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Historia

* LW y D se relacionan fenotípicamente: las células D+ expresan antígenos LW más fuertemente que las D-. Las
Rh nulo no expresan LW. Anticuerpos anti-LW, no tienen importancia clínica.

Suero de RHT de pac. Tx sangre 
del marido, aglutina aprox el 80% 

de donantes ABO compatibles. 

Inyectan sangre de monos Rhesus en 
conejos y el antisuero aglutina el 
85% de los GR humanos (USA). 

Demuestran que el patrón de rx era  = al del 
Ac de Lev. y St., se designó anti-Rh.

Prueba que son diferentes pero se 
mantiene el nombre “Rh”; el Ac de conejo
reconoce un Ag bautizado como LW

1939
Levine y Stetson

1940
Landsteiner y Wiener

1942
Fisk y Foord

1963
Levine

1939: se inicia la historia del Sistema Rh…



Fenotipo Sistema Sanguíneo Rh



Familia de Proteínas Rh humanas
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Fenotipo Rh nulo: 
Ausencia de las proteínas RhD y RhCE

Proteínas Rh en la Membrana del Glóbulo Rojo
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Antígenos que portan las Proteínas RhD y RhCE
• Polimórficos

• Baja Frecuencia

• Alta Frecuencia

• Compuestos
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Inmunogenicidad Antígenos Rh
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Inmunogenicidad Antígenos Rh

Immunogenicity calculation performed with the antigenic frequencies of donors from Santiago and the 
frequency of antibodies of the same specificity from patients treated at the same institution.
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Variantes de RhD



Aumento de la densidad de sitios de antígeno D

D positivo 
R2R2

D positivo R1r

D parcial D débil Del

Ausencia de epítopes D “Mayoría” de epítopes D presentes

D negativo

Antigenicidad de RhD
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Genotipo Sistema Sanguíneo Rh



RHD SMP1 RHCEb b

“Cajas Rhesus”

Genes RHD y RHCE



Mecanismos Moleculares subyacentes a la Expresión 
del Fenotipo RhD y RhCE

Deleción

Inserción

Entrecruzamiento desigual

Conversión Génica

SNPs
676 G>C



Genes RHD y RHCE
Entrecruzamiento desigual y Deleción

RHD RHCE

RHD RHCE

RHCE

Entrecruzamiento desigual

RhD
Negativo Deleción

Entrecruzamiento desigual



RHD-CE(4-7)-D

RHD RHCE

Fenotipo Rh D negativo

• Gen RHD-CE(4-7)-D

Genes RHD y RHCE: Conversión génica

Genes Híbridos

Conversión Génica



DVI Tipo I

DVI Tipo II

DVI Tipo III

RHD RHCE

On the Complexity of D Antigen Typing: A Handy Decision Tree in the Age of Molecular Blood Group Diagnostics . SEPTEMBER JOGC SEPTEMBRE 2007 

DIV b Evans+

DBT1 Rh32+

d(C)ces tipo I VS+V-

Genes Híbridos del Sistema Sanguíneo Rh



Rhce: ceHAR

RHD RHCE

On the Complexity of D Antigen Typing: A Handy Decision Tree in the Age of Molecular Blood Group Diagnostics . SEPTEMBER JOGC SEPTEMBRE 2007 

RhcE: E tipo II (EKK)

RhCe: CeCW

E+/- (c)

e+w Rh33+, FPTT+ (ABF)

Cw+ MAR- (ABF y ausencia de AAF)

Genes Híbridos: Sistema Sanguíneo Rh



Enfermedad Hemolítica Fetal y del Recién Nacido
por Antígenos producidos por Genes Híbridos

EHFRN severa o extremadamente severa mortales o con requerimiento de transfusiones se han reportado : 
• anti-RH48 (-JAL) 

• anti-RH54 (DAK)

• RHCE*02.08.02 (RHCE*CW-RHD(6-10) 

• RHCE*03N.01 (RHCE*cEMI). 

Maternal red blood cell alloimmunisation Working Party, literature review. RH blood group system: Rare specificities. Transfus Clin Biol. 2021 Aug;28(3):314-320. 2021 Apr 22. A Floch

• anti-RH9 (-CX) 

• anti-RH11 (-EW) 

• anti-RH17 (-Hr0) 

• anti-RH18 (-Hr)

• anti-RH19 (-hrS)

• anti-RH23 (-DW)

EHFRN moderada se ha reportado en: 
• anti-RH1 associated with DHar

• DIIIa and DIVa phenotypes

• RHD*01EL.08 (RHD*486+1A)

• RHD*01EL.44 (RHD*D-CE(4-9)-D)

• RHD*25 (DNB) 

• anti-RH20 (-VS)

• anti-RH29 ("total" Rh) 

• anti-RH30 (-Goa)

• anti-RH32

• anti-RH34 (-HrB) 

• anti-RH36 (-Bea)

• anti-RH40 (-Tar), anti-RH46 (-Sec) 

• anti-RH31 (-hrB)

• anti-RH37 (-Evans)

• anti-RH42

• anti-RH49 (-STEM),

• anti-RH51 (-MAR), 

• anti-RH55 (-LOCR), anti-RH58 (-CELO). 

• anti-RH1 (-D) associated with RHD*10.05 (DAU5), 

• RHD*12.02 (DOL2). 

Test de antiglobulina humana directa positivo en RN pero sin EHFRN clínicamente significativa

Debido a la gran cantidad de especificidades que están asociadas a EHFRN en el sistema sanguíneo Rh, todos los anticuerpos
Rh debieran ser como potencialmente capaces de causar EHFRN, incluso si aún no ha sido reportado.

• anti-RH1 (-D) associated with DVI

• DBT and DIVb phenotypes

• RHD*12.04 (DOL4) 

• RHD*03.03 (DIIIc) 

• RHD*D-CE(2-5)-D

• RHD*01EL.31 (RHD*148+1T) 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Floch+A&cauthor_id=33895380
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Métodos para estudio del genotipo

• PCR RFLP
• Microarray
• Secuenciación

Métodos “in house”, kit o plataformas comerciales



Extracción de DNA Preparación de MIX

Amplificación

dNTPs, Mg+2, 
Partidores, Taq Pol

Amplificación Regiones Genómicas de Interés

Hibridación

Genotipo

Fenotipo
deducido

• SSP

• Tiempo real

• Digital

• Múltiplex

Digestión



PCR gen RHD variantes



PCR en Tiempo Real para estudio del gen RHD en ADNfl en plasma de 

embarazadas RhD negativo

Se administra profilaxis anti-D a todas las
embarazadas RhD-, sin saber si el feto es D+ o D-

Las técnicas para obtención de sangre fetal son
invasivas, incluso con riesgo de muerte fetal.

Aprox, solo un 40 a 60% de las gestantes Rh(D)-
son portadoras de un feto Rh (D)+.

Se puede conocer el fenotipo RhD del feto deducido del 
estudio del genotipo RHD en ADNfl



PCR en Tiempo Real para studio del gen RHD en ADNfl
Método in house, resultados Clínica Santa María

Resultados genotipo SRY y sexo fetal por ecografía

(%)nResultado
56,9%29Positivo

Gen SRY en ADNfl
43,1%23Negativo

56,929MasculinoSexo fetal por 
ecografía 43,123Femenino

Los resultados moleculares concordaron en un 100% con los de la detección de los fenotipos RhD en sangre de RN, y con la 

confirmación del sexo por ecografía. Por lo tanto, para ambas mediciones se obtuvo una sensibilidad, especificidad, y valores 

predictivos (positivo y negativo) igual a 100%.

Resultados genotipo RHD en ADNfl y fenotipo RN en 
sangre de cordón

(%)nResultado
72,537Positivo

Gen RHD en ADNfl
27,514Negativo

72,537PositivoFenotipo RhD en 
sangre de cordón 27,514Negativo

El genotipo RHD en ADNfl permite deducir el fenotipo del feto:
• Administrar la IgG anti-D solo a las portadoras de un feto RhD+.
• Sacar del grupo de riesgo a las portadoras de un feto RhD-.
• No arriesgar la seguridad fetal con procedimientos invasivos



Microarray para Genotipificación y Obtención de Fenotipo
Deducido

Extracción de DNA Preparación de MIX

Amplificación 
PCR Multiplex

Mastermix y Taq polimerasa 
incluidos en el kit HEABeadChip

Generación de 
hebra simple

Detección por 
Sistema AIS 200

Captura de imágenes

Eliminación de dNTPs
y primers residuales

Aplicación ADN simple hebra a los  
chips e Incubación

A
A

C

T

T A

A

A

A

T
C

C

G

G

G
T

C
T
G

T
C

G

Hibridación

Transferencia a software 
de interpretación BASIS

Identificación de Alelos y 
Genotipo Eritrocitario Fenotipo deducido del genotipo



Genotipo 

Fenotipo deducido

Informes



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

Archivo BAM

Archivo VCF



Recién Nacido con fenotipo RhD positivo variante

🩸🩸Recién nacido, O RhD positivo

🩸🩸D: aglutinación débil en fase SAGH con anti-D monoclonal blend.

🩸🩸Fenotipo: R1r

🩸🩸PAD: Negativo
🩸🩸PCR SSP con kit Baggene: RhD positivo

🩸🩸Secuenciación (NGS): 676C, 787A y 800T



Secuenciación de Siguiente Generación

D- C-/c- E-/e-

RhCE
RhDRhAG

Crom. 6 gen RHAG, VUS: deleción no Frameshift,  
9 nucleótidos, exón 2, deleción proteína 3 aá



Conclusiones
• El sistema sanguíneo Rh es muy complejo y polimórfico.

• Es importante la actualización constante ya que la generación de información es vertiginosa.

• Queda mucho por descubrir de este sistema.

• La rigurosidad y observación de los resultados serológicos impactarán en los resultados

• La BM es especialmente relevante en el estudio del sistema Rh.

• ¿Serología o Biología Molecular?

Serología Biología 
Molecular
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