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1.~ Plsntemiento del probleme,

En nueatro medio , los reportes de grupo sengufneo ABD
y Rh-Hr en menches de sengre sece sobXre ropa soh e3c8808 ; -~
12 muestre empleeade pere este fin es de temeilo considereble y
la técnice empleedz requiere gren manipulecién , por lo que -
se consideré poner en mercha une téenice que emplee uns mues-
tre menor que requiers menos menipulecién y que emplee mete--
rial comin en cuelquier Leboretorio , pera detectar estos gru
pos senguineos eritrociterios . Se escogieron les técnicas de
Chetterji pera 1s determineciém del sistema ABC y lm de P, D,

Mertin perzs el sistema Rh-Hr ,

I1.~ Objetivo .

Tomando en cuente lo enterior y considerendo gue el es-
tudio de los grdpos senguineos eritrociterios ABO y Rh-kr pue
den ser evidencie importentes en hechos delictuosos , se pre-l
tende diseilsr y evaluer une microtécnice con meterial de uso

cotidiano en los Laboretorios .

1II.- Antecedentes,

Ls sangre es un tejido lfquido que circule a trevés ==
del cuerpo, Bs 1la encargada de trensporter el oxigeno desde
los pulmones z los tejidos , esi como de la elimdnacidén del
002 producido dursnte el metebolismo respirastorio. Comstitu-

Ye eproximedemente el 8% del peso corporel , este formeda -~



por partfcules sélidas les cueles sont

g) Britrocitos : células sin nicleo que se presentsn en -
cahtidad de custro a cinco millones por milfmetro cubi
co . En su membrene o estroma , se encuentren los snti
genos de los grupos senguineos , fosfollpidos y enzime

Es importante sefielsr que en ls membrens del e~

ritrocito , estén los antigenos de los grupos sengui--
neos mes inmunogénicos que son el A y B del sistema --
ABO y le siguen el ERho () del sistems Rh-Hr ,
Los entfgenos del sistems ABO se encuentren locelizedos
en la pembrena celulsr, en le parte de los glicolipidos
y el antigeno D en la de las proteines . Como muestra

la siguiente figura la estructura de le membrena .
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b) Loa leucocitos en proporcidén de cinco 2 diez mil por --

milimetro cibico estén considerados como medio de defen
sa del orgenismo . Producen anticuerpos de verios tipos
incluyendo snticuerpos de grupos sznguineos,

c) Les plequetss o tromocitos , en centidad de ciento cine
cuente mil & custrocientos mil por milimetro ctibico , =~

perticipen en le coegulecién de le sengre (13) .



Hay une fraccién no celular es el plssme sanguineo , cu
yo 10% eproximsdemente del peso corporel , consiste en varios
solutos orgfnicos e inorgénicos . Lies proteinss plasmftices --
( elbdmine , olfs - bets - gomma globulines ) representen las
tres cuertes pertes del total de solutos , desempellan veries -
funeiones importantes .

El suero es la porcidén lfquide que se obtiene después -
de la cosgulecién de 12 sangre extrsvesede y se encuenirs , ==
por lo tento , desprovista de fibrinfgeno .

Los elementos descritos en le sangre , permiten identi-
ficarla y efectusr 1t determinacién del grupo sesnguineo eritro

citerio.

Composicién quimica de las substencias ABH eritrocitarias.

Substencis precursora "H" .
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Los an?igenoe pueden ger representados como compuese
tos que consten de dos partes : el grupo determinente entigéni
co , Hp , hepteno , el cusl constituye une pequefia perte del -
sntigeno y es el que reaccions con el snticuerpo , ademés , le
confiere la especificided e individuslided el entigeno pera -~
ser b , By O,

Los entigenos ABO , Lewis y P son predominsntemente com
puestos glicolipidicos . Los grupos M , N , 5 ¥y Fya gon gli=

coproteinas y el antigeno D es bésicemente une proteins (14) .

Lendsteiner descubrid en 1901 los grupos sanguineos A ,
B yO . Un eflo después un cuarto grupo senguineo eritrociterio

menos comin , AB fué establecido ; fué este descubrimkento el



que mercéd el comienzo de le serologis de grupo senguineo eritro-
citario . ve scuerdo & ls teorf{s de Bernstein las carscter{sti--
cas A , B y O son heredadss por medio de tres genes alelomdérfi
cos , localizados en el cromosome 9 (15) , Las substencies solu-
bles de este grupo se hen encontrado en suero , sslive , Jugo gés
trico , semen , liquido enmidtico , sudor , orins , légrimes , le

che meterne y bilis (17) .

La tipificecidén de los grupos sanguineos eritrociterios =--
ABO se efectia tomendo en cuenta que este grupo , como todos , ==
cuents con entigenos sobre le superficie del eritrocito y enti~--
cuerpos sntitéticos en el suero , por lo que , se emplezn sueros
hemoclesificsdores para la deteminscidén del sntigeno eritroecits=-
rio , llemsde pruebe directas y pare le prueba inverss se emplean
eritrocitos de grupo conoecido pere identificer al enticuerpo snti

tético en el suero.

Antigeno Anticuerpo
Grupo A A enti~-B
Grupo B B anti-A
Grupo AB Ay3B -——————
Grupo 0 @ meme- enti-A,B

En le préctice se ilugtrs de le siguiente menere:



Pruebe directa Pruebe inversa
T3
I 1o
Grupo A +$ 4 - = - - + -
Grupo B - = 'S $ = =
Grupo AB + + + - . - - -
Grupo O - e - - + + ¢+ -

Pars 1e tipificacién de los subgrupos de A y de AB , se
emplean lss lectines , estes son extrectos de semillses que tie
nen la particularided de aglutinear glgunos eritrocitos humenos
Dos extrsctos son Utiles pers esos propésitos , el Polichos bi
florus , del cual se extrae le lectine anti-ﬁl ¥ que resccione
muy fuertemente con subgrupos de 51 h AlB .

Y el otro , el extracto de Ulex europseus fuente de -~
enti-F que rescciona fuertemente con los eritrocitos A2 y AaB
019) .

En la determinzecidén de los grupos sanguineés ABO en -~
menches , en contraste con el grupo senguineo ABO en sengre -
fresce , le lectine enti-H de Ulex europseus es el resctivo -
més importente , ys que provee uns vsliosa resccidén positive
la cuel es particulsrmente aplicszble 8 les uenchzs O en situs
ciones ( ls8 cuxles son muches ) en que es imposible prober -
les sglutinines de le mencha , esunque cuendo hey suficiente =

meterizl y no es demesitdo viejo el extrscto de le manche , -



puede demostrer suficiente petivided de enticuerpo pere le prucbs
inverse ; les célules A y B tretedss con papeines , se usen en te=-

les reecciones ,

anti-ﬁl enti-k
+ - Ay
Grupo A - * Az
+ + - b,
anti-A1 anti~H
+ - AlB

Grupo AB

+ A,B

Le frecuenciz de grupo senguineo eritrociterio en el Valle

de México esm la siguiente (26) .

Grupo senguineo Por ciento
0 72,02
A 18.85-
4, 0.90
B 7.01
AB 1.13
aB 0.09

A diferencis de otros grupos étnicos , como en lg Poble-

eidn Buropee del Oeste (15) .



Grupo senguineo Por ciento
0 44
A » - 35
ka 10
B 8
AaB 0.4

En 1940 Lendsteiner y Wiener descubrieron otro factor -
eritrociterio humeno llemsdo Rhesus o Kh , porgue fué en el mo
no Macecus rhesus donde se encontrdé ; se ssbe que el fsctor es
segregedo independientemente de A y B + A pertir de este momexn.
to se demostré que el sisteme Rh-Hr esté compuesto por verles
decenzs de antigenos, de los cymles, los siguientes ¢, ¢ , D,
E y e son los que se menejen rutinsriemente . Los entigenos --
del sistems Rh-Hr poseer un comple jo moseico entigénkco cuye =

informacién genética esté presente en el cromosoms 1 (15) .

¥l sistems Rh-Hr posee los sikguientes sntigenos: u,(le
confiere la caracteristica de sexr Rh positivo) , C, ¢, E, e
¥ & que se encuentren estrechemente ligedos en el mismo cromg
some , se ha demosttedo su herencle mendelisna dominete simple
esto significe que para cuelquier combinacidn ae un antfgeno -
dsdo, por ejemplo : el CDe en la sengre de un sujeto debe de =

ester presente en cuslquiera de sus pedres (15) .

Las nomenclasturss més comunes que se empleasn pers deno=-
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minar los zntigenos de este sisteme son les siguientés: la de =
Fisher y Rece que emples la combinecidén de letres CcDEe y le de
Wiener que utilize letres como Ry r .

Le teoriz de Wiener sefirle gue estes substancics se here
den # partir de un solo gen , y le de Fisjjer que son tres genes
eastrechemente ligedos

Los ocho grupos del sistems Rh-Hr se identifican con enti
tisueros de especifided: enti-C (enti-rh') , enti-c¢ (anti-Hr')
enti~-D (Rho) , enti~E (enti-rh") y enti-e (enti-hr") ,

De 1le siguiente maners ¢

Aglutindgeno Antigeno=-Cbmp. enti-C enti-E enti-D snti-c enti-e

¥Wiener Fisher-Race entirh' entirh" entirho entihr® antihr"

Hho ¢De - - + + *
Rh, CDe + - + - *
Rh, ¢IE - + + + -
Rhe CiE + + + - -
rh cde - - - .

rh' Cde + - - - %+
rh" cdB - + - +‘ : -
rhy Cae + + - - -

La frecuencia fenotipice de este grupo semguineo en el -

Valle de México es 1ls siguiente (26) ,

Grupo sanguineo Por ciento

M 26,77
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Grupo senguineo Por clento
Br 17.73
R1R2 26.07
Ryr 7.05
Ror 1.56
rr , 2464
r'r , 0,16
r"r 0,16

En le informecién enterior no se ajusta el 100% , ya -
que se exXcluyeron grupos del sistema Rh~-Hr para poder efec--

tuer la comperacién con la informecién siguiente ,

b diferenclia de otras poblaciones como la Europea del

Oeate en la que se encuentra (15) .
Grupo ssnguineo Por ciento

R R 18
BBy 3
R 33
B3R, 14
Ryr 13

Ror 2
T 15
rir 0.37

rllr O. 23
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Los enticuerpos de los grupos sanguinéos ' principalmeg
te del sistema ABO , son inmunoglobulines del tipo Iglk e IgG .
Son anticuerpos reguleres , se encuentran en el suero y su pre
gsencis no fué originade por le estimlacién de un sntigeno es-
peci{fico ., Estos anticuerpos pueden pertenecer z varios siste-
mas de grupo sanguineo , pero su frecuenciec es verieble ,

De esta manere , el grupo senguineo eritrocitario “A" -
tiene su enticuerpo reguler corespondiente gque es el enti-B ,
el grupo "B" el :nticuerpo antitético anti-A , el grupo “AB"
no posee anticuerpos antitéficos y el grupo "0" tiene enti-A,B

Sin embargo , existen anticuerpos de grupo senpufneo =--
llamdos "inmunes" , gque se formen como respuesta a la presen--
cia de un entigeno extrefio en los individuos inmmoldgiceamente
conpetentes , como puede ocurrir en les trensfusiones sengui--

necs .

Caracter{sticas fisices y quimices de les Inmuno
globulines IgM e IgG ,

IgM IgG
Peso moleculer 900,000 150,000
Tipo de anticuerpo aglutinine incompleto
Efecto de le Tenmp. 1ébil estable

S—

Interaceidn enti{geno-enticuerpo:

Le reaceién que se lleve a cabo durente le interaceidén =
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tntigeno~-enticuerpo ocurre en dos feses » kn lr fese iniclel -
ocurre 1a comhinccidn de los reactentes ; este etapa se lleve
a cebe instentémeemente y en le meyoria de los casos no es vi
sible . Sir embergo , es en estr fsese donde ocurre el mayor
czmbio de energfes libre . Fn 1lr segundr eteyr de lz reaccidn
ocurre le agregecidn de los complejos‘entigeno-anticuerpo ha-
ciéndogse visible ; ests fese llevaz mas tiempo que le anterior
requiere de lectrolitos y casi no implica ur cembic de ener--

gia libre (18) .

De los estudics hechos sobre le resccidn entigeno-enti
cuerpo , uno de los sspectos nas relevantes he sido su zlte esg
pecificidad , a2si como le relecién entre le composicidén guimi-
ce ¥ le especificided inmunolégica de ciertos sntigenos desco=

nocidos , (22) .

Son de gren importencia los fectores que intervienen en
la pbservacién de 1¢ reeccidén antigeno-enticuerpo y que se en~
gléban en los siguientes espectos:

a) Aspectos fisicoquimicos @

Le reaccidn entigeno-snticuerpo es reversible y obe=
dece £ la Ley de Acecidn de Mesas , 1z cusl estecblece " le -
velocidad de reeccidn es proporcionel 2 les :ases ectives -
de les sustenciaes rezccionentes "

Bxisten varios tipos de unidn implicsdos on le reges
ceidn entigeno-enticuerpo ; los mes imporientes son 18 Ue-=

nién electrostétics , les fuerzas de Ven der Wesls , 1l e-=
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fuerza ro oolar e hidréfobhice y el puente de hidrdgeno .

Le reaccidn sigulente describe 12 widn entigeno-anticuerpo

hE + Ac —em————— kS kgehe

e ———————

donde Ag es el antigeno y Ac el enticuerpo ; AgtAc es el w--

complejo formado por la unibén antigeno-eznticuerpo .

Keg= Agifc = 6K1
WA S

2
donde Kl es 1z constrnte de asociscidn y l= K2 28 le cons--
tznte de disociecidn , gue asocirdes 8 los reactentes y pro

ducto , de la resccién pare la constante de equilibrio ,

Por lo que , la agregecién depende de le concentro--
cién de resctentes reletiva parr cade wno , el medio de rea
ccién y el tiempo . Bejo condiciones éptimes , le expresidn
de estes interacciones usueslmente serisn representades como
una curve stender en forme de cempena , como en la figura
siguiente , Cuando todo el antigeno y todo el snticuerpo -
estdn consumidos en le formecidn del sgresado , le reececidn
se gsefiels como er le "zons de =guivelencie" . Cuendo hey un
exceso de enticuerpo con respecto e 1l concentrszeidn del en
t{geno ls egregecidn es limitads y no es visible , sefislan-
dose como "zone de exceso de cnticuerpo o prozone' . EL re-
sultedo es un nimero muy pequefioc de egre sdos poco visibles

Sucediendo lo mismo , cu.ndo hay w. exceso de zntizenc con
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respecto al snticuerpo , ls ngregecidn es limitede y no se
observe denominféndese “zons de exceso de sntigeno o post-

zona" (18 ,19) .

Unidén antigeno-snticuerpo como una funcidn

de 1a concentracién de leos resctentes .
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pH

Este fector esté involucrado en la reeccién entigeno-
snticuerpo ye que modifice le estructura primerie de unz pro-
tefina , logrando el punto isoceléctirico de esta . El punto isp
eléctrico , es el pH en el cucl une proteine no migre en un =
cempo eléctrico , ya que al llegar a €1 se precipita .

Hey diferentes puntos isoeléctricos , el correspondien
te & las gemma globulinas se encuentre entre el pH 5.6 y 743
con une media de 6,7 o Y es entre estos vslores que les fuer-
zas de repulsidén electrogstéticas son minimes , por lo gque , -
las molécules de enticuerpo deben hallerse ligeremente ionize

das , pera que le resccién entigeno-znticuerpo ocurra (19) .

Temperatutat

Pare tener un claro entendimiento del efecto de le tempe
rature sobre le reasccién entigeno-enticuerpo debe mencionarse
el postulado de Le Chatelier , el cusl establece "si se impo~
ne 2 un sistema en equilibrio , un cembioc de condiciones , el
sistemes sufre un rezjuste pare anuler o centrerrestar el efec
to del cembio " . Y sebiiendo que le reeccién sntigenc-anti--
ciierpo es del tipo exotérmico , se scbre de antemeno , que un
aumento en 1le temperatura favorecerd ls disoclacién del com--
plejo entigeno-enticuerpo , y 8 su vez une disminucidén en 1la
unién entre el entigeno y el enticuerpo , pues estén involu-~
credos tembién le K1 Yy 1la K2 constantes de ssocizeidn y diso-

ciacién respectivemente ; por esc se han determinado tempera-
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tures edecuadss pars los diferentes antfigenos , psre utili
zerlos en su disociascidn ,

Al jgual que el pH , hay un rsngo de temperaturs en
el cuel les inmunoglobulinas tiene wne activided 6ptima ,
veriendo de acuerdo 8 su netursleze quimica , por ejemplo:
1z meyorie de los snticuerpos inmunes antieritrociterio --
reaccionan mejor a 379 ; enticuerpos del sistems Rh-Hr .
En cembio , con les sglutininas de clese Igh como les del
sistema ABO , su tempereturs éptime es desde 4°C heste --
2% - por dstos experimenteles , se ssbe que un sumento
mes 811¢ de los 37°C hasta los 56°C induce a la reversibi-
lidad totel de ls resccién antigeno-anticusrpo , obtenien-

do el enticuerpo en forme iibre (19) .

Potencisl zeta:

Pera entender 1ls formecién de este potenciel , se
utiliza el cBmpoxrtemiento del eritrocito en medie selino;-
8l entar en contecto el eritrocito con la solucién de clo-
ruro de sodio sl 0.9% , los iones sodio son strefdos el -
eritrocito , pues este en su superficie posee una cerge ne
temente negetivr . A su vez el neutrslizsr esta carga que
he quedado positive , los iones Cl” son etrefdos formendo
una doble cepas de cargas como en la siguiente figure , ile

medo modelo de HELMOTLZ .
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Después de investigeciones se he pensado que existe
.une carge fije sobre la superficie del eritrocito con algu
nas cerges compensadoras , lMientras hay otras cerges res--
teantes distribufdes e través del electrolito , cerceno @& -
la primers cerges en forma difuse y mévil . Esta ecerrea --
une pérdide de potencisl entre la superficie y el lfiquido
que les rodea , ocurriendo en dos fases ,
l.- entre la superficie y le cepa estacioneria y 2.~ entre
le cape estzcioneria y el resto de le solucidn . Siendo es
ta Wtime el llemado POTENCIAL 2ETA , involucrsdo en les =

interfaeses liquido-sélido ,

Superficie eritrocito doble cepa difuse
- +
d Na -
ti- Ne* & AP
o I
. ye* " _ -
EE‘ Ne* N
fage 1 fage 2

El potencisl sets depende de la densided de carge
neta de le superficie del eritrocito , as{ como de le cong
tente dieléctrice y le fuerze idnica del medio , ¢ parte -

de este potencial que determine les fuerzes de repulsién -
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que evitan le unién entre célulaes , las inmmoglobulinas -
involucrades son la Ig¥ que por su temefio moleculer es Buw
ficiente pere permitir la unién de los eritrocitos entreAsu
distancie minime . Pera la Igh debido a que su femriio mole-
cular es menor, 12 hemeglutinacidén no se realiza hesta que
no se shke el potencisl zeta ( cergs electronegetive que se
origina de le repulsién célule-célula) trstendolo con en-
zimes proteolitices o slbdmins bovina . Otro fector rela--
clonaedo es 1a,posicién del antigeno en al estroma'eritroc;
tario , por ejemplo: que se encuenire #an creste o en velle.
Uno de los componentes mesgs utilizedos debldo a Bu o=
ficecia es la glbdmina sérice bovins , ye que incrementa la
constente dieléctrice y disminuye €l potencisl aets del me-
dio . La eccién de la albimine bovina sobre el potencial ze
t2 es neutrslizer los iones sodid del medio , con lo que —=
disminuye su unidén con el eritrocito y afecte ls interfase
eritrocito-medic de suspensién y por consiguiente las fuer-
zas de repulsidén eritrociteriss , Lo enterior dehido & lc -
formecidén de elburineto de sodio , que le de sl medio ung -

constente dieléctrics elevads (20 , 21) .

En la tipificacidén de grupo sanguineo eritrociterio se
prefiere le pruebr de eglutinecidn directs en sengre fresca ;
pero se hs probedo que este no es posible pare la deteccidt de
entigenos celulsres en l:zs menchzs de sengre sece y Y& que los

eritrocitos estén destruldeos & diferencir de 128 manches de =



otros fluidos corporsles donde le substrncis de grupo es solu
ble . Para lcs menches de sengre sece se utilizan los métodos

de absorcidén-inhibicién y ebsorcién-elucidn .

Los =ntigenocs de grupo sengufneo y otros cerzcteres po
limérficos esociedos con los eritrocitos se deterioren en les
menches e diferentes velocidedes , y trmbién hay uns amplie =
veriscién debide 2 les condiciones e las que lea manches eg--
tén expuestes entes de ser enslizades . La reactividad de las
menches puede disminuir dentro de unos pocos diss e a2lgunos -
efios o Los entigenos del siateme ABO son perticulsrmente eatg
bles en relacién el fiempo s, hay autores gue han publicedo ==~
que manchas de sengre en el suelo hen podido ser tipificedas

des.ués de L4 aios (23) .

Lies manchaes que se secen mas répidemente retienen su -
sctividad por periodos mes largos , gque aguelles gue permene=
cen en un smbiente Mimedo , ysa que lr8 bacteriss pululen en -
1s hmedad y su sctivided puede der falsos positivos o felsos
negetivos .

Los ent{genos MN son los gue siguen en setividad e los
ant{genos AB sungue duren elgunos meses . Todos los entigenos
del sistems Rh-Y¥r , § , s y Xell son detectados después de
muchos meses y el Rh puede ser detectado hrsta dos eflos des—-

pués , cuendo son expuestos 2 ls luz soler.



Les ciencias forenses tretan muy s menudo con problemss
de identided . Los grupos sanpuineos son excelente eyude pexe
estos fines , sin embzrgo , ellos no demugatran une identided
positive . lio se puede decir , ests manche de sengre proviene
de este persone , pero definitivemente , pueden demosirar le -
'nb identided" ; por jemplo: estr menche de sfngre no pertene=
ce e esta persone .

5in embergo , grecies sl vesto polimorfismo de los grue-
pos senguineos gue se empleen ectuslmente en problemss foren--
ses , e8 posible contribui® de une meners importente (sunque -
no concluyente) con evidencie sobre el origen de les menchza -

de sengre ,

Los entigenos eritrociterios como el A, B , H , ¥ , N
S,s,D,E,C,c,e, 6 ,Kel, %%, Fy? y 5y? , se
hen detectsdo con buenos resultzdos con las técnicas de absor
cién-elucién . Desde 1960 hest: le feche los siguientes inves
tigedores hen creado y modificado técnices de esbsorcidn-elu~-
cién . Kind 1960 ; Nicholls y Pereira 1962 ; Pereire 1965 ; -
Bargegna y Pereira 1967 ; Lincoln y Dodd 1968 ; Fiorli , Merige
Y Belciolmi 1963 ; Dougles 1969 ; Lincoln y Dodd 1973 ; Lincoln
y Dodd 197% ; P.K. Chetterji 1977 y P.D. Martin 1977 .

Antes de efectuer le tipificecidén de grupo,senguineo se

realiza une investigacidn sobre le menchr .
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METOLOLOGIA GENERAL EN L& INVESTIGACION CRINMINA-
LISTICA DE LAS ltKCEAS DE LANGRE .

Pruebss de orientecidn .
a8) Resccién de le Bencidine .
b) Reeccidn de lr Fenolftsleins reducide .

t) Reeccién de le Leuco Melaguite verde ,

Pruebes de confirmecidn .
g) Cristeles de Lemine .

b) Cristeles de Eemocromdgeno .

Pruebes pere determiner el crigen de le manche.
a) Reeccidn de les precipitinas en cepiler .

b) Inmanoelectroforesies .

Determinacién del grupo senguineo .
e) En sengre fresce .

b) En menchas de sangre .

Pruebas de identificacidén de sangre .
e) Prueba de la Bencidina o de AJLER .
¥undemento quimico:
La sengre posee unes enzimes llemedas peroxidesas o cetg
leses que intervienen en les rescciones deé oxidarién pu~
es tlenen le propiedad de descomponer el peréxide de hi=-
drégeno u otros perdxidos orgénicos , liberendo redicg--

les hidréxdlo , como en le siguiente resccidn .
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H,0, ~Peroxidesas 5 5 (cy)”

La catelase al descomponer el peréxido de hidrd-
geno libere radiceles hidréxilo , que reaccionen con la
bencidine , oxidéndola y se formm un compuesto intensa-

anente azul .

eroxidasa
OOy + 0, RIS g™y (T
[

* H20
Bencidine oxide-
da (azlll)o

Bencidine reducida

La oxidecidén de le Bencidina es utilizade como -~
pruebe presuntive psra la identificacién de ssngre , te
niendo uns sensibilided de 1:3o0o0,000 a8 1:500,608 .

Si la pruebs de un resulizdo negativo , se exclu
ya le presencie de sangre ; pero si es positivo , entop

ces se continuard con les pruebas de confirmeeidn ,

Pruebz de la Fenolfteleins o de Kastle Meyer .
Fundemento quimico .

En el caso de le Fenolftezleina , sunque 1ls rige el mis-

mo principio de la Bencidina , debe de ser reducide pre

viemente & fenolftelefne incolors , Trebajerse en medio

alcelino , en vez de medio dcido , calentendo & 100°C -

ror un minuto .

i
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g om o

1*1202 Hb

¢) Pruebe de la Leuco Melsquite verde .
Se he confirmedo que el calentemiento inactive

la peroxidesa vegetel , las peroxidasas animel es per-
manecen estebles , Tembién las peroxidasas vegeteles

son inactivedes en medio 4cido , por lo cuel se trebg
ja en medio alcslino . Le sensibilided de ests prumeba

es meyor que le @nterior 1:1,000 000 e 1:10, 000 000,

¢) Pruebe de le Leuco Melaquita Verde .
Fundsmento quimico:
Se bass en uns reaccidén de oridecidén y reduccién , y -
gl igusl que 1# fenolftaleine debe de estar en su for-

me reducide incolore .

cL”
§ (CH.,) ZnOH~_
- 1yt
@‘@» 372 00002 @—ﬁ—@"-(cﬁ3)2
Hb H202
Oxideda incolora

La forme reduchde de la Melequita verde , pue=-

de ser oxidades por la asccién de les peroxidasss para
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der le forme oxidede verde . Este prueba fué reportada -
por Hunt guien sefiale que le encontr$ mes confieble para
sengre , sunque sea menes sensible que la Bencldine .
Ests pryuebe sl igusl que le de le fenolftelefne
o de Kestle Meyer , sodo sl dar resultado positive , se

continue con les pruebas de confirmacidén .

2.~ Pruebas de confirmscidn ,

a)

b)

Cristeles de Hemine o de Teichmemn .
Pundemento quimico:

Se bzea en la desnsturelizacién de les proteines (globu
lines) pare dejer libre o la hemoglobina . El hierro --
del grupo Heme se oxida en presenciz de un hslégeno i--
norgénico como es el cloro , en ubh medio dcide ; formén
dose cristales insolubles de cloxruro de ferroprotoporfi
rine o Hemine »

Cl™ + Heme —-cﬂi%

a—

Cristales de hemocrombégeno o de Tekayema .

FPundemento quimico:
Le combinaciém entre le ferro y ferriprotoporfitine con
compuestos nitrogensdos da como resultado hemocromége=-

nos . Los cristeles pueden formarse tanto en medio dciw-
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do como elcslino 3 el de Tekezyzme es en medio slcalino.

NeCGH + Glucose + Piridins s Leme

3.~ Pruebas paera determinacién del prigen de la sengre .

4)

b)

Reaccifn de las precipitinas en cepiler,

Funiemento quimico:

Se bese en une reacecién antigeno-enticuerpo formédndose
un precipitedo fécilmente visible . Pars esto es nece=-
sario que las concentreciones de ambos reactentes sean
equivelentes , Un exceso de alguno de los dos, produci
ré un resultedo felsemente negstivo .

La técnice en cepiler o en tubo , es répide y -
gencille , pero es necesario tener una muestre clara .
Hay verios fectores que afecten la reaccién de precipi
tines , ejemplo: le edad de le muestrs , condiciones -
embienteles , el grado de putrefszccién y ls contemine-

eién con compuestos quimicos tales como detergentes .

Técnice de Inmunoelectroforesis .

Fundemento quimico .
Se basa en une reeccidén anti{geno-enticuerpo en un me~-
dio electroforético . EL antfgeno migrs hscie el énodo
y el anticuerpo sl cétodo . En el sitio de unién de =~

loe reactentes sparecerd un precipitado .

4.~ Determinacidn de grupo sensuineo en sengre fresca.
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La sengre fresca se prepara en una suspensién con -
solucién seline el 2% . Y se hace reaccioner con los difere
rentes antisueros como son: enti-k , enti-B , enti-kB , -~
anti-D , enti~-E , anti-~C , enti-c , énti-e . Se centrifuge
y se lee le eglutinecién . Ejemplo : Pruebs directa ,

enti-A enti-&B anti-B Pars sisteme ABO

+ + - Grupo A
anti~E santi-C anti-D enti-c anti~e Pars sisteme Rh-Hr

+ + + + + Es R1R2

Resumén de las técnicas empleedas desde 1960 peres tipi-
ficacién de grupos sanguineos del sistems ABO y Rh-Hr en man--
ches de sengre sece, y en les cusles se ha trstado de ressltar
loas tiempos de incubecién y el levedo del exceso de enticuerpo

factbres diferentes 2 le téenice que se he diseflado.

Actuelmente las técnices que se emplean para la determi
nacién de grupo sangufneoc ABO y Rho (i)) son macro y microtéeni
ces , en les primeres se emplean eproximsdamente un cm, cusdrg
do de telez menchads de semgre , en le segundz una areg No MB=-
yor de tres mm. cuedrados .,

El tiempo de incubecién de lé menche de sengre con los
entisueros conocidos es generalmente de 16 hrs y el levado de
exceso de enticuerpo se hece con le técnice de centrifugacién

en tubo .
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Se sabe que le formacién del complejo antigend—enticuerpo
describe une curva con respecto gl tiempo de reaccién y es con -
ests se determine el tiempo Sptimo de reeceién . El tiempo des--
crito como éptimo en los trebajos mencioncdos ve desde une hors
y medie heate veinte horas ,

También se sebe que levar el complejo antigeno-endicuerpo
pers libererlo del snticuerpo libre , debe de hacerse con sumo -
cuidedo dado que le felta o exceso de centrifugscidn pueden alte
rar le unién entigeno-snticuerpo . De hecho curlquier manipule--

cibn excesive de centrifugecidn modificerd el complejo .

Kind en Febrero de 1960 disefla la siguiente técnice en --
portaobjetos ; se prepere un frotis de sengre de cinco a diez mi
crolitros por cm, cuedrado. Se sece ls muestra , se fije con uh
smortiguedor de 7.4 e 100°¢ por un segundo , se sece y se divide
en secciones tantes como el nimero de entisueros a probar . A ca
de seccién se le ggrege un entisuero , se pone en cémsra Mimeda
g temperstura embiente y se egite susvemente durente tres horas.
Se lave en :rio v 8e seca, después se agregs unc gots de glébulos
rojos 8l 2 y se lleve a 50°C vor cinco minutos , 8e seca y ge =~
pone & tempersturs embiente y se lee aglutinecién en aguellss se

cciones donde el entisuero he sido elufdo ,

En Agosto del misiho aflo , Kind emplea fregmentos de tele -

wenchada de sangre . Un fregmento de tel: de diez mm, cuedredos -
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gse mete en un emortiguador de pH 7.4 por treinta segundos en e-
bullicién . Se sace y se pone entisueros e ceda uno de los frag
mentos dursnte dos horas . Se lave tres veces con solucién sali
ne y cade una de las teles se colocan en‘places excevedns de do
ce mm, de difmetro , se cubre con treinta microlitros de célu--
las correspondientes al 2% ; se ponen en cémeres Mimedss de 50~
55°C por cinco minutos . Se seca le plece y se rote vigorosamen
te , se secen los fragmentos de le plecc y se lee el hotn que

quede en les cavidedes .

Nichollé y Pereire em 1962 , utilizen mdnches de sangre en pae--
pel filtro o en tele de elgodén , o costres de sengre , La edad
veria de pocos minutos a verios sfios . El resultedo fué excelem
te , ye que de 224 muestres , 143 fueron tipificadss . El mes -

alto porcenteje fué del 78% (10) .

Outteridge R.A. emplesbs uns fibre de meterisl manchado
de uno e dos mm, de lerp.o , se desbarstebs le tele con pinzas pe
pare le obtencién de fibras ; se pegebe ceda una de 1las fibras
en el centro de tres pozos en une lémine excevede de une pulge=-
da por tres pulgedess ., Puner estas fibres 2 secer a 50°C s BETE
gebe el sntiguero haste que le fibre quedebes completcmente lle-~
ne de enticuerpo . Se ponie une hore & tempereture ambiente en
cémere himeda , después se dejebe a 4% por medie hors y se la-
veben les tel-s en 10s pozos con solucidn sslins , se egregebe
seline en ceda pozo por diez minutos y se repet{e le operacién,

se retitebe 12 srcline y se sacaba el papel filtro .
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Se agregeben les célules al 0.1% en la ploes Aprecelentada
de 50 =« 55°C por diez ¢ doce minutos , se roteben , pemiti‘endo
que se enfrisrén entes de leer lz aglutinacién de diez 2 quince

minutos (11) .

Técnica de microelucidén pers la deteccidn de

ent{genos en menches .

Le tele mencheds de sengre (ejemplo: dos mm, de fibra pa=-
re el sistema ABO y dos mm. cusdrados pere el sisteme Rh-Hr) se
colocen en tubos de pléstico de seis por un centimetro . Agreger
dos volvmenes (eprox. 0.06 zl) de la dilucidn epropieda de enti-
suero & cade tubo , se tepan los tubos e incuban a temperatura g
propieda (ejemplo: 4%¢ pers el sisteme ABO ¥ 37% pars el siste-
ma Rh-Hr) generslemmnte por 16 horas .

Después de la incubecifén el suero se elimine de ceda tubo
les fibres y cusdros de tele se leven cinco veces con solucién -
saline frfa . Todos los tuhos se dejen a 4°C durente este levedo,
en el dltimo levedo se utiliza albimine sérice bovine dilufde --
1:100 en salina , este proceso de levedo necesits de tres hores

En cede levado eliminer tento l{quido como see posible .
Técnice utilizade en le Prbcuradurie Genersl .

En la Procuredurie Generel del D.F, se lleve a cabo 1o =

técnica de ehsorcidn~elucidén en tubo ; el tiempo de resccidn en
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tre el materisl menchado y los antisueros es peroximrdemente de
16 hrs ; después se procede al lavado del enticuerpo remsnente

con solucfon seline friam , tenetes veces como see necesarioc , -
pera que le solucién se obtenga incolora . Se sfladen célules in
dicedores correspondientes a cede tubo 8l Z%: y se lee egluting-

cién mecréscopice o microscépica .

IV .- Materiel y kiétodos

De les lebores en €l Banco de Sangre de Centro Mé-
dico Nacional estéd la esesoris en problemss que implicen
rezcciones ant{geno~enticuerpo de elementos sanguineos en
sengre fresce y secea , por lo que es de su competencis ==
disponer de técnices accesibles pars investigar problemes
en esas miestras , La técnicae emplesde , e3 uns microtéc-
nica , en le que se emplean manches de sangre seca bajo =
control de temperstura , himedad , luz soler y tiempo , =~
empleendose como testigos conocidos . Se hen eatudiedo -~
haste la feche doscientes muestres de semgre seca , de =~
grupo senguineo ABO y Rh-Hr , Hen sido estudiados por la
Q.P.B. Elisz Quintaner de Rodriguez y perscnel a su caergo.

Microtécnice empleada en el Banco de Sangre
de Centro Médieo Nacional.

Con ayude de pinzas se corten cuedros de tres mm, -
por ledo y se colocen dentro de tubos de ensayo de 12X75 mm,

se les mgrega & cada tubo dos volimenes del entisuero corres
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pondiente a t{tulc éptimo y se colocen pars el sistema ABO
e 4%C por 16 horas y para el sistems Eh-lr a 37%¢ por el -~
mismo perfodo de tiempo . Pars eliminrr el exceso de enti-
cuerpo se leven los tubos de le siguiente maneres : se lle-
ne hasta el borde el tubo con golucidn aselines fric , cen--
trifugendo en cade levedo y desechendo la solucidn seline,
diez levedos minimo . La elucidn se lieva a oabo psra el -
sistema A0 a 56°C por diez minutos y pars el sisiema Rhe-
Hr 2 la misme temperature por veinte minutos . Se efiaden -
les células indicedores correspondientes y se lee egluting

cién al microscopio .

Pers la técenica de este trabejo experimentel se men
cheron doscientos pedazos de tela de slgoddén y sintéticas
con sengre de grupo conocido , se dejeron secar y se colo-
caron dentro de tubos de enseyo de 13X100 mm perfectamente
limpios y secos ; se rotuldé csde tubo con el grupo sangui=
neo al que pertenece la sengre y se elmeceneron 2 tempera-

tura ambiente en un desecador ,

Material biolégico . ‘
a) Suercs hemoclesificaedores enti-A , anti-B , lectins enti-~h ,
enti-D , enti~® , anti-C , enti-c y enui-e .
b) Alblémine bovine polimerizeda (23.6 al 24.2%).
¢) Mlufmine bovina al 304
d) Pepefne .
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Reactivos y Material de Leborsestorioc .

a) Acetone Q.2.
b) NeCl.
6) NayHPO, .
d) KH 20, .
e) Tires de scetzto de celulosa .
£) Pleces de vidrio de 10X15 cm ,
g) Gess ,
h) Papel enceredo ,
i) Papel adhesivo .
j) Tubos de ensayo de 10 X 75 mn ,
k) Tubos de enseyo de 13 X 100 mm .
1) Pipetes Pasteur ,

. m) Tijeress .
n) Bulbos de gome ,
o) Pinzas pequeites ,
p) Gredilles pers tubos de 13 X 100 mm
a) Cejes pera cémare himede .,

Equipo .

a) Baflo meris ,

b) Centrifuge (Serofuge) .

¢) Estufe s temperesturs constante (37°C)
d) Refrigeredor ,

8) Micmwoacopio .
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Pundamento de 1lu técenics .

Le técnica se besz en le reeccién ent{geno-enticuerpo es
pecifice y el despegemiento posterior del enticuerpo pera com--
probar su especificided . Esto se lleve 8 cesbo en dos pertes :
1a chsorcién del enticuerpo y el despegedo de ésté ,

En le piimera psrte (ebsorcién del anticuerpo) se ponen
en contacto el entigenc eritrocitario desconocido (manche de =--
sangre) con su enticuerpo especi{fico conocido , lo cusl se pone
8 reeccionar s temperaturs éptime de reaccién como son: 4%¢ pa~
ra 108 entigenos del sisteme Rh=-Hr « Después por medio de levewe
dos se retira el anticuerpo remanente .

En la segunde parte , o sea , el despegemiento del amti-
cuerpc se besa en el rompimiento de le unién entigeno-enticuer-
po , €l cusl generelmente se efectda por medios fisicos ; por -
Wltimo se lleva a cabo el estudio de la especificided de ese sn
ticuerpo despegado con ent{genos eritrociterios espec{ficos co-
nocidos .

Este dltime reaccidén se lee por susencia o presencie de

eglutinedos , los que determinen el grado de positividad .

Preparscién de reactivos .
1l,~ Preparacifén de los sntisueros (enticuerpos conocidos) .
Los sueros hemoclesificedores deben de tener uns con
centrecifn éptime pers que le formecién del complejo entige
no-znticuerpo puede ser observeds , por lo que , se hicie~-~

ron diluciones de cede uno de ellos y se probsron con fi---
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bras de tele manchade de sengre de grupo conoeido y bhajo =-
control de tempersture y himedad . Secedss = 37°%C por diez
ninutos y de inmedisto introducidas & tubos limpios , los
cuzles se sellaron y almeceneron en un desecedor ,

Les diluciones 4ptimss peres los sueros del sistema -
ABO , fueron las siguientes : lectine enti~-H 1/1 sin diluim
enti-A 1:4 y snti-B 1:2 , Les diluciones 6ptimzs pera los -
entisuercs del sistems Rh-Hr fueron pere enti-D 1:4 , entiB

1:4 , anti-C 1:3 , enti-c 1L:6 y anti-e 1:3 ,

Diluciones 1:2 | 1:4 1:8 1:16
anti-D —— A+ 3+ 2+
anti-~E 4+ 34 3¢ 2+
enti-C 3 2+ + +
anti-g 4+ 4+ 3¢ 3¢
anti-e 3+ 24 + +
anti-A e B 34 2+
enti-B %+ + + 1 ()
lectine .

enti-H + (+) - -
4 ¢+ =12 puntos % ¢ = 10 puntoes 2 + = 8 puntos
+ = 5 puntos (+)= 3 puntos

Los sueros que sumaron 30 puntos se diluyercen 1:4 ,
los que sumaron 28 puntos se diluyeron 1:3 y el que tuve ~-

44 puntos se diluyé 1:6 ,
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2.~ Preparaciéh de albtimina bovine al 1.5% .
$ vertir de le elbdimine bovins el 30% se hece une di
lucién 1:20 con solucién saline fisoldgice , pera obtener =~

una concentrecién al 1.5 % .

3.~ Preparecién de solucién seline al 1% .
Se pese 1 gr, de cloruro de sodio Q.P. se coloce en
un meteez aforedo de 100 ml., y se afora con ague destilada
Se pase s un fresco ambar , se rotuls y se guarde haste su

ug0 .

4.~ Prepsracién de papefns/emortigusdor de fosfetos .
a) Preparacién de emortigusdor de fosfatos M/15 .

Se pesezn ¢ Nazl-ll’o4 7.09 gr,

KH2P04 2,27 gr.

se colocen en un metraz aforedo de un litro y se afore

con ague destilade. El pH finel se ajusta & T.3 .

b) Preperecién de pepaine el 1% .

Se pesén 250 mg. de pepafne y se colocan en un -
metrez aforedo de 25 ml., y se sfora con ague destilade.
Esta solucidén se reperte en frascos édmpule en alicuotes
de un mililitro y se slmacenan a -20°C ., Se renueve es-

t8 solucién ceda seis semsnas ,

cJ Preparacién fle papaine/smortigusdor de fosfatos .
Un volumen de papeine el 1% se diluye 1:10 con -

el amortiguedor de fosfetos .
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5.,- Prepsracién de los eritrocitos con antigenos espec{ficos -
conocidos (peres el estudio del snticuerpo despegado o eluf

dO) .

a) Pare el sisteme Rh-lir .

De 0,1 & 0,2 ml, de pequete de célules R R, de -
menos de 24 hrs , se colocan en tubos de ensayo de 13X=
100 mm, se les sgrega 0.2 2 0,4 ml , respectivamente de
1s solucién de pepaine en smortiguador de fosfatos se -
mezclan perfectemente y se incuban e 37°C por quince ni
nutos .,

Se laven con solucidén seline el 1% , llenando -~
heste el borde el tubo , se repite la sccién tres veces
centrifugando los tubos & 3,500 r.p.m. por tres minutos
Y se resuspenden al 0,5% con solucién selins fisioldgi-

C8e

b) Pera el sistema AMO .

Se colocan de 0.1 a 0,2 ml, de paquete de célu=-=~
las ‘1 ’ 52 s B ¥ 0 en tubos correspondientes , rotu~
lados con su nombre , les célules deben de ser de menos
de 24 hrs, Se laven une vez con solucidén selins fisiold
ghea llenendo heste el borde el tubo ¥y se resuspenden -

el 0,5% con solucién selinsz fisioldgice .

Preparacién del Meterial .

l.- Preparecién de cejes pere cémares himedss .

Las cejas que se emplean como c¢émires. himedas se la
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ven con egue y jebén , se secan perfectemente y eh el fondo
se ponen gesa himedas . En le parte inferior de le tape se
coloca une gese limpis y sese , con el fin de evitar que el
ggur condenscda ceige sobre les tires de acetato de celulo~-

8e y plecas de vidrio o

Preperacién de les pleces de vidrio

Les placas de vidrio se lavan perfectamemte con egue
y jebdn , se secen y desengresen , colocendolss en un reci-
plente , el cuel contiene uns ,ezcle de slcohol-eter (v/v)
durante 10 minutos ., S e extrsen con pinzes y se colocen en
forme verticel sobre une toella de pepel adsorbente y cusn~
do estdn seces se froten con une gese limpta , heste elimi-

nar todo rastro de opacidad .

Prepam?ién del pegemento .

Se soloca une tira de aceteto de celulose de 5X20 cm
en un recipiente y se le sgrege gote a gota ecetdna y con -~
un agitedor metédlico se mezcle hests obtener une substancis
de consistenciz semilfquids . Se guercée en un frasco herme-

ticemente cerredo para eviter su desecacidn.

Preper: cién de testigos positivos .

Fibres de dlgodén de sproximedemente 2 cm, de largo
se impregnen de sangre de los siguientes grupos senguineos
ll._l ’ 52 + B ¥y O pares el sisteme ABO ; pere el sistema Rh-

Hr sere R.LR2 . Se secan & 37°C por diez minutos y se colocsa

N
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cen en tubos de enseyo de 13X100 mm., perfectemente limpios
y secos , con el nombre corespondiente 8 cede grupo ; se -~
tapen muy bien se guarden en un desecedor .

-

Wéfodos de Tipificacidn .

le= Para el sistema Rh-Hr .
a) Tome y colocecidén de les muestres ,

Se tome el pedezo de tels problema menchada en-
tre dos pinzas , con une se sostiene 1la tele y con le
otra se toman seis fibras de aproximsdsmente dos cp, =
de lergo , les cuasles se colocan sobre dos pleces de =
vidrio perfectemente limpies y desengrsssdes , de le -
siguiente manerz: se tome uno de los extremos de le i
bra con la pinzs , s8e coloca en le place de vidrio 7 -
se pege con une gota del pegemento por uno de sus ex--

tremos .

En le pkimera placa se colocen 18 fibres en 3 -
hileras y 6 files sepere & s uns de otrs por sproximeds
mente un cm. Le cusrte hilers estd formads de fibres
dé tele probleme sin sangre , la cusl nos airve pere g
segurar que los sntisueros no den un resultedo felso -
poslitivo . En esta place se estudien tres problemes di
ferentes y sus testigos negativos .

En 1a otre plece se colocen seis fibres mancha-
das con sangre conocidr R1R2 (testigo positivo) , E1 -

ordenamiento de les fibres en las pleces se ilustre en
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las siguientes figures .

Primera ptaca

3 el Files

Segunda placs.,

’__@T{gos Pﬁ&ifﬂ/qs {2.&.)

anti-D awl- £ anTi-e

NN

anti-C anil-¢. Plbimina

N

b) Etepe de absorcién .

Una vez colocadas las fibras se les agregen doS
gotes del antisuero en le dilucién éptime 2 1la f£ile que
tiene su nombre ; & le sexte fila se le ariaden dos gotes
de elbimine bovine polimerizede , procurenﬁo que led fi-
bres queden bien impregnedes . Se colocean les plecss =~

asl preperedss dentro de le cémera himede y se sellan -
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hermeticemente con papel adhesivo . Le cémare himeda se

coloce en unr estufe a 37°C durente quince e veinte hrs,

Lavado del enticuerpo remznente .

Se saven las places de vidrio de la cémare himeda
J se colocen cuidecdosemente en un recipiente que contie-
ne solucién srline e 4°C heste cubrir les places, Con a=-
proximedemente cinco movimientos oscilstorios muy suaves
se leven las pleces de vidrio de diez e quince veces , =
descertendo estc solucidén con mucho cuidado heste que le

golucidén seline se obtenga incolora,

Secedo de lgs placas .
Se colocan las pleces ya levedas sobre una gasa =
sece y se presionan muy cuidadosamente con un papel fil-

tro de meners que las fibraes queden cesi secas .

Vespegemiento o elucién del enticuerpo .

Se rotulan tubos de enseyo de 10X75 mm. tantos co
mo finres se tengen en les places , con el nimero del -
problems y el entisuero correspondiente , se corten les
fibres de les places con ayuds de pinzes y tijerss pesesn
doles 8 los tubos de ensayo y se les ageegz a cede uno -
de los tubos de ensayo una gota de albiminaz bovines al -

1.5 % ., Se tapan perfectcmente con pepel encerado y se

colocan en un beiio de =gua 8 60°C por veinte minutos .
Durente este tiempo se agitrn muy suevemente tres veces,

8l cebo de eate tiempo se retirzn del hafio .
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f) Especificided del enticuerpo despegedo .

A todos los tubos se les agrege una gota de les
célules indivedoras R1R2 tretades con papafne , se colg
can & 37°C durente une o dos hores ., Se centrifugen s -
1,500 rpm por un minuto . Con une pipete Pasteur se ob-
tiene el botén de eritrocitos y cuidadosemente se colo-
ca sobre un portesobjetos , tretendo 3e extender le sus-
pensién sin desberater los eglutinados . Se lee el mi--
crospcoio enotendo la positivided o negetivided de le -

reaccidén ; ejemplo

anti~D enti-E enti-C eanti-c enti-e

+ - + - +

le muestrs es: Rho (D) = P.lR1

CONTROL DE CALIDA D:

Los testigos positivos R._LR2 deben de ser claresmente po
sitivoa , estas fibras se renueven ceds dos semanes .
Les célules RlR2 se utilizan como testigos positivoes ,
y& que poseen anifgeros en "“dosis simples". Se ha de--
mostredo que es de cuetro e ocho veces mes le diferen~
ciz de eglutinacién entre "dosis simples" y "dosis dg
bles" , Lo que nos ayude e comprobar la eficacie de %=

los sntisueros con los testigos positivos .

2.~ Para el sistemz ABC »

a) Tome ¥ colocacién de les muestras .
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Ge tome el pedezo de tele menchede de sengre en-
tre dos pinzes , con uns se sostiene le tele y con le =~
otra se toman cinco fibras de aprox., dos cm. de lergo ¥y
se colocen sobre les dos tiras dé acetato de celulosa ,
pegandose por un lzdo con uns gota del pegemento .

En la primere se colocen 85 fibres en 5 hileras
y 4 files , separsdas una de otra por sprox. un cm. cg
mo indice la figur: siguiente , en ls parte inferior -
de le tire se colocen los testigos negztivos de los -~
problemes , En la segunda tire se estudien los testi--
gos positivos Al ’ 52 s B ¥y 0. Y los testigos de los

antisueros .

Primera Tira Segunda Tire.
| 2 3 4 '

Py

taatﬂas ,esrffuas
A, Az

\ \
\

\

\
\ anti-A anTB
| \ \

anti-H,

N
\
\
\

——

Y
\ |
\\
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Etepe de absorcidn.

¥n este etepe se le sgregen & las fibres msnchedes
dos gotes de entisuero e la dilucidén éptime , pere que se
lleve & cabo la resccién entigero-enticuerpo . Se colccen
las tires de acetrto de celulosa ya preparedes en le cémz
re hfimede , sellendo éste con pegel edhesivo y se coloce

en un refrigersdor a 4°C gurente dieciocho a veinte horas,

Levado del anticuerpo remanente .

Se sacen las tirass de eceteto de celuloss de 1z c¢f
mere himeda y se colocan cuidedosemente en un recipiente
que contiene suficiente solucién seline & 4°C pere cubmir
les plecas.,

Con aproximaedemente cinco movimientos osciletorios
myy suaves se leven les tires de diez g quince veces con
solucién saline frie con mucho cuidsdo se repite le opera

cién hasta que la solucidén seline se obtengs incolora .

Secedo de las tires de acetsto de celulosa .
Se colocan las tires de eceteto de celulose sobre
une g=sa sece se presione muy suavemente son un pepel fi}l

tro de menere gque les fibres gueden cesi secss ,

Despegemiento o elucién del enticuerpo .

Se rotulen tubos de enssyo de L0X75 mm. tentos co
mo fibres se tengen en les tires , con el mimero del pro
blem: y el entisuexro coreespondiente se cortin lag fi--

bres con syuds de pinzes y tijerss pssSendolrs e los tu=-
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bos de ensayo , se les sgrege una gote de solucién selima
fisiolégica , se tepen los tubos perfectemente con pepel
encerado y se colocen estos tubos en bafio de egue a 56°C
por diez minutos . ’

Durrnte este tiempo se egiten suavemente los tubos
por tres veces , después de eate tiempo se retiren los tu
bos del befio y se colocen en un agitador mecénico a sesen

te rpm . por quince minutos .

Especificided del anticuerpo dempegado

A todos,los tubos de le fila Al se les egregs une
gota de 1s solucién de eritrocitos conocidos Al al 0,5%,
asi respectivemente 8 los de le file A2 s B ¥y Oe

Se centrifugen a 1,500 rpm por un minuto ; con une
pipets Pasteur se obtiene el botén de eritrocitos y cuids
dossmente se colocea sobre un portaobjetos , tretindo de
extender les suspensién sin desberater los eglutinedos .
De lee sl microscopio anotendo la positividecd o negetivi~
ded de la resccidn ; ejemplo: con lss siguientes wélules

indicedoras .

Al A2 B 0
+ - - - es: Al
CONTROL DE CALIDAD:
Los testigos negstivos deben de no presenter aglu-
tinacidn.

Los testigos positivos , deben de ser cleremente -
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positivos , presentando una aglutinacién cliara y definidas ,

eatos testizos se:deben preparar cada dos semanas con célu-

laéfﬁf', Aé , B y O de menos de 24 hrs.
R

“. Aglutinacidn Pogitiva débil positive  Hegativa
3 . 2 0% 2o 2% 9, oo
@a o O o&;ooapg o a.oo"o
‘oo ° oy 8% o008 o
ao@"o g"’ﬂ"% ©g,0 020
L]
Collyg’ls, o 95 o’i‘, p’o,‘?,a

Létodo de absorcidn~elucidn empleado en la Procuraduris

General del D.F,

Preparacidn de antisueros.
Ios sueros anti~A y anti-B se diluyen 1:10 con buffer de -.

salina ., Este bulfar se preparz de la siguiente nanera :

4) 1/15 1 NagHPO, 9.47 g/1t
B) 1/15 i m2poa 9,08 g/It

72 2l de la so.ucidn A , 28 nl de la soluecién By 85 grs de NaCl
se disuelven en un matraz eforaflo de un litro , affadiendo c.b.n.

de agua destilads y ajus®tando el pH final &2 7.2 .

Prenaracién de eritro: itos esnecfficos conoeidos al 25 .

De c4lules indicscorar O , A- y B se hace una suspensién

al 2j» con aaortisuador de salina,

Ia lectina anti-H de Ulex eurcpaeus s2 tradaja 1,/ sin -

diluir,



Colocacién de las muestres .
Pedazos de tele problema menchade de sengre de aprox,
cinco mm, cuedrados , Se colocen en tubos de ensayo de 12X75
mm., rotuledos con el nimero del problex;xa ¥y €l nombre del enti

suero que se les ggregers .

Fese de ebsorcién .
Se efinden dos gotes de suero enti-B a los tubos de la
fila "B" , respectivemente se hace lo mismo con los otros sn

tisueros . Se ponen en sbsorcién toda la noche .

Lavedo del enticuerpo remenente .

Se centrifugen los tubos y se elimine el sobrensdante;
se leven los tubos seis veces con salina fris . En el Wltimo
levedo se‘ trete de eliminer todo el liquide que ses posi‘ble.
Se afieden dos gotas de amortiguedor de seline e cede tubo .

Elucidén p despegemiento del enticuerpo . _
Se eluye el snticuerpo absorbido a 56°C por 10 & 16 mi

nutos ; con agitacidn susve furente este perfodo .

Eapecificided del anticuerpo despegeado .
El elueto se pesa & uns pleca rotuleda debidamente y se
efi ede une gota de suspensién de eritrocitos 2l 2% de las células

indicedores correspondientes ,

célules A & 1le file "A®
célules B a 1e Tils “i®
célules 0 a le fila VK"

Se egige suevemente por diez minutos s 8¢ leen los re--

sultados microscopicamente . .
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V RESULTADOS:

Se presentan los resultedos del anclisis de sangre secs

pere los antigenos del sistema ABC y Rh-Hr . Tomendo en cuen

te
a)

b)

principelmente los siguientes factores ,
Tiempo de deteccidn .

Le disminucién de deteccidén del entigeno puede ser
atribuide a 12 degredecién e inneceesibilidad de los si--
tios antigénicos , lo Wltimo ceusado por le contreccién -
debide & le deshidretacién .

Por lo tento , el ndmero de sitios antigénicos por
superficie celuler de cede tipo de entigeno llege a ser -
un fector importente en 1l¢ detemminacidén de grupo sengui-
neo en menches de sengre yr envejecides y puede explicar
las diferencies de deteccién que se encuenirsn en le lite

raeture .

Substreto de la sengre .

El substerto utilizedo , por lo menos , en este es
tudio demuestre su importencis , ye que en telas sintéti-
ces el gredo de confizbilided de le téenice, no es acepts
ble .

In lr litereture , se presente discordencie con -=-
respecto a este factor , pues elgunos consideren que mo -~
hay variecidn en cuento a resultrdos . Mientres que otros
seflel:n que l: composicidn del subsirstio; pbr ejemplo: ny
lon , que tiene uniones de polismide los cueles interfie-

~,

ren en l¢ deteccidn .
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¢) Como yr se menciond enteriormente la himeded ayude & le
proliferecidn bacterianz , esto a su vez provoca une dg

gredecidén del glébulo rojo , alterando su determinecién

d) La tempersture junto con la himedad impide la determine

cién de los maercedores genéticos .
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ANKLISIS ESTADISTICO

" Pruebe -z- de Proporciones ¥

Donde: Po = 0.5 Qo =1 « Po = 0,5

8= P -~ Po

Po Qo/ n

Pera el slgoddéns Totel de muestres manchadas = 55 = n
Total de muestras tipificades = 43
P =43 = 0.782
55
Le Po se toms como el 0.5 del totel de muestras que -
deben de ger tipificedas correctamente perz que sec posible
seguir el estudio .

Z=_0,782 - 0,500 = _0.282 = 4.183
(0.5) (0.5) / 55 0.0674

Resultendo que la pruebas es muy confieble , ye que de

un valor srriba del 0,5 seiialado,

~

Pare les teles sintéticas : Total de muestras manchedes=145
Totel de muestras tipificedas=45%

P=45 = 0,30 Po = 0,5
145

2 = 0,310 = 0,500 = =0,190 = =4,576
(0.5) (0.5)/ 145 0,042
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Este velor indice que les teles sintéticas enelizadas
por lez técnica de ebsorcién-elucidén , no es confirble , yo -

que de un resultedo negativo .

-3 0 +3
Cuando P = 0,5 y 2=s0

Utilizendo la prueba de " % Proporciones " se snalizé
estedisticamente le confisbilided de le itécnice que se uti
lize en este trebajo experimentzl .

Observendo que se¢ tiene un »2lto por ciento de con--

fiabilidad cuendo €l substrsto es de elgodén .
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‘¥ .~ DISCUSION :

Se observé que pare los sntigenos del sistems ABO,
se detecten sin probleme heasta 10 semanrs de envejecimien
to , siendo el antigenc & el que m.enos se afectd .

Pare los antigenos del sistema Rh-Er , el antigeno
D fué detectable hests 9 semenss de envejecimiento , el -
entfgeno ¢ fué el que mostré un: mejor rerccién de positi
vidad con respecto a los demés antigenos del sistema Kh--
Hr ., Se .noté que la deteccién es afectada principslmente
por la tempersturs y hiimeded en que permenecen les rmeg--
tres . Por este motivo se sufiere que lc muestrs see pre~
servade en un ambiente seco , oscuro y libre de veriecio-
nes de temperature .

Tomando en cuente que el grado de individualize---
cién decrece répidsmente con el incremento de la eded de
le sengre seca , especielmente cuendo Se expone ¢ lg hime
ded amblentsl . Pero tembién le deteccién es une funcidn
‘de 1e sensibilided de las técnices enslftices sctueles ,

. mientres que la persistenciz es une funcién del rengo de
desneturelizecidén o degredacidén quimice de los mercedores

genéticos
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VI .- CONCLUSIONES .

Este estudio fué reelizado con el fin de syuder
en le investipgecidn forense , dendo los siguientes re-
sultedos .

o) Une nenche de sengre de mes de tres meses de secs -
no sirve pere detectsr los antizenos del sisteme Rh

Hr .

b) E1 substrato de slgoddén de un elto por ciento de ==
confisbilided , con respecto ¢ las teles sintétices

enplead: s en este estudio .

¢) Por Wltimo, se puede seflalar que la microtéenice di
sefiede es confieble en telss de slgoddén , tomando =
en cuente les condiciones embient:les a las que pue

de ester expueste entes de ser analizade ,
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