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El Poder de las Técnicas

El progreso en ciencia depende de nuevas técnicas, nuevos
descubrimientos y nuevas ideas, probablemente en ese orden.

- Sydney Brenner



“La Revolución Coombs”

Un pequeño paso para un hombre, un gran salto para la 
humanidad.

- Neil Armstrong

Professor Robert Royston
Amos (Robin) Coombs



Métodos Serológicos
La sensibilidad del método seleccionado determina si los anticuerpos o antígenos débiles son detectados o no.

🩸🩸 Temperatura y tiempo de incubación.

🩸🩸 Fuerza iónica y pH del medio de 

suspensión.

🩸🩸 Concentración Ag/Ac.

🩸🩸 Nº de sitios de Ags en la membrana.

🩸🩸 Afinidad anticuerpo/antígeno.

🩸🩸 Fenotipificación.

🩸🩸 Enzimas proteolíticas/Agentes químicos.

🩸🩸 Adsorción y elución.

🩸🩸 Paneles ampliados y RhD-.

🩸🩸 Neutralización.

🩸🩸 Evanescencia

🩸🩸 Anticuerpos en formación.

🩸🩸 Discrepancia en las técnicas.

🩸🩸 Múltiples anticuerpos.

🩸🩸 Autoanticuerpos.

🩸🩸 Ac monoclonales.

🩸🩸 Otros.

Factores que afectan la reacción

Principales técnicas en la investigación IH

Cuándo utilizar



Recurso Nº 1

Conocimiento

Grupos 
Sanguíneos

Paciente

Historial IH, 
Clínico



Paciente

1.Revisar historial transfusiones e Inmunohematológico. 

•GR transfundidos antes o después de 3 meses, otros hemocomponentes.

•PC, PAD o PAI.

•Observaciones realizadas por otros profesionales.

•Consultar otros antecedentes en otras Clínicas u Hospitales.

2. Revisar historia clínica.

•Diagnóstico de base. Edad.

•Tratamiento y Medicamentos

•Etnia o ascendencia: Revisar apellidos.  Ver fenotipo o apariencia del paciente 

(afro, europeo, asiático o amerindio), nacionalidad, padres, abuelos, y si es de 

una etnia o pueblo amerindio.

Pueden interferir en la Identificación:

• Hipergamaglobulinemia.

• Hipogamaglobulinemia.

• Anticuerpos monoclonales.

• Tratamiento experimental.

• Inmunoglobulina IV, otros productos 

derivados de plasma humano
• Toma de muestra



Recurso Nº 2

Isotipo IgG

Temperatura
de Reacción

IgM

Crioaglutinina

Amplio Rango Térmico

37º C

Otra: 18ºC

IgG

Trabajar a 37ºC



“Herramientas simples, grandes descubrimientos”

Serotecas

Hematecas



Fenotipificación

El sistema inmune no forma anticuerpos contra antígenos propios.

Conocer el fenotipo permite saber que especificidades de Ac podemos esperar.

Está limitado a las especificidades de antígenos para los que existen antisueros



Enzimas Proteolíticas

• El tratamiento de los GR con enzimas proteolíticas produce:

- Aumento de la reactividad de los anticuerpos contra los Ags:

Rh, P, I, Kidd, Lewis y otros.

- Destruye o debilita otros antígenos especialmente los de los

sistemas Duffy y MNS.

Antígenos que generalmente se desnaturalizan
M, N, S, Fya, Fyb, Yta, Ch, Rg, Mia, JMH, algunos Ge, Inb



Tratamiento con Reactivos Thiol

Los reactivos sulfhidrilo:

- AET (Bromuro 2-aminoetilisotiouronio) y el DTT (ditiotreitol) debilitan o destruyen los

antígenos del sistema Kell y otros.

- El reactivo ZZAP, mezcla de enzimas proteolíticas y DTT, desnaturalizan los Ags

sensibles al DTT (ej., sistema Kell) y los Ags sensibles a enzimas (ej. S. Duffy y MNS).

Antígenos

Anticuerpos - DTT y el 2-mercaptoetanol (2-ME) clivan los puentes disúlfuros que unen las

subunidades monoméricas de los pentámeros de IgM, permite:

- Identificar IgG en mezclas de Acs IgM e IgG.



Reactividad Anticuerpos tratados con Enzimas y DTT
Posible especificidadDTT-

200mM
⍺-quimiotripsinaTripsinaPapaína

Ch/Rg, Xga+000 

In, JMH0000

MN, Ge2, Ge4++00

’N’, Ss, Fya, Fyb, +0+S/R

Yta0/+-0+S/R

Ena+++0

Lu, MER2+w00+

Knops+w00+

Kell, Scianna0+++

Do0+ (w)0+

Cromer, algunos antígenos Di00++

LW0+w++

Vel+/0+++

Kx+++++

A, B, H, P1, Le, Rh, Kidd, FR, U, Fya, Dia, Dib, Wrb, 
Co, Oka, PP1Pk, I, i, Lan, Vel, Sda, Jra, Csa

++++



Elución

• Objetivo: Disociar Anticuerpos IgG de los GR con una PAD + para su posterior identificación. 

Interfiere en las fuerzas de unión no covalentes de los complejos antígeno-anticuerpo.

Disociar los Ac unidos a los GR para utilizar los 
GR para adsorción y o fenotipificación

Rescatar los anticuerpos unidos a la membrana 
del GR para su identificación.

• La membrana celular puede alterarse con:

- Congelación – descongelamiento

- Calor

Existen varias técnicas de elución: NINGUNA ES IDEAL PARA TODAS LAS SITUACIONES

- pH

- Detergentes o solventes orgánicos

Ácida, Cloroquina, Calor, Glicina-EDTA



• Los anticuerpos pueden extraerse del suero o plasma por adsorción con GR

portadores de los antígenos correspondientes.

• Luego estos anticuerpos podrían extraerse por elución

Son útiles en las siguientes situaciones:

1) Separar de anticuerpos múltiples presentes en un suero.

2) Adsorver autoanticuerpos para detectar aloanticuerpos coexistentes.

3) Adsorciones diferenciales: R1R1, R2R2, rr

4) Eliminar anticuerpos no deseados (anti-A y/o anti-B) de un suero que

contiene anticuerpos apropiados para usar como reactivos.

Adsorción

La adsorción cumple con diversos objetivos en distintos circunstancias; 

NO EXISTE UN PROCEDIMIENTO ÚNICO IDEAL

Branch D. Transfusion. 1999: 39:6-10.



Grupos sanguíneos solubles en saliva, orina o plasma o en otras fuentes.

Neutralización

Pueden neutralizar la reactividad correspondiente. 



Neutralización



Neutralización

Estromas de Eritrocitos de Conejo: adsorción de autoaglutininas frías, como anti-I, anti-H o anti-IH.

Pool de plasma: inhibición plasmática para distinguir anticuerpos anti-Ch y anti-Rg de otros 

anticuerpos de alto título y baja avidez

Proteínas recombinantes

Sustancias:

• P1 (líquido de quiste hidatídico)

• Lea y Leb (plasma y saliva)

Sustancias:

• I  (leche materna)

• Sda (orina)



Biología Molecular

El conocimiento de las bases moleculares de los genes responsables de la 

expresión de los antígenos eritrocitarios permite que de acuerdo a la 

información genética (genotipo) podamos deducir los antígenos 

presentes (fenotipo).



Apoyo del estudio Molecular al estudio Serológico

Antígenos para los que no 
existen antisueros

Variantes de expresión 
débil. 

Detectar y confirmar 
fenotipos poco 
frecuentes.

Apoyo en la identificación 
de anticuerpos.

Conocer el mecanismo 
subyacente a la expresión 
de un antígeno.

Identificar antígenos 
plaquetarios y 
leucocitarios.

Deducir antígenos de 
genes presentes en ADN 
fetal libre en plasma.

Generar bases de datos 
para una gran cantidad de 
antígenos.

Apoyar la investigación 
inmunohematológica.



Gen FY

.....GGT….                  ….GAT….

Proteína Glicina  Aspártico

Fya Fyb

Sistema Duffy

Exón 1 Exón 2

Fya/Fya

Gly/Gly Fy342NH2

COOH

Bicapa lipídica GR
Proteína 

Duffy 

Polimorfismo

Antígeno

Deducción del Fenotipo a partir de un Genotipo
Genotipo homocigoto:

Nt 125 G/G

Fenotipo:
Aá. 42 Gly/Gly

Fenotipo (doble dosis):
Ag Fya/Fya

Fenotipo:
Fy(a+b-)

125 G>G



Gen FY

Sistema Duffy

Fya/Fyb

Gly/Asp Fy342NH2

COOH

Bicapa lipídica GR
Proteína 

Duffy 

Deducción del Fenotipo a partir de un Genotipo
Genotipo:

Nt 125 G/A

Fenotipo:
Aá. 42 Gly/Asp

Fenotipo:
Ag Fya/Fyb

Fenotipo:
Fy(a+b-)

Exón 1 Exón 2

Polimorfismo 265 T (alelo FYB_X)  produce una expresión débil del 
antígeno Fy

Puede no ser detectado por antisueros

Identificado como un falso Fya Fyb-

Genotipo:
Nt 265 C/T

Biología 
molecular

Fenotipo:
Fy(a+b+w)

Serología

125 G>A 265 C>T FYB_X



Gen FY

Sistema Duffy

Deducción Fenotipo a partir de un Genotipo

Genotipo:
125 G/G

Fenotipo:
nulo

Fenotipo:
Fy(a-b-)

Exón 1 Exón 2

125 G>G

Genotipo:
265 C/CPromotor

- 67 T>C

265 C>T

Genotipo:
-67 C/C

Bicapa lipídica GR
Ausencia

Proteína Duffy 

FYB_GATA



• PCR convencional
• RFLP
• PCR en tiempo real
• PCR múltiplex y Microarray
• PCR múltiplex y detección por Luminex
• Secuenciación Sanger
• NGS

• Métodos “in house”, kit o plataformas comerciales

Métodos para tipificación molecular



• DIRIGIDAS A REGIONES ESPECÍFICAS DEL ADN O ARN: partidores y sondas

Técnicas de Menor a Mayor Complejdad

Ejemplos:

Estudio Donantes

fenotipo Dib negativo.

Búsqueda del polimorfismo

responsable del fenotipo

Estudiar presencia del SNP

2561C, exón 19, gen DI

(SLC4A1).
PCR, RFLP

Estudio Donantes

Fenotipo: Dib-, k-, Lub-

Búsqueda polimorfismos

responsables del fenotipo

Estudiar presencia de SNPs

2561C gen DI, 578T gen

KEL, 230G gen LU.

PCR múltiplex

Estudio Donantes

Fenotipo 20 antígenos
de 10 s. sanguíneos

Búsqueda polimorfismos

responsables de los fenotipos

Estudiar SNPs subyacentes

a los 20 antígenos
Microarray



• BÚSQUEDA DE MUTACION(ES) RESPONSABLE(S) DE UN FENOTIPO DESCONOCIDAS:

Técnicas de Menor a Mayor Complejidad

Ejemplos:

Estudio Variante RhD no detectada

por PCR específica para variantes

descritas

Estudiar exones gen RHD. Secuenciación Sanger

Estudiar todos los genes subyacentes

a la expresión de los antígenos de

grupo sanguíneos descritos.

Búsqueda de nuevas variantes en

todos los sistemas sanguíneos
Secuenciación de siguiente 

generación

Permite conocer la secuencia exacta que conforman los genes considerados en la 
secuenciación. Es posible detectar alelos ya descritos o nuevos



Extracción de DNA Preparación de MIX

Amplificación

dNTPs, Mg+2, 
Partidores/Sondas, 

Taq Pol

Amplificación Regiones Genómicas de Interés

Hibridación

Fenotipo deducido

• SSP

• Tiempo real

• Digital

• Múltiplex

Digestión

Genotipo

Partidores, Sondas

RFLP Microarreglo



Investigación inmunohematológica de un caso 
de EHFRN

• Caso clínico: RN prematura de 34 semanas con antecedentes de EHFRN.

Antecedentes Inmunohematológicos del Banco de Sangre de procedencia:

PAD RN: PositivaPAI Madre y RN: Negativa

A RhD
Positivo

Madre
RN

A RhD
Positivo

SAGH

+ +

SAGH

Existe un anticuerpo materno unido a los GR del recién nacido pero 
ausente en el plasma de la madre y en el plasma del RN.



Investigación inmunohematológica de un caso de 
EHFRN

RN

Madre

Madre

RN Padre

PadreExiste un antígeno presente en los GR del padre y del RN y ausente en 
los GR comerciales que se utilizan para la PAI.

Padre RN

Madre

RN

X

Y

Z

Laboratorio de Derivación de Inmunohematología



Investigación inmunohematológica de un caso de EHFRN

PAD RN: Positiva

PAI Madre: Positiva débil

A RhD
Positivo

Madre RN

A RhD
Positivo

PAI RN:Negativa



Investigación inmunohematológica de un caso de EHFRN

A RhD
Positivo

Madre

Identificación del Anticuerpo en plasma materno con panel de antígenos en fase sólida.

Anticuerpo con especificidad anti- Sc2

PAD RN: Positiva

GR del RN con Acs
unidos a la membrana

Eluado

Elución Ácida

PAI e Identificación de 
Anticuerpo

Anticuerpo con especificidad anti- Sc2



Investigación inmunohematológica de un caso de 
EHFRN: Genotipo RN

2 Años después…

Llega de Urgencia en la madrugada desde el Hospital de Temuco, una RN con 

una cardiopatía congénita para una cirugía cardiovascular de urgencia.

Se recibe en la UMT solicitud de transfusión de 100 ml de GR filtrados.

Grupo ABO Rh: A Rh D positivo

PAD: positiva

PAI: negativa

PC 3 unidades: negativas 

Se indica transfundir con pruebas serológicas negativas, y en la 

hemovigilancia solicitar muestra (dentro de lo posible al padre) para 

búsqueda de antígeno de baja frecuencia….

0.5%

0.2%

2.4%



Secuenciación de Siguiente Generación

🩸🩸Permite analizar gran cantidad de ADN de forma masiva y paralela en un menor lapso y costo por base. 

🩸🩸Incluye la secuenciación de: panel de genes, completa del exoma y completa del genoma. 

🩸🩸El análisis de los resultados es complejo y requiere un proceso bioinformático y clínico exhaustivo para 

una adecuada interpretación. 

🩸🩸Las limitaciones de las pruebas NGS incluyen aspectos técnicos como cobertura, profundidad y 

longitud de las secuencias. 

Permite conocer la secuencia exacta que conforman los genes 
considerados en la secuenciación. Es posible detectar alelos ya 

descritos o nuevos



Secuenciación de Siguiente Generación

Amplificación

Primer pair

Amplicones

ADN Input

Remoción de partidores

FuPa
Digestión parcial
de amplicones

Unión adaptadores (contienen index)

Adaptador

Cuantificación y Pool

Secuenciación

P5P7

Amplificación : librería

Formato BAM

Formato VCF



Pipeline Bioinformático



Panel de Secuenciación Genes de Sistemas Sanguíneos
Del Laboratorio de Biología Molecular del Banco de 

Sangre de Clínica Santa María



Caso: Sospecha de fenotipo Bombay

Donante mujer

Grupo sanguíneo: O RhD +

PAI: negativa

PAD: negativa

Anti-H: Negativo

P5P7

Amplificación

Primer pair

Remoción de partidores

FuPa

Unión adaptadores

Secuenciación

Amplificación : librería

Archivos FAST VCFBAM



Secuenciación de Siguiente Generación



MALDI TOF MS



Resumen

Homo sapiens inmunohematologiens



• Existen múltiples herramientas serológicas y moleculares para el estudio inmunohematológico.

• El conocimiento es el recurso más importante.

• Independiente de la complejidad del servicio y herramientas disponibles siempre se puede avanzar en el estudio, todos 

los servicios cumplen un rol.

Conclusiones

Ambas son importantes y necesarias.

Serología Biología 
Molecular

La BM es una herramienta valiosa y necesaria que complementa la 

investigación inmunohematológica compleja y aumenta la seguridad transfusional, pero 

no reemplaza la serología en la investigación de anticuerpos.



mnunez@clinicasantamaria.cl

maria.nuneza@mail.udp.cl

mailto:mnunez@clinicasantamaria.cl






RHT SHOT
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