad, padecimiento de otras
enfermedades, creencias, valores y actitudes, o cualquier otra
circunstancia que modifique los riesgos generales del
procedimiento.

Molestias probables del procedimiento y sus consecuencias
transitorias.
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e Curso previsible de la enfermedad en el supuesto de no aplicarse
la intervencion indicada, y qué otros procedimientos alternativos
existen.

e En el caso que pudiera necesitar sangre ajena o derivados de la
misma, explicaciones sobre los riesgos propios de su
administracion.

e Informacién sobre la posible aplicacion de otros procedimientos
complementarios al indicado por su médico, ante una situacion
imprevista.

e Informacidn sobre cualquier otra cuestion planteada por usted.

e Posibilidad que se le oferte ser intervenido en otro centro distinto.

NOTA: Este documento no es valido si no va acompafnado del
documento de INFORMACION CLINICA ESPECIFICA.
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DOCUMENTO DE INFORMACION CLINICA ESPECIFICA PARA LA
DONACION VOLUNTARIA DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL

La donacién de sangre del cordon umbilical obtenida tras el
parto, es un proceso inocuo tanto para el hijo como para la madre.
Una vez nacido el bebé y separado de la madre mediante la seccion
del cordén umbilical, se canaliza un vaso sanguineo a través de una
aguja conectada a una bolsa de recoleccion, que por gravedad se
llena del resto sanguineo que queda en la placenta, hasta que esta se
desprenda.

Esta sangre es rica en células madre, de igual forma que la
médula 6sea, y la sangre periférica tras estimulacion con farmacos.

Con la donacion de sangre de cordon se podra realizar un
trasplante similar al de médula 6sea para cualquier enfermo que lo
necesite. Una vez establecidas las condiciones de idoneidad de la
unidad es analizada y validada pasando la informacién a un registro
internacional, disponible para ser elegida por los equipos de
trasplante.

Se realizara a la madre una entrevista donde se recogeran los
antecedentes médico sociales de la donante y su familia. Si la unidad

es elegida para un trasplante se revisard de nuevo a la madre y al
bebe.

La informacion referente a la madre y al nifio o nifia sera
tratada de forma confidencial y codificada de forma que queden
protegidas sus identidades. La madre, deberd informar al banco de
corddn si cambia de direccion o teléfono.

Se extraerd una muestra de sangre materna para la realizacion
de los analisis exigibles (HIV-SIDA, hepatitis B y hepatitis C, sifilis,
Toxoplasmosis y Citomegalovirus) el dia del parto, y opcionalmente
después; asi como un examen clinico al bebé en el momento del
nacimiento y opcionalmente mas adelante por su pediatra.
Igualmente, andlisis a la sangre del cordén y se guardaran muestras
suyas y de cordon para posteriores. Cualquier resultado patologico

hallado en los estudios realizados le sera necesariamente comunicado.

Asi mismo, la madre debera informar al banco de corddén de
cualquier anomalia detectada posteriormente por su médico de
familia o pediatra, sobre su salud y la de su hijo o hija.
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Este consentimiento no obliga a la maternidad a recoger la
sangre del cordon umbilical si se considera que las circunstancias no
son las idoneas y no recibird compensacion econdémica ni de ningun
otro tipo por la donacion. Conserva la posibilidad de renunciar a este
consentimiento hasta el nacimiento.

En caso de no ser utilizada la sangre para trasplante, podra
serlo para investigacion en otras alternativas terapéuticas, control de
calidad, o estudios de validacion, siendo posible desecharla si no
cumple los requisitos técnicos minimos.

El Banco de Cordén Publico de Andalucia, tiene derecho a
contactar con la madre en cualquier momento

Finalmente en cumplimiento de la Ley de Proteccion de Datos
de Caracter Personal (Ley Organica 15/1999 de 13 de diciembre)
ponemos en su conocimiento que la informacién obtenida en la
asistencia sanitaria a su persona ha sido incorporada para su
tratamiento a un fichero automatizado. Asi mismo se le informa que
la recogida y tratamiento de dichos datos tienen como finalidad, el
estudio epidemioldgico, cientifico y docente, respetando en todo
momento su anonimato. Si lo desea, puede ejercitar los derechos de
acceso, rectificacion, cancelacion y oposicion, previstos por la ley.
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ANEXO 3

Centro Regional de Transfusion
Banco Sectorial de Tejidos. Malaga
Banco de Sangre de Cordon Umbilical. Andalucia
Servicio Andaluz de Salud

JUNTR DE RDALUCR Consejeria de Salud

Procedimiento

BANCO DE SANGRE DE CORDON: NORMAS PARA LA RECOGIDA DE PROGENITORES
HEMATOPOYETICOS DE SANGRE DE CORDON UMBILICAL PARA DONACION
VOLUNTARIA AL BANCO PUBLICO DE ANDALUCIA

Codigo Revisado Aprobado
BTC-P-01
Edicion Fecha emision
6 28 julio 2008
Fdo: Hernandez Lamas M.C. Fdo:Vidales Mancha Isabel

Teléfono de 24 horas: 951 03 41 08
(tlf. corporativo: 93 41 08)

1.0.- Objetivo

Establecer la coordinacion y normas de trabajo entre el Banco de Cordén
Umbilical de Andalucia y los equipos extractores de unidades de sangre de
corddn umbilical de los hospitales autorizados.

2.0.- Material facilitado por el Banco a los hospitales (Anexo I)

Bolsa de recogida de SCU estéril y apirégena en doble envase.
Especificaciones de la bolsa por parte del fabricante

Un envase para el fragmento de cordon umbilical.

Tubos para recogida de muestras de sangre materna.

Grapas.

Juego de etiquetas de codigos de barras.

Una etiqueta parcial para la bolsa de recogida de sangre.
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Codigo Edicion Titulo del procedimiento

BTC-P-01 6 NORMAS PARA LA RECOGIDA DE S.C.U.

3.0.- Procedimiento

3.1.- Antes del parto

3.1.1.- Consentimiento informado de donacion

La gestante que lo solicite, serd informada, bien en el Centro de Salud o
bien por el ginecologo o la matrona en la misma zona de partos, respecto
del procedimiento de donacidon de sangre de corddén umbilical y se le
facilitara el consentimiento informado para su firma. La informacion nunca
sera dada en el momento del parto.

El consentimiento informado debera cumplir la normativa Rsc 223/2002
(17-12). Se adjunta el consentimiento informado junto con la informacion
clinica especifica para donacion voluntaria (Anexo II).

No se puede extraer ningun cordon sin el consentimiento
cumplimentado y firmado por la donante.

Ademas de los destinos preceptivos del consentimiento informado (uno
para la donante y otro para la historia clinica), otro ejemplar se remitira al
Banco de Cordon.

A la madre donante, el personal sanitario formado le realizara una
detallada historia de antecedentes personales y familiares, mediante la
evaluacion médico social de la misma, los datos obtenidos quedaran
registrados en el formulario BTC-F-01B. Como procedimiento de
referencia podrd utilizar el BTG-P-02. De esta forma se previene la
posibilidad de transmision de enfermedades transmisibles de origen
infeccioso, tumoral o hereditario, protegiendo en todo momento la
seguridad y confidencialidad de la madre y el recién nacido.

El personal sanitario formado realizard una exploracion fisica de la
madre advirtiendo la presencia de signos objetivos (alteraciones en la piel,
signos de pinchazos etc.) que contraindiquen la donacion de SCU.
Igualmente quedaran reflejados en el mismo cuestionario. Este formulario
estara firmado por el personal sanitario que lo cumplimente.
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Codigo Edicion Titulo del procedimiento

BTC-P-01 6 NORMAS PARA LA RECOGIDA DE S.C.U.

3.1.2.- Requisitos para la donacion de sangre de cordon
Mujer mayor de edad con embarazo controlado y sin antecedentes de
enfermedades transmisibles.

3.1.3.- Causas de exclusion

a) Absolutas:

Gestacion inferior a 34 semanas.

Fiebre materna superior a 38° C.(siempre que sea mantenida y
secundaria a un proceso infeccioso).

Aloinmunizacion fetomaterna.

Anemia materna severa.

Enfermedades infecciosas transmisibles.

b) Relativas:

Rotura de membranas mas de 12 horas antes del parto.
Meconio en el liquido amniotico.

Riesgo de pérdida de bienestar fetal (RPBF).

3.1.4.-Garantia de Trazabilidad
Para garantizar la trazabilidad de la donacion, se identificaran todos los
componentes segun el punto 3.2.3 antes de la extraccion.

3.1.5.- Se extraeran las siguientes muestras de sangre de la madre

-Tres tubos de sangre anticoagulada EDTA de 10 ml, para estudio
serologico.

-Un tubo de ACD con 6 ml, para determinacion de HLA y grupo
sanguineo.

La extraccion se hara en la fase de dilatacion, aprovechando la toma de

la via.
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Codigo Edicion Titulo del procedimiento
BTC-P-01 6 NORMAS PARA LA RECOGIDA DE S.C.U.
3.2.- Parto

3.2.1.- Recogida de la sangre para el Banco Publico Andalucia

Se realizard inmediatamente después del parto, pinzando doblemente el
cordon umbilical a 5-7 cm del ombligo. Se utiliza la bolsa de recogida
suministrada, cuyo tubular se bafia con el propio anticoagulante sin abrir el
sistema. Una vez separado el nifio de la madre y antes de la expulsion de la
placenta, se desinfecta el cordon umbilical, con solucion de alcohol y/o
povidona yodada y se canaliza uno de sus vasos (preferentemente una de
las venas umbilicales), dejando caer la sangre por gravedad. Se mueve la
bolsa para evitar la formacién de codgulos (Anexo IV).

Recoger toda la sangre que se pueda, no separando nunca la bolsa
mientras persista el flujo de sangre. Si se colapsa el vaso sanguineo se
puede pinchar por una zona mads arriba. Si se obtura la aguja por un
coagulo, se puede usar la otra aguja, confirmando el cierre de la primera.
Las bolsas de peso inferior a 100 gramos no son validas para
procesamiento, por lo que no se deben transportar al Banco de Cordon (el
peso se refiere al conjunto de la sangre extraida + el anticoagulante + la
bolsa).

Los partos por cesarea no contraindican la donaciéon de sangre de
cordon, si bien esta maniobra no debe dificultar el desarrollo del parto,
siendo lo primero la seguridad del nifio y de la madre.

En los partos multiples se esperard el nacimiento, clampado y
separacion de todos los recién nacidos antes de comenzar el proceso de
recoleccidon de sangre de cordon.

Una vez terminado el flujo, se separa la aguja, cerrando el protector y se
anade el contenido de la bolsa supletoria de anticoagulante, arrodillando
bien el sistema para evitar la formacién de coagulos. Realizar tres sellados
con las grapas y cortar y desechar los tubulares y agujas.

La bolsa que protege a la bolsa de recogida acompafiard en todo
momento el proceso de donacién. No se separara de la primera en ningin
momento.
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Codigo Edicion Titulo del procedimiento

BTC-P-01 6 NORMAS PARA LA RECOGIDA DE S.C.U.

3.2.2.- Envase para la recogida de un fragmento de cordon

Una vez terminado el proceso de recogida de la sangre, sea con la
placenta todavia dentro o después del alumbramiento, se seccionara un
fragmento de cordon umbilical de aproximadamente 2 cm de longitud,
que se depositara en el envase suministrado para tal finalidad. Este tejido
servird para constituir una DNA-teca fetal para estudios posteriores de
tipaje HLA.

3.2.3.- Etiquetas adhesivas

a) Juego de etiquetas de codigo de barras.
Para garantizar la trazabilidad de todos los componentes de la
donacion, se identificaran con ellas antes de la extraccion:

e La bolsa primaria de recogida debajo de la bolsa de proteccion y en
la etiqueta que trae puesta de origen de la casa comercial.
e La etiqueta parcial (entregada por el Banco) destinada a la bolsa de
recogida de SCU.
e Todos los tubos de muestras de sangre materna (colocarlas
verticalmente).
e FEl envase que contiene el fragmento de cordon umbilical.
e (Consentimiento Informado.
e Formulario de extraccion BTC-F-01B
b) Una etiqueta parcial (entregada por el Banco) para adherir a la
bolsa de proteccion de recogida de SCU.
Sobre esta etiqueta, a su vez, se adhieren otras 2 etiquetas:
e Una con el codigo de barras (como se dijo en el punto anterior).
e Una etiqueta del hospital con los datos identificativos de la
donante.
c) Dos etiquetas del hospital con los datos identificativos de la
donante, que se colocan:
e Una en la bolsa de recogida de SCU (como se dijo en el punto
anterior).
e Consentimiento Informado (en su primera pagina).
Esta etiqueta hospitalaria no es necesario adjuntarla en el
Consentimiento Informado si se cumplimenta en todo su contenido el
Consentimiento Informado.
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Codigo Edicion Titulo del procedimiento

BTC-P-01 6 NORMAS PARA LA RECOGIDA DE S.C.U.

3.3.- Almacenamiento

Todo el material correspondiente a una donacidén se introduce en la
bolsa inicial (de plastico flexible) facilitada con el equipo. Esta bolsa
permanecera en frigorifico a 4° C hasta el traslado al contenedor isotérmico
de transporte.

La SCU extraida puede permanecer como maximo tres horas en la sala
de partos a temperatura ambiente.

3.4.- Custodia de documentacion y registros

Un ejemplar del Consentimiento Informado se archivard en la historia
clinica de la madre, otro se le dara a la madre y otro se enviard al Banco de
Cordon junto con el contenedor isotérmico de transporte y los restantes
elementos de la donacion.

También se remitird al Banco de Cordon el formulario BTC-F-01B que
abarca dos documentos:

Informe de Extraccion (Cara anterior)

Evaluacion medico social de la donante de SCU. (Cara posterior)

En cada maternidad debe existir un registro de las unidades donadas con
el nombre y apellidos de la madre.

Las reacciones adversas o cualquier incidencia importante que pudieran
darse seran documentadas e informadas al Banco de Cordon (teléfono de
24 horas: 951 034 108).

La secuencia del proceso total se muestra en el Anexo V.

4.- Personas responsables

Ginecologo del hospital extractor.

Matrona del hospital extractor

Residente de matrona.

Enfermeria area partos

Auxiliar de enfermeria del hospital extractor.
Responsable médico del Banco de Cordon.

Técnico especialista de laboratorio del Banco de Cordon
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Codigo

Edicion

Titulo del procedimiento

BTC-P-01

6 NORMAS PARA LA RECOGIDA DE S.C.U.

5.- Documentacion complementaria

e Anexo [ (Material para la recogida de la sangre, facilitado por el Banco
a los hospitales).
e Anexo II (Consentimiento informado més informacidn clinica especifica
para donacién voluntaria)
e BTC-F-01B: Informe de extraccion mas evaluacion médico social de la
donante:
Anexo IV (Esquema de la recogida de la SCU).
Anexo V (Secuencia del proceso de donacion de SCU).

Anexo VI (Optimizacién ex-utero del proceso de recogida de SCU)
Anexo VII (Optimizacidn intra-utero del proceso de recogida de SCU)

6.- Lista de distribucion

Depositario Firma del Depositario| Nombre del Depositario
Direccion
Calidad
Banco de Tejidos
Coordinacion Autonomica de
Trasplantes
CONTROL DE REVISIONES Y MODIFICACIONES
FECHA | REV. REVISION/MODIFICACION REVISADO | APROB
ADO
- Anexo VI (Optimizacion exuterodel proceso
26/01/09 de recogida de scu)
Anexo VII (Optimizacion intra-utero del
proceso de recogida de scu)
"SE HA CAMBIADO EL LOGOTIPO EN
TODA LA DOCUMENTACION"
Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de 270

Sangre de Cordéon Umbilical
Laura Ponce Verdugo




Anexos

ANEXO 4

Servicio Andaluz de Salud
JUNA DE RDRLICR Consejeria de Salud

Centro Regional de Transfusion
Banco Sectorial de Tejidos. Malaga
Banco de Sangre de Corddn Umbilical, Andalucia

Registro de transporte

Hospital:

EMPAQUETADO Fecha Hora Persona que lo realiza | N° unidades de
(introduccion de las SCU
unidades de SCU en el Codigo de
contenedor de transporte) barras n°
SALIDA DEL Fecha Hora Nombre del transportista
CONTENEDOR

DEL HOSPITAL

LLEGADA DEL Fecha Hora Nombre Técnico E. de Laboratorio
CONTENEDOR AL

BANCO

Se verifica que cada unidad de SCU (bolsa) se acompafia de tubos maternos, fragmento
de cordon y documentacion (CONSENTIMIENTO INFORMADO +HOJA DE

EVALUACION)
Control de temperatura, s6lo cuando el Banco lo indique
(a cumplimentar por el Banco)

Firma TEL

INCIAENCIAS === = m e oo e

Formuario: BTC-F-10A
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ANEXO 5

Centro Regional de Transfusion
Banco Sectorial de Tejidos. Malaga
Banco de Sangre de Cordon Umbilical. Andalucia
Servicio Andaluz de Salud

JUNA DE RTDRLICR Consejeria de Salud

Procedimiento
De
Recepcion de unidades de sangre de cordon umbilical de todos los
hospitales autorizados para el Banco de cordon Publico de

Andalucia
Codigo Revisado Aprobado
BTC-P-11
Edicion Fecha emision
1 8 Junio 2006
Fdo: Herndndez Lamas | Fdo: Vidales Mancha

1.0.-OBJETO:
Realizar una correcta recepcion de las unidades de sangre de cordon
umbilical, que llegan de los distintos hospitales autorizados de Andalucia.

DESARROLLO DEL PROCEDIMIENTO
Comienza
Con la llegada de las unidades de SCU.

Finaliza
Con el deposito de las bolsas (SCU) y las muestras (materna y fetal) en su
lugar correspondiente antes de su procesamiento.

Comprende

El BSCU ha enviado a cada hospital una nevera isotérmica para el traslado
de las unidades de SCU desde el hospital donde se produce la donacion.

El trasporte corre a cuenta del hospital extractor y este decidira el método
mas idoneo para su envio.

Las unidades de SCU una vez en el BSCU las recepcionara el TEL del
BSCU, en turno de manana. Los demas turnos, las unidades de scu seran
recepcionadas por el TEL de distribucion del CRTS.
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Codigo Edicion Titulo del procedimiento

BTC-P-11 1

Recepcion de unidades de sangre de cordon
umbilical de todos los hospitales autorizados
para el Banco de Sangre de Cordon Umbilical
(BSCU). Andalucia

Cuando llegue la nevera se verifica:

La integridad fisica exterior de la misma.

El hospital de procedencia.

El formulario de trasporte BTC-F-10A cumplimentado, por el
personal del hospital y por el transportista.

Una vez abierta:

Las unidades de cordén deben venir dentro de una bolsa global de
plastico transparente cerrada con una pinza de plastico rojo:

Quitar la pinza y comprobar el nimero de unidades enviadas y la
colocacion de las mismas: deben venir intercaladas con placas de
mantenimiento de frio refrigeradas nunca congeladas y dispuestas de
derecha a izquierda, nunca de arriba a abajo.

En el fondo de la bolsa vendrd un absorbente por la posibilidad de
perdida de fluido.

Se sacan las unidades de cordon. El absorbente, la bolsa global y las
petacas se devuelven dentro de la nevera.

Cerrar la nevera.

Cumplimentar el formulario BTC-F-10A la parte correspondiente al
TEL y anotar en el mismo alguna incidencia si se produce. Devolver
fotocopia al transportista.

Enviar equipos de extraccion de sangre de corddon en cada envio a
demanda.

Colocar las bolsas individuales con todos los contenidos de la
donacion en la parte inferior de la nevera de crio ABT-34. (4+-2°C)
Se consideran validados los envios segiin procedimiento BTC-P-10 y
que respetan el siguiente margen horario
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Codigo Edicion Titulo del procedimiento

Recepcion de unidades de sangre de cordon
umbilical de todos los hospitales autorizados
para el Banco de Sangre de Cordon Umbilical
(BSCU). Andalucia

BTC-P-11 1

Taxi o ambulancia

Provincia Horas transcurridas hasta el banco
Sevilla 3 horas

Cordoba 4

Granada 3

Jaen 4

Huelva 4

Almeria 4

Cadiz 4

Ronda 3

Costa del Sol 2

Antequera 1,50

Axarquia 1,50

Malaga Y-2 horas (clinico)

Castilla La Mancha Mensajeria: nunca superior a 12 horas

Se contempla la posibilidad por indicacion del director médico del BSCU,
de realizar un control de temperatura de llegada, mediante el siguiente
procedimiento:

Abrir la nevera

Abrir la bolsa de proteccion

Tomar la temperatura de las unidades con la pistola Laser

Registrar en el formulario BTC-F-10B (ANEXO 6)

DOCUMENTACION COMPLEMENTARIA
Anexo I-Listado de las unidades obstétricas de los hospitales autorizados
para la donacion de SCU.
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Codigo Edicion Titulo del procedimiento
Recepcion de unidades de sangre de cordon
BTC-P-11 1 umbilical de todos los hospitales autorizados
para el Banco de Sangre de Cordon Umbilical
(BSCU). Andalucia
LISTA DE DISTRIBUCION
e e Firma del ee e
Depositario Depositari Nombre del Depositario
epositario
Direccion
A. Calidad
A. Banco de Tejidos
Distribucion
CONTROL DE REVISIONES Y MODIFICACIONES
FECHA | REV REVISION/MODIFICACION REVISAD. | APROBAD
8.06.07 Dra.Garcia H.Lamas V.Mancha
8/06/08 H.Lamas V.Mancha
-2 horas (clinico)
15.11.08
"SE HA CAMBIADO EL LOGOTIPO EN H.Lamas V.Mancha
TODA LA DOCUMENTACION"
20.01.09
Se cambia el CRTS por BSCU H.Lamas V.Mancha
15.06.09 Abrir la nevera
Abrir la bolsa de proteccion
Tomar la temperatura de Ilas
unidades con la pistola Laser
Registrar en el formulario BTC-F-
10B
H.Lamas V.Mancha
Castilla la Mancha
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ANEXO 6
ot o Wy CONTROL TEMPORAL DE
o TEMPERATURA DE LAS UNIDADES
Consejeria de Salud DE SCU A LA RECEPCION

MOMENTO: A LA LLEGADA DE LAS UNIDADES.
COMO MEDIRLA: EN EL INTERIOR DE LA NEVERA DE TRASPORTE

AMBITO DE APLICACION: TODOS LOS HOSPITALES

HOSPITAL FECHA HORA TEMPERATURA | TEL
BTC-F-10B
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ANEXO 7

Centro Regional de Transfusion
Banco Sectorial de Tejidos. Malaga
Banco de Sangre de Cordon Umbilical. Andalucia
Servicio Andaluz de Salud

JUNA DE RTDRLICR Consejeria de Salud

) Procedimiento de )
RECUENTO DE CELULAS HEMATOPOYETICAS CD34+ EN
SANGRE DE CORDON UMBILICAL

Codigo Revisado Aprobado
CC-P-25
Edicion Fecha edicion
3 02.11.07
Gracia Maria Garcia Gémar Isabel Vidales Mancha
OBJETIVO

La medicion de las células CD34+ es un analisis que debe constar en
el registro de las unidades de sangre de cordon umbilical
criopreservadas en el Banco de Sangre de Cordon Umbilical de
Andalucia. El objetivo de este procedimiento es utilizar la citometria
de flujo en la deteccidon y cuantificacion de dichas células en las
unidades de sangre de cordon.

RESPONSABILIDADES

e TEL del 4rea de Control de Calidad
e Facultativo responsable de Citometria de flujo
e Facultativo responsable de Control de Calidad

REFERENCIAS

¢ Guide to the preparation, use and quality assurance of blood
components. 10" edition. Council of Europe. January 2004.

e Stem-Kit™. Izasa.

e Citometro de flujo EPICS® XL-MCL. Beckman Coulter.
Izasa.

e Real Decreto 1088/2005 de 16 de septiembre de 2005

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de 277
Sangre de Cordén Umbilical
Laura Ponce Verdugo




Anexos

Codigo | Edicion Titulo del procedimiento
RECUENTO DE CELULAS
BTC-P-25 3 HEMATOPOYETI(,?AS CD34+ EN
SANGRE DE CORDON UMBILICAL

A. REACTIVOS NECESARIOS

A.1. REACTIVOS DEL Stem-Kit.

CD45-FITC/CD34-PE [Clones J33 / 581, clase. III]

Control isoclonico: CD45-FITC/CD34-PE [Clones J33 / 581, clase I1I]
+CD34 en exceso.

Stem-Count" Fluorospheres.

7-AAD (marcador de viabilidad).

Solucidn de lisis de cloruro amoénico 10x.

A.2. Otros materiales

Flow-Set™ Fluorospheres.

Stem-Trol Control Cells.

[Otest CD4/CDS.

Vortex.

Tubos de polipropileno de 12 x 75 mm.

Pipetas automaticas, preferentemente de doble enrase.
e Citometro de flujo (COULTER EPICS® XL/MCL™)

B. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

e Antes de empezar, es recomendable agitar con el vortex las
fluorosferas Stem-Count unos 10 segundos, y dejarlas reposar
unos 30 minutos (el tiempo de preparacion de las muestras). En el
momento de usarlas, agitar el vial por inversion
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Codigo | Edicion Titulo del procedimiento
RECUENTO DE CELULAS
BTC-P-25 3 HEMATOPOYETIQAS CD34+ EN
SANGRE DE CORDON UMBILICAL

Tubo Test-1

Tubo Test-2

Tubo
Control

CDA45-FITC / CD34-PE

20 uL

20 uL

CD45-FITC / Isoclonic-PE

20 Ml

7-AAD (medicion viables)

20 uL

20 uL

20 Ml

Muestra

100 puL.

100 puL.

100 pL

- AGITAR con el vortex
- INCUBAR 20 min (a temp. Ambiente y a oscuras)

osea:

oscuras

(méximo lh)

Sangre periférica /Sangre de cordén / Médula

- Afadir 2 mL de solucion de lisis 1x
- Agitar inmediatamente con el vortex
- Incubar 10min a temp. Ambiente y a

- Guardar a 4°C y a oscuras hasta el analisis

Stem-Count

100puL

100puL

100Ml1

Agitar

ADQUIRIR EN EL CITOMETRO
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Codigo | Edicion Titulo del procedimiento
crep RECUENTO DE CELULAS
5 5 i 3 HEMATOPOYETI(’?AS CD34+ EN
SANGRE DE CORDON UMBILICAL

e Preparar diariamente la cantidad necesaria de la solucién de lisis
1x: diluir 1/10 con agua destilada.

e Al terminar, descartar la solucidon sobrante.

e Para la valoracion de células CD34+ respecto a células viables, se
debe anadir a los tubos el reactivo 7-AAD.

e Las muestras deben procesarse antes de 24 horas desde su
obtencion. Proceden de las unidades de sangre de cordon que se
trabajan en el Area de Tejidos.

e La concentracion recomendada de leucocitos en la muestra debe
ser inferior a 30 x10” /L. En caso de la concentracion sea muy
superior, las muestras pueden diluirse en HBSS o en PBS.

e (Cadauna de ellas se preparard por duplicado para confirmar el
recuento de células CD34+ e incorporara su propio tubo control
negativo (3 tubos/muestra).

C. ANALISIS DE LAS MUESTRAS

C.1. Una vez preparados los tubos del dia se colocan en el carrusel de
la siguiente forma: primer tubo de la primera muestra, segundo tubo
de la primera muestra, tercer tubo de la primera muestra, tubo de
agua destilada; primer tubo de la segunda muestra, segundo tubo de
la segunda muestra, tercer tubo de la segunda muestra, tubo de agua
destilada; y asi sucesivamente hasta completar el trabajo del dia.

C.2. Pase de muestras: desde la pantalla ADQUISITION, RUN
SCREEN, seleccionar el panel de adquisicion de muestras para
ensayos con 7-AAD:
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Codigo | Edicion Titulo del procedimiento
BTC.P RECUENTQ DE CELULAS
v HEMATOPOYETICAS CD34+ EN
SANGRE DE CORDON UMBILICAL
Muestras: con 7-AAD
7HPC stemONE 7-AAD TEST
Panel:

PANEL

Tubo 1 THPC 45/34/7-AAD TEST]1
Tubo 2 THPC 45/34/7-AAD TEST 2
Tubo 3 7HPC 45/CTRL/7-AAD CONTROL

1. Agitar todos los tubos con el vortex

. Cargar en el carrusel los tubos en el siguiente orden:

Tubo 1: Tubo test 1
Tubo 2: Tubo test 2
Tubo 3: Tubo control negativo

3. Pulsar RUN para empezar la adquisicion.

. En caso de querer procesar varias muestras se puede utilizar
una lista de trabajo. Para ello, pulsar SETUP
SCREEN—-WORKLIST. En la lista debe introducirse
obligatoriamente la identificacién de la muestra (SPECIMEN
ID): Ej. 454345-SCU etc. Una vez tecleada la muestra,
ENTER, y se pincha en la ventana del panel con el que vamos
a trabajar (7THPC stemONE 7-AAD TEST PANEL). Tras cada
muestra se pincha de nuevo panel y se introduce un RINSE.
Asi con todas las muestras.

. Si trabajamos con varias muestras al cargar los tubos
colocamos entre muestra y muestra un tubo de agua destilada.
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D. AUTOAJUSTE DEL CITOMETRO

D.1. Este procedimiento se llevard a cabo aproximadamente cada
mes. Para ello se prepara un tubo de SANGRE NORMAL. El
facultativo realizara el resto del procedimiento. Los tubos a preparar
son:

Codigo | Edicion Titulo del procedimiento
BTC.P RECUENTO DE CELULAS
SPs HEMATOPOYETICAS CD34+ EN
SANGRE DE CORDON UMBILICAL
Tubo 2 Tubo 3
Tubo 1 Compensaciones Control
Flow-set FITC/PE COMP Stem-Trol
Flow-set 0.5mL - -
I0Test CDS-FITC/CD4-PE - 20 pL -
CDA45-FITC / CD34-PE - - 20 uL
Stem-Trol (agitadas con 3 20 uL 20 uL
el vortex)
Sangre total - 100 pL 100 puL
7-AAD (medicion viables) - 20 pL 20 puL
- AGITAR con el vortex
- INCUBAR 20 min (a temperatura
ambiente y a oscuras)
Solucidn de lisis 1 x 2mL: Agitar 2mL: Agitar
(afiadir y agitar inmediatamente inmediatamente
inmediatamente cada tubo) con vortex 5seg | con vortex 5 seg
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ambiente y a oscuras)

- INCUBAR 10 min (a temperatura

Guardar los tubos a 4°C hasta el momento de la
adquisicion: Minimo 5 min- Méximo 1 hora.

Antes de aniadir el Stem-Count, es conveniente seleccionar el panel de autoajuste en el

citometro (ver pagina 6)

Stem-count 100 UL
(inmediatamente antes de i i H
adquirir)

- Agitar por

nversion

ADQUIRIR EN EL CITOMETRO

E. ADQUISICION EN EL CITOMETRO DEL AUTOAJUSTE

E.1. Desde la pantalla ADQUISITION: RUN SCREEN, seleccionar
el panel de autoajuste para ensayos con 7-AAD:

Ensayo:

con 7-AAD

Panel:

7THPC 7-AAD SETUP PANEL

Tubo 1
Tubo 2
Tubo 3

_ATHPC Flow-Set
_CFITC/PE COMP
_Q7HPC 45/34/7-AAD Stem-Trol

E.2. Si todavia no se han afadido las fluorosferas Stem-Count,
agitar suavemente el vial Flow-Count y afiadir 100ul de las
mismas al tubo 3 (Control Stem-Trol). Agitar el tubo con el

vortex.

E.3. Cargar en el carrusel los tubos en el siguiente orden:

Tubo 1:
Tubo 2:
Tubo 3:

Flow set
FITC/PE Comp
Stem-Trol

E.4. Pulsar RUN para empezar la adquisicion
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Codigo | Edicion Titulo del procedimiento
BTC.P RECUENTO DE CELULAS
25 | 3 HEMATOPOYETICAS CD34+ EN

SANGRE DE CORDON UMBILICAL

F. CALCULO DE RESULTADOS. OBTENCION DE
INFORMES.

F.1. El célculo de la concentracion de leucocitos en las muestras
analizadas se obtiene directamente a través del “report” o informe del
panel.

F.2. Obtencion de los informes de las muestras: Pulsar
APPLICATIONS — REPORTS. FILE — SELECT. Seleccionar los
informes que se quieran imprimir — OKAY. Pulsar BATCH.

F.3. Para obtener el resultado final de células CD34+ por unidad de
cordon umbilical bolsa se multiplica el nimero de CD34+ por
microlitro dado por el “report”, por el volumen de la bolsa y se
expresa en 10> Ej. 201 CD34+ por microlitro, bolsa de sangre de
cordén de 30 ml, el niimero final de CD34+ serd 60,30 x 10°.

F.4. Los resultados de los reports se introducen en el sistema
informatico de Banco de Tejidos o de la Fundacion Carreras (segun
proceda) por el administrativo designado a tal efecto, previa
validacion por el facultativo correspondiente. Posteriormente se
archivaran por el TEL en los correspondientes A-Zs.

G. CAMBIO DE LOTE DE STEM-COUNT™ FLUOROSPHERES

G.1. Cada vez que se cambie el lote de Stem-Count debe
introducirse de nuevo el valor de la concentracion de
fluorosferas (habitualmente lo podemos encontrar en el propio
bote del reactivo:

- SETUP SCREEN: PROTOCOLS: File Q7HPC 45/34
Stem-Trol

- STATISTICS Select: CAL FACTOR: introducir el
nuevo valor de fluorosferas

-  ENTER

- Aparecerd la pregunta: “save changes to protocol?””:
YES (imprescindible para que salve el cambio)

Factores maternos y de transporte que condicionan la calidad de las Unidades de
Sangre de Cordén Umbilical
Laura Ponce Verdugo

284




Tras la introduccion de este valor debemos introducir también el lote

al que corresponde y su fecha de caducidad. Seleccionamos el
protocolo:

Application: reports: Screen: template:

Elegimos: Test panel Stem One 7AAD seguidamente pinchamos en
icono pag DN finalmente pinchamos en lote y caducidad

directamente e introducimos los valores. Tras esto como siempre File
y Save para que todos los resultados queden guardados.

DOCUMENTACION COMPLEMENTARIA

« Manual de Utilizacion del programa System II'™ para

EPICS® XL-MCL™

o Manual de recuento de celulas hematopoyéticas CD34+

Stem-Kit™ / stemONE™

o Informes de recuento de células CD34+

Anexos

CONTROL DE REVISIONES Y MODIFICACIONES

FECHA | REV REVISION/MODIFICACION REVISADO. | APROBADO
3-11-08 12 Dra Garcia Dra. Vidales
12-02-09 | 22 Modificacion del centro Dra Garcia Dra. Vidales
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