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INTRODUCCIÓN 

Lc1 dctcrn1inilción del grupo sanguíneo en la práctica forense aporta a los 

tribunales, en no 'pocas oc::a.siones, -elen1enlos de ·-prueba n1uy in1portantes 

tanto para scilalar si una nu1ncha de sangr~ recogida en el Jugar de los 

hechos puede provenir de la víctin1a o .bien del victirnario o con ·n1ayor 

certeza indica, que no puede haber anc1IOgfa entre la sangre encontrada y la 

de 1'"1 vfclin1a o la de su presunto agresor. 

En rnanchas de sangre seca, las células se han roto y por lo tanto las pruebas de 

ctglutinación directa no son factibles; sin e1nbargo los antígenos del siste1na ABO no 

se desnc1turalizan tan r'1.pida1ncnte por Ja sequedad y en estas condiciones 

perduran durante algún tiernpo y conservan la cc:1pacidad de con1binarse con 

,1nlicucrpos específicos. La forn1ación de estos cornplejos antígeno-anticuerpo es la 

base de lodos los n1étodos en1plec1dos en la detección de antígenos en el estron1a de 

las células rojas en rnanchas de sangre seca. 

El método tradicional de absorción-inhibición, fue utilizado para tal fin durante 

\.'ctrios afíos; este nlétocfo es n1enos confiable, si se le contpara con otras técnicas 

rn,ls recientes con10 lo es la de absorción-elución. 

Lc1 técnica de absorción-elución es actualn1ente la n1ás satisfactoria para la 

dctern1inación de grupo del sistenta ABO en n1anchds de sangre seca y tan1bién se 

reporta que puede usarse para el sisten1a l\.1N y para el sistenlct Rh. 
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Entre Jos .indicios que frecuentemente se producen durante la comisión de diversos 

delitos .. las 111anchas· de· sangre ocupan un lugar preponderante; de ahí la 

importancia de efectuar sobre esta evidencia física un estudio eficiente .. que sea de 

vcrda_derc1 utilidad para el escJarecin1iento de los hechos que se investigan. 

Son cuatro' los puntos cardinales que encierra la problen1ática de la hernatología 

forense: 

J. ¿Una n1ancha es o no de sangre? 

2. En caso de serlo .. ¿Cuál es su origen: hun1ano o anin1al? 

3. ¿.A qué grupo sanguineo pertenece? 

4. ¿De qué persona es? 

En el ,1f10 de 1900 Karl Landsteiner .. con10 producto de sus obser\1aciones .. 

cfetcrr11in.1 que cuando la sangre de· un indi~iduo es n1ezclada con la de otro .. podía 

c.111silr la fonnación de gránulos de for:rna irregular de células rojas y/o hen16Jisis y 

descubre lé-1 existencia de Jos grupos sanguíneos del sistenta ABO, que son hasta la 

fecha los grupos antigénicos de sangre hun1ana n1ás in1portantes. 

Landsteiner .. en colaboración con f\.1iJler., ciporta el método clásico de absorción 

p.irtl l,1 dctenn inación del grupo sanguíneo del sisterna ABO., en n1anchas de sangre 

sec•• en ·1925., rnétodo que es descrito por \Viener con el ·non1bre de Técnica de 

.t\.hsorción-Jnhibición y utilizado tanto para el sisten1a ABO., como para los 

.r-\ntígcnos Eritrocitarios rvtN. Un poco rnás tarde .. en 1939 en trabajos efectuados 

por \\'icner se descubre el Sistema Rhcsus (Rh). 

l:>ucos y Rcffi,1 en 1954., den1ueslran la presencia de este sistenta en sangre seca. (2) 

TESIS CON 
·.JE ORIGEN 

2 



CAPÍTULO 1 

ESTRUCTLJH.A DEL TE.JIDO SANGUÍNEO 

:ESIS CON 
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.CAPÍTUL01 

ESTRUcrURA DEL TEJIDO SANGUÍNEO 

L,1 5,1ngre- es un tejido líquido que circula ~ través del cuerpo. Es la encargada de 

transportar el oxígeno a todo el· organisn10 y de recoger el bióxido de carbono 

producido por Jos tejidos, para transportarlo al pulrnón y ahf can1biarlo 

nucvan1ente por oxígeno. Constituye aproximadan1ente el 8% del peso corporal. 

Est.'i forrnada por: 

J. Partículas sólidas, aproxi1nadan1C~nte en un 50%. 

iil) Eritrocitos, células sin núcleo que se presentan en cantidad de 4.5 a 5 rnillones 

por 1nilin1clro cúbico. En su 1nen1brana o eslron1a, se encuentran los antígenos de 

los grupos srtnguíneos, fosfolípidos, enzi111as, etc., y en su intel-ior contienen la 

he111oglobín.1, sodio y potasio entre otras sust.1ncias. 

En la 1nen1hrana del eritrocito encontran1os los antígenos de los grupos sangU.rneos 

t.unbién IJarnados aglulinógenos. El grupo antigénico rnás inn1uno~~,~~co_ es el 

sisterna r\.BO y le sigue el del sistcrna Rh ºD. 

h) Los Leucocitos o glóbulos blancos, en proporción de 5 a 10 rliil p~~ ··~ilimetro 

cü bico, están considerados con10 n1ed íos de defensa d~Í: ~:~~~-~l~~.~~: ~-P~Od ucen 

anticuerpos de varios tipos incluyendo antjcuerpos d~ gn.~¡~0 ~~-~~·~-~n.~O~· 
e) Las plaquetas o trornbocitos, en cantidad de _200 cl.:400.- n1il'' p~r n1ilfn1etro 

cúbico, p.1rticipan en la coagulación de la Sangre. (3) 

II. Fracción líquida o pla~.'.11~·-qu~ .. ~cupa e~ 55% de su. vol_un1er::a. Esta fracc.~ón 

contiene nun1erosas proteínas, precipiUnas, fibrinógeno~ albúminas, 

globulinas y sale~.: ~~gá~ica~. Desde 'nuestro punto de vista es importante ya 

que contiene ~nlre las- .proteínas: precipitinas, fibrinógeno, albúminas, 

globulinas, dentro. de las cuales están la IgG, IgM, IgD, IgE, e IgA y sales 

orgánic<ts. (3) 
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El suero es la fracción líquida que se obtiene después de la coagulación de 

la sangre extravasada y se encuentra por Jo tanto desprovista ·de 

fibrinógcno. 

Varias enzirnas (fosfoglucon1atasa, fosfatasa ácida eritrocitaria, adenil cinasa 

y 6-fosfogluconato dehidrogenasa) y proteínas (hentoglobina y 

haptoglobinas), se utilizan tan1bién'con fines forenses para tratar de 

individualizar una n1uestra de sangre por su frecuencia en la población. (3) 

Los clernenlos descritos en la sangre nos perrniten identificarla y efectuar la 

dcterin inación del grupo sanguíneo eritrocitario. 

TESIS CO~! 
. : ~]..LA. DE ORIGEN 
·~----

4 



CAPÍTULO 2 

H.ECOLECCIÓN Y EMHALA.IE DE LAS MUESTRAS 

DE SANGl{E 
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CAPÍTUL02 

RECOLECCIÓN Y EMBALAJE DE LAS MUESTRAS DE SANGRE 

"Lil in1prescindible protección y conservación del lugar de los hechos, debe 

entenderse con10 lil piedra fundan1ental de la investigación crin1inalísticau nos dice 

el c111inenlc crin1inólogo Dr. Rafael f\.1orcno Gonzálcz y rnás adelante aflade: uP.,1ra 

satisfacer tales exigencias es necesario que se hay,1 respetado el lugar, y que la 

evidencia se hayn fijildO, levantado y en1halado adccuadan1enle ... (4) 

A continuación, se harc-í. un relato detdllado de la n1anera correcta de lon1ar 

mucstr .. 1s de s .. 1ngre en el lug("1r de los hechos, después de que han sido 

adccuadarnente fij,1das ntcdiante la descripción escrita, la planifnetrfa y la 

fotografía. (4) 

l. En el caso de cncontr,1rsc sangre líquida en el lugar de los-hechos, debercí 

tornar.se con ayuda de una pipeta Pasteur o de un gotero y ~epositarla en 

un tubo de ensayo, litnpio y seco, al que deberá añadirse 1 n1L de solución 

salina estéril al 0.85% por cada 5 rnL de sangre. 

2. Si no se encuentra sangre fresca, pero sí coágulos, se ton~arán estos c.on el 

exlren10 de un aplicador de n1adera y se colocarán en el interior de u_~ tubo 

de ensayo, procediendo después con10 en el caso anterior. 

3. Si únicarncnle se loce:11izaran rnanchas de sangre seca en obj~los,só.frdos·,.se .. . ·•··.·. :· .. 
levanlctn'in con peq•uef1os frdgmentos de 2 x 2 cn1 de tela ~la~c~·y)in1j;_ia sin 

apresto, hun1edecidos con solución salina (0.85%). 
0

L~-: 1:-té·1~'~.s~·.'~·~6i~cará 
también en un tubo de ensayo, para su envío al lab~r~.t.~~Í~~\.~~-~··. otro 

fragmento de tela, preparado de la misma forn1a, se lomará una·. 'n1uestra 

control de una zona del soporte no n1anchada con sangre. 

4. Cuando las n1anchas se encuentran sobre cualquier tipo de tela, se 

recortarán porciones representativas de la n1ueslra, así como un trozo de la 

n1isma tela, que no se encuentre n1aculado con sangre. 

TESIS CON 
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S. Si se trata de ntanchas sobre vegetales, esto~ se_ rec1::>rlarán y se colocarán en 

el interior de un-sobre.·Una porción no·n1anchada.del vegetal·también será 

recogida en otro sobre. 

6. La sangre que se encuentre sobre tierra o arena deberá recolectarse 

tornando un trozo con1pleto del soporte, e1 que se depositará 

cuid,1dosan1ente en una bolsa de plástico que serc'\ colo-cada ·en una caja de 

cc1rtón ... ran1bién se tornará una ntuestra de tierra sin sangre y se ernpacará 

por separado. 

7. Si la rnuestra problerna se encontrara intpregnada en cabellos; éstos se 

tornarán con pinzas y se trasladará al laboratorio dentro.de pequcftas bolsas 

de ph'lstico. 

8. Fina Intente, ntanchas de sangre l?rese·n~es so~re el cuerpo de la víctinta y de 

las que se sospeche no pudieran ser orig~nad.~1~_,por.su propia sangre, serán 

tontadas canto se describe en el punto 3.- ·Adentás, se ton1arc-'\ s,tngre del 

cadí'\ ver, con el fin d.e con1pardrla con 1a-Cte laS n1arl:chas. 

Todas las ntuestras tontadas deberán llevar eti·~~etaS-'firn1erltente adheridas, en las 

que se anotarán los datos concretos del caso: 

l. Núrnero de averiguación o expedier:ite. 

2. Fecha y hora en que se levantó la evidencia .. 

3. Sitio de donde se recolectó. 

4. Naturaleza presunta del indicio. 

5. Nontbrc del investigador que realizó el levantan1iento y entbalaje. (4) 

La ntetodología crin1inalfstica utilizada e~.lá identificación de sangre, es acorde al 

método científico, esto es, la comprobación de Ja hipótesis de trab.tjo, mediante las 

siguientes técnicc1s: 

6 



·1.-TÉCNICAS DE ORIENTACIÓN 

a) Reacción de la-bencidina. 

b) Re,1cción de la fenolftaleina reducida. 

e) Reacción dé la leucontalaquita verde. 

d) Técnicas espectroscópicas. 

e) Técnicas de luntinol, para detectar manchas lavadas y/o 

decoloradas. 

2.- TÉCNICAS DE CONFIRMACIÓN 

a) Cristales de hen1ina. 

b) Cristales de hen1ocron16geno. 

3.- TÉCNICAS PARr"I. DETERMINAR ELÓRIGEN DE LA SANGRE 

a) Reacción de las precipilinas en ~ápil.ar. 

b) InrnurioelectrOfOreSis cruzadas. 

4.- DETER/\HNACIÓN DEL GRUPO SANGUÍNEO. 

a) En sangre fresca. 

b) En rnanchas de sangre seca. 

5.- DETERMINACIÓN DE ENZIMAS Y PROTEÍNAS. 

6.- TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR APLICADAS A LA 

IDENTIFICACIÓN FORENSE. (4) 

Uno de los problentas que con frecuencia se presentan en los laboratorios de 

crin1inalíslica, es el de determinar el grupo sanguíneo en sangre seca que se 

c..:-ncuentr~1 intpregnado en prendas de vestir o sobre la superficie de objetos 

relacionados con algún hecho de sangre. 

~':-~~ ~0~ \, 
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Cu,1ndo las nluestras de sangre seca se retienen sobre un buen soporte1 con10 son 

fibr.1s textiles, las partículas allí adheridas -conservan. eficienten1ente el- nl.alerial 

antigénico. 

La técnica de absorción-clución tiene con10 fundanlento un prinler proceso de 

absorción específica entre la nu1ncha problenl.a y su anticuerpo hon161ogo; después 

de que la absorción es con1plet.1, el excedente de anticuerpo se elinlina por nledio 

de l,1vados con solución salina fría. El cornplejo antígeno anticuerpo se disocia por 

c,1lcnta111icnto gcner .. 1lrncntc a 56ºC; el anticuerpo elufdo se pone en contacto con 

eritrocitos lavados de propiedades antigénicas conocidas; finahnente la 

11glutin.1ción indica la presencia de un antígeno de la 1nisn1a especificidad que el de 

l'1S célulns usadas con10 testigo conocido. 

Lcl técnica de absorción-elución es actualnlentc la rnás satisfactoria para la 

dctcrn1inación del grupo del siste1na ABO en n1anchas de sangre seca y también se 

reporta que puede usarse para el sisterna t\.tN y para el sisten1a Rh, aun cuando se 

tiene el inconveniente1 en el caso del MN, que sus antígenos son 1nás diííciltnentc 

detectables por la no especificidad y n1ala calidad de los antisueros disponibles y 

en el cc1so del sistenla Rh1 se requiere de nlayores cantidades de n1uestrd por tener 

que estudiarse el RhºD, otros grupos del sistenla y sus cinco subgrupos. (2) 

Lct técnicct de Clbsorción-inhibición debe de ser enlpleada de todas rnancras 

pctrc1lclan1cnlc a la anlerior1 para la dctern1inación del grupo en n1anchas de 

sc1ngrc, y por otra parte cabe señalar que es el procedin1íento de elección en las 

detcrrninacioncs de grupo en saliv,1 y líquido sen1inal, nuidos orgánicos en los que 

el ..inlígcno se encuentra en forn1a soluble. (2) 
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CAPÍTUL03 

Tl~CNICAS DE OIUENTACIÓN. CONFIH.J\IACIÓN Y 

DETEH.MINACIÓN PAl{A LA IDENTIFICACIÓN DE 

SANGRE 
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CAPÍTULO 3 

TÉCNICAS DE ORIENTACIÓN, CONFIRMACIÓN Y DETERMINACIÓN 

PARA LA IDENTIFICACIÓN DE SANGRE. 

L-Técnica de la Bencidina o de ADLER 

Las peroxidasils sanguíneas son catalasas que, corno su nontbre lo indica, poseen 

actividad catalítica (enzirnática) en las re,1cciones de oxidilción, ya que tienen la 

propiedad de descornponer el peróxido de hidrógeno u otros peróxidos orgcinicos, 

produciendo liberación de radic,1les oxhidrilos según Ja siguiente reacción: 

21-hOi -------• 2 H20 + 02 

El grupo hern de la hernoglobina posee es,1 actividad enzirnálica, .que puede 

c,1talizar la ruptura del peróxido de hidrógeno. tvlientras no estén pr~sentes 'otras 

susli1ncii1s orgánicas oxidantes, esta actividad de la hernoglob.ina, descontpone el 

peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno, que al re~ccionar.con la bencidina la 

oxidartin forn1i1ndo un co1npuesto intensan1ente azul. 

Nl-12~-~ NH2 ---'I"'-!"'2'-"0'-'2,_. 

+Hb 

Bcncidina reducida 

(incolora) 

Bencidina oxidada 

(azul) 

I 'ITSIS CON 
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La oxidación de la bencidina es utilizada con10 prueba presuntiva para la 

identificación de sangre. La técnica tiene una sensibilidad 1 :300 000 a 1: 500 000. 

(2,6) 

Un resultado ncgati\•o excluye la presencia de sangre; si la reacción es positiva 

requiere, con10 toda técnica de orientación, del en1plco de reacciones de 

confinnación ya que se pueden obtener falsas reacciones positivas con otras 

sustancias que tengan actividad sen1ejante a las de las pcroxidasas o bien con otros 

rnalcridlcs oxidantes: 

1 PLANTAS 

!\1anz.tnas 
.•\lbctricoquc 
Espclrragos 
Frijol 
1\cclg.1s 
Zarzarnor.1 
1\Jc,1chofa 
P.tp.-i 
Nabo 
Rcrnolacha 

Proccdin1icnto 

1 PRODUCTOS BIOLÓGICOS 

~lédulcl óse,1 
Leucocitos 
Tejido cerebral 
Liquido espin.11 
Intestino 
Hígado 
Pulmón 
Salh.·a 
!\loco 
Pus 

1 OTRAS SUSTANCL•\S 

I-Jcrrun1be 
Forn1ol 
Estiércol 
Sulfato de cobre 
Dicron1atos 
Perrnanganato de potasio 
Algunos blanqueadores 

llunu?deccr un hisopo con agua destilada y frotarla sobre la n1ancha problema. 

1\11adir al hisopo 1 ó 2 gotas de solución de bencidina, después de unos n1on1entos 

de observar que no dé coloración con ésta, poner la n1isn1a cantidad de Hz02 sobre 

c-1 hisopo. 

En caso positivo aparecerá rápidan1enle una coloración azul. (21 6) 

IT3IS CON' 
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Tl~CNICA DE LA FENOLFTALEL'J"A O DE KASrEL - MAYER 

Escncialnu~nt-: I~ rige el misrno P.~incipio que se ~c!-ialó para_ la rcncción de r\dl~r. 

o- o 

Ó 
,, 

I ~ ~-o- O c{/
0 

o=-
~(~.~ ... ·.OH-~" A 

o ~~ -<(J_· . • -z...., •o~ -e --<(d_" 
I . Ht.0'1 

OH Hb 

Fcnolflalcina reducida 

(incolora) 

La diferencia cslribíl en que: 

Fenolftalcina oxidada 

(rosa) 

.1) La fcnolftaleina debe ser reducida previantentc a fenolflaleina incolora y 

este rcclctivo, por su ~abilidad, debe ser guard.1do en refrigeración en frascos 

~írnbar. 

b) Se lr;;1baj11 en 111edio alcalino en vez de n1edio ácido. 

e) Se pfcctuará un calentarniento previo a 100ºC dur.1ntc un rninuto. 

Esta lécnkn de la fenoflaleina r~ducida ~s n1ás sensible que la de la bencidina, 

si,•ndo cst" sensibilidad de 1: 1 000 000 a 1:"10 000 000 ( 2, 6) 

Proced i 111 icn to: 

1-Jurncdcccr un hisopo con s_olución salina, frotar I,1 muestra problen1a y pasarlo 

.t un tubo de ensayo con 2 n1l de la n1isn1a solución, calentar un n1inuto a 100ºC, 

c111.1dir unas gotas de reactivo, esperar unos segundos y agregar agua 

oxigenada. 

En c,tso positivo se obtendrá una coloración rosa brillante. 

-~.:.~-J --¡ 
1' ALl.A DE ORIGEN 
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TÉCNICA DE LA LEUCO:\V\LAQUITA VERDE 

Se lMsa, al igual que las anteriores, en unn reacción de oxidación y reducción. 

La estructura quírnica de esta sustancitl recuerda a la de la fenolftaleina. El prefijo 

uLcucon se refiere a la (orina reducida incolora de la rnalaquita verde. 

(11u·••l,>r,1) 

EJ 
0-l~+<-•-

c~--·-.. · .. ·N("<-H:;).,_ 

f\.lillm.1uitd vc~Jl.! o:athJadd 

(\'erJt..•) 

Como en el caso de la fenolftaleinn, la for11111 leuco puede ser o'xidada·por la acción 

de l.1s pcroxidasas ·para dar la forrna oxidada de color "·erdc. Esta técnica f~c 

rPport.11:.l,1 por Hunt, quien ·scñnlcl que (,1 C'ncontró 111c\s confiable para sangre, 

.u1nque rncnos sensible que la de la be':lcidin.1 ( 17). 

Procedin1iento. 

Ld mancha sospechosa, se levanta con un hisopo humedecido en agua destilada y 

se le .1grcgan unas gotas del reactivo rccienterncnte preparado. 

En c11so positivo se observará una coloración \'crde. (2, 6) 

'J'1\SIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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TÉCNICAS ESPECTROséóPICAS . 

, ( 

Estas técnicas pern1iten poner en rnanifiesto,- inediante espectros de absorción, la 

presencia de hen1oglobina- )~/o _<de )il~·~·!l~~S .·>~t~. s.us --«~erhhldos, en n1anchas de . - . ~" - " 

sangre. 

La hen1oglobina diluida en _a&~a '{6xil~~-.:J~cig1,;b_in~) tiene 2 bandas_ de absorció-ri en 

la zona del espectro visible.·_cU)·?·~::-~u\_~Ín1'?~ se .encuentTan_ a 575. y ·3~0- nn1 

respectiva n1ente; ·así con10 la · __ b~-nd~ __ de Soret, Úpica de los d~rÍvad_os -po.rfirfnicoS, 

próxin1il a Ji.1 región del ultravioleta, qt.Je,para la he111oglobina se e_ncuesitra a 412 -

11111, siendo esta banda ntucho !1tás ancha que las dos prhneras. 

En l,1 invesligilción crin1inalislica, no es suficiente con obtener.~· espectro. de la 

oxihen1oglobina, sino que es necesario son1eter la n1uestra ·a una 111archa eSpectraL 

En la pnictica íorense cotidiana en el laboratorio de 1.a Procuraduría General· de 

Justiciil del l)istrilo Federal, se ha contprobado que una n1ancha es rje_sangre con 

una rnctodología espectroscópica n1ucho n1ás.simpl~ Y. rápida:-Proc::edieÍl-do con10 

sigue: 

l. In1prcgnar un pequeño trozo de 5 x 5 n1n1 'de tela de color bl~n.co lin1pia, sin 

apresto, con la n1uestra problen1a. 

2. Colocar la n1uestra así obtenida en el tubo de ·ensayo -Y anitdirle 5-mL de 

agua destilada, dejándola reposar durante 10 n1inut<:>s 'p~ra·_log~ar una 

eficiente extracción, pasado este tien1po, filtrar. 

3. Efectuar un barrido espectral en Ja zona del espectro visibl~, ~e.obtendrán 3 

bandas de absorción: 2 finas a 575 y 540 nn1 y una ~itnd~:.,a,,-é):~~:.·~--."~j'2 -~~1, 
este espectro corresponde ct la oxihen1oglobina. ~ ~~t· '.-<··:-~<:;·:_ .. ·· 

4. Efectuar nuevamente la extracción de la muestrai ~roblen~~-·~ó·~-~:~~-<·i~~ica 
en el punto 2, pero utilizando en lugar de. agua destilada, 5- mL -de una 

solución de ferrocianuro de potasio al 0.5%. Al realizar el barrido espectral 

en la región visible, se obtendrá una banda a 630 nn1, banda que 

corresponderá a la n1etahen1oglobina. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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5. Sobre la n1isn1a celda de ··muestra, afiad ir unos gré'inulos de cianuro de 

potasio; al efectuar el registro espectroscópico, dcber.'i desaparecer.Ja banda 

de la longitud de onda correspondiente a 630 nn1 y se obtendr.'l una banda a 

540 11111 debida a la forn1ación de cianomelahemoglobina. 

Para estas dclerrninaciones se utiliza un espectrofotón1etro ultra violeta-visible de 

doble h,1z provisto de n1onocrornador. (2, 3) 

TESIS CON 
.7.~:._,:.A DE ORIGEN 
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TÉCNICAS DE CONFIRMACIÓN. 

l. CRISTALES DE HEMINA O DE TEICHIVIANN 

La hcrnoglobina, cuando es tratada con i'icido ac~lico, se separa inntedinlantente de 

las proteínas y del grupo prostético. Durante la hidrólisis la globulina se 

dcsnaturalizíl. 

l...t oxidctción del fierro del grupo hen1 se efectúa 111,"\s rápidan~erl.te ·en n1edio ácido 

que l."'11 inedia alcalino. Si está presente un halógeno i':'orgánico co~to el cloro, ·se 

fonnarán cristales insolubles de cloruro de ferriprolopor"firina o ~ientina: 

C 16 H:;O. S, •• ,.. OH 

"'º 1 -, cu, 
Ct1:;coe.t1 1 J /I¡ 

e• •--->- ~-•· .. :..!...-' 
11·•.~1 JIOCICH2CH:C-(~t-llt'll: 

l,ron~di111ie-nto: 

tL_...--~ -
lloocu, c111 c! __ Cll_ .u·i 

Cloruro J~ fcrdp:-otoporfidn~1 ( hc1nina) 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

1. Colocar In n1uestra problcnta en el centro del porlc1objetos y poner encinta 

de ella un cubreobjetos. 

2. Deslizar entre el portaobjetos y el cubreobjetos, por capilaridad unas gotas 

del reactivo de Teichn1ann. 
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3. Pasar por flan1a lentan1ente y a baja ten1peratura el portaobjetos hasta 

evaporación. 

4. Dejar enfriar y observar al n1icroscopio. 

En caso positivo se observarán c.ristales ron1boides de color café oscuro de 

nproxin1acfan1cnte 1 a 20 n1icras. (2, 6, 7) 

PRUEBA DETAKAYAMA (HEMOCROMÓGENO) 

Tanto la ferroprotoporfirina con10 la ferriprotoporfirina tienen la propiedad de 

con1binarsc con otros compuestos nitrogenados por rnedio de la globul~na~ 

Tales co111pucstos incluyen otras proteínas, hidróxido de arnonio, cianuro, nicotina, 

piridina y los productos resultantes se llantan hen1ocron1ógenos. LOs cristales 

pueden for1narsc tanto en ntcdio ácido canto alcalino; sin en1bargo, el reactivo de 

Takayan1a es de naturaleza alcalina. 

El hidróxido de sodio efectúa una hidrólisis alcalina, liberando el grupo prostético 

de la globinc1; el fierro del hern en este n1on1ento se encuentra como ión férrico 

(Fc+3) debido e:1 la forntación de n1etahen1oglobina en el proceso de desecación de 

J,1 n1ancha de sangre. La carga (Fe+3) del fierro se neutraliza en el ión -OH. 

Calentando la glucosa (a azúcar reducida), se reduce el ión férrico a ferroso (Fe+2) 

y la piridina se contbina con éste para forn1ar un producto cristalino insoluble: el 

hen1ocro1nógeno o piridinferroprotoporfirina. ( 2, 6, 7) 

La prueba es n1.'i.s sencilla y sensible que la de los cristales de he111ina y no se dan 

falsas reacciones positivas. 

Procedimi<?nto: 

a) Colocar una pequeña cantidad de ntuestra problen1a entre un portaobjetos y 

un cubreobjetos. 

TESIS CON 
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b) Deslizar por capilaridad unas gotas del reactivo entre portaobjetos y 

cu brcobjctos. 

e) Pasar por flan1a el portaobjetos a bilja ternpcratura durante 30 segundos. 

d) Observar al 1nicroscopio. En caso positivo de observarán cristales 

ron1boidales de color rojo al derredor de la rnuestra. (2,6,7) 

N.10H +GLUCOSA+ PTRIDINA
1 111-:M 

H3C CHCH2 

Piridi11fcrroprolopor-lirina 
Hcznocrornógcno 

ir::s~s eo~ ' 
li'~l.:__/·. D~ ~rtiEFE"i1_1 

;.....-----~---- -- .. - . -·-···· 
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TÉCNICAS PARA LA, DETERMINACIÓN DEL ORIGEN 

HUMANO DE LA SANGRE 

La técnica de elección para d~tern1iÍlar, ·si una n1ancha es de origen huntano, es la 

reacción de las precipilinas descubiertas en 1900 por Uhlenhuth. 

Las rnoléculas del anticuerpo (inn1unoglobulina) reaccionan con el antigeno 

(proteína soluble) paril forn1ar un precipitado fáciln1ente visible bajo condiciones 

de luz apropiadas y a las concentraciones equivalentes de anligeno y anticuerpo. 

Est,1 re,1cción antígeno - anticuerpo está influida por varias fuerzas interaCtUando 

entre los factores rcaccionantes con10 son: las fuerzas de''ª" der V\1alls, puentes de 

hidrógeno, interacción de dipolos, atracción de los anlfgenos no polares y la 

superficie del nnticuerpo, y la atracción electrostática. La reacción rnisn1a tiene_ 

lug,1r en v,1rias etapas. Inicialrnente se forn1a un con1plejo antígeno-a~ticuerPo 

soluble; conforn1c la reacción prosigue, ese complejo en1pieza a unirse y fo~n~a una 

tupida red con1pucsta de n1oléculas de anticuerpo bivalente· Y,· molécU.la-5 de 

antfgeno polivalente. Esta forn1ación crece rápida111ente forn1~nd_~-par_~!c~~-~s-del . _. ._,._,, 
tarnaño suficiente con10 para ser insolubles y formar un prec_ipitado' visi~Ie. 

Pclra que la re,1cción se lleve a cabo se requiere que la concentrac~ón __ d~(~~tlg·eno )~ 
del ,111licucrpo sean equivalentes; un exceso de alguno de l~s -~~~~p~6~-~~Y~á- un 

~~:~:::7ó~e~:~~=· efectuarse observando Ja interfase entre Jos dos Jiq:;do1<n un 

tubo de ensayo o en un capilar; también puede hacerse sobre s~···,.;o~-~-~'~dú;"del 
fenórncno de difusión entre las partes reaccionantes, o bien -p~~~:c;,·~:~ri\él'?dº de 
electroforesis. La técnica deberá ser elegida según las necesidade~ )/ r;6sibÍlidades. 

La técnica de prccipilinas en tubo o en capilar, tiene la ventaja de ser ráp.ida y 

sencilla pero es necesario tener una muestra transparente. En ella debe efectuarse 

una cuidadosa estratificación en donde la capa de la solución del antígeno se 

encuentra sobre la preparación del anticuerpo. 

TESIS CON 
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La precipitación sobre gel tiene ia ventaja de poder·realizarse con_ el-extracto de 

una rnancha de sangre aunque éste sea turbio, requier_e·de n1uy~pequeña cantidad 

de 111ucslra, pero tiene con10 desventaja el emplear varias horas para que se_efectúe 

la difusión. 

Lét técnica clectroforética tiene la ventaja de acelerar la· cÜf~siÓn sob~e el g~I y por Ío 

tanto disntinuye el tien1po de reacción aden1ás de ser n1tis=s"ensible'que las otras 

técnicas, pero requiere de un equipo nu\s costoso. (2, ~) 

FACTORES QUE AFECTAN LA REACCIÓN DE LAS PRECIPITINAS 

Son v,1rios los factores que pueden afectarla: la eda.d_ de la 111uestra; su exposición 

,1) aire, ,, la luz solar, a la hun1edad y a las altas te1nperaturas, el grado de 

putrefacción y la conta1ninación por con1puestos químicos, tales con10 detergentes . 

.1-\den1ás la reacción debe efectuarse en condiciones óptin1as de ten1peralura, de 

pI-1, de solubilidad de la muestra y de dilución del extracto obtenido de la muestra. 

Especialn1cnte la edad y la putrefacción causan degradación de las proteínas de la 

sangre; la exposición al aire, a la luz solar y a la_ hun1edad, a n1enudo producen 

can1bios por oxidación. 

Un efecto observado a n1enudo en las manchas de sangre, es que cuando ha sido 

calentada, se requiere una gran cantidad de tien1po para disolverla, la 

precipitación es escasa y el tien1po de reacción se alarga y ello es debido a lo 

vulnerable que son las precipilinas al calor, el cual las desnaturaliza. 

El lav,1do de ntanchas de sangre con agua que contenga jabón o detergente 

interfiere las reacciones positivas. 

Es in1portante señalar que las proteínas séricas de una mancha de sangre seca son 

las responsables de las reacciones positivas de la prueba de las precipitinas y que 

algunos otros productos biológicos de origen humano también dan este resultado. 

El extracto de la n1ancha de sangre debe tener un pH casi neutro y la prueba debe 

de llevarse a cabo a la temperatura del laboratorio (aproxin1adan1ente 22ºC). 

TESIS CON 
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Los cxlrilctos deben prepararse en el n1enor volun1en posible, procedin1iento que 

para illgunas n1uesl-ras requieren·de 24 horas en refrigeración. El tiempo adecúado 

depender,'\ de las condiciones de. la n1uestra y el Ululo de la dil1:1ción deberá ser 1 : 

1000. 

TÉCNICAS DE PRECIPITINAS EN CAPILAR 

Reactivos 

l. Antisucro hun1ano precipitatite. 

2. Solución salina fisiológica: 

Proccdirniento 

Tornar un pequeño fragn1_enl~ d~.1~ ... nt~ncha y extraer ~n un tubo de ensayo de 12 x 

75, con unas gotas de solució~ sal~na ~isiológica; el tien1po requerido dependerá de 

l,1 naturaleza de la n1ancha; norrnaln1enle se requieren de 1 a 2_ rninutos. Si la 

solución está turbia es co':':-veniente centrifugar y utilizar el sobrenadanle. 

Dos gotas del extracto diluido se colocan en un tubo capilar (de tal forn1a,que el 

liquido hun1edezca la pared del tubo por lo cual es preferible hacer esto con el 

c.-1pilar inclinado). Una cantidad igual de antisuero se absorbe en el n1isn1o_capilar 

de n1ancra que quede abajo del extracto de Ja n1ucstra. El tubo ·se -fija 

perpcndicularn1ente sobre el soporte. La observación se hace con·luz-in_dir~cta y 

sobre fondo obscuro, la aparición de un anillo de precipitación en la int~rfase de 

los dos líquidos indica reacción positiva. 

El resultado se considerará positivo si la precipitación aparece antes de 20 n1inutos, 

después de ese tiempo el resultado deja de ser confiable. (2, 8) 
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Recornendaciones: 

- Es conveniente una vez hecha la extracción, determinar el pH con papel 

indicador, si la reacción no es neutra, neutralizar con hidróxido de sodio NaOH al 

0.1 %, si l.a reacción es ácida hasta lograr un pH neutro, o con ácido clorhídrico al 

0.1 % si es alcalina. 

- Si existen partículas en suspensión o turbidez, la n1uestra deberá centrifugarse 

hasta obtener un líquido transparente. 

- La dilución de la n1uestra problen1a deberá tener una concentración 

n1isma que se controlará con un testigo a la 1nisn1a dilución. 

- No se rccon1ienda hacer la extracción en medio tibio o caliente. 

1000 

- En cuanto al antisuero precipitante aun cuando pueda ser preparado en el 

laboratorio, es preferible obtener productos con1ercialcs ya que estos._anti~ueros 

están av'"1lados por un estricto control de calidad. 

TRSIS CON 
FALLA DE OPJGEN 
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Tl~CNICA DE INMUNOELECI'ROFORESIS CRUZADA PARA 

IDENTIFICAR SANGRE HUMANA 

Esta técnicd inntunoqufrnica se basa en las reacciones que se efectúan entre un 

antígeno que ernigra anódicantente y un anticuerpo que e1nigra hacia el cátodo 

durante una electroforesis. Sobre una placa de agarosa ·se hacen horadaciones en 

pares; el antígeno (seroalbún1inas, alfa y beta globulinas) se colocan en una de ellas 

y el anticuerpo (gan1n1aglobulinas) en la otra; una vez terntinada la electroforesis 

ap11reccn bandas visibles de precipitación entre las perforaciones pares de los 

rnalcrialcs proteínicos específicos. 

MATERIAL Y EQUIPO 

1. Cámara de electroforesis. 

2. Fuente de poder con control de voltaje hasta 500 V, 20 ma y control de 

lientpo. 

3. Puentes de papel filtro u otro material .absorbente. 

4. Perforador y extractor _de gel de.;a-proximadan1ente 2 n1n1 de dián1etro. 

5. J\1icropipetas graduadas .. 

6. Portaobjetos desgrasados y pulidos. 

H.eactivos: 

1. Suero antihumano completo. 

2. Agarosa. 

3. Ácido dielilbarbilúrico .. -

4. Barbital sódico. 

S. Lactato de calcio. 

I~! -~ :':0-~1 ' ~ .<_: ..JlJ..l . ._, ·-'-. 

1 
r··¡- • · · ~ 1 i 

·- .. ~ ~ !.\ .. · ll' ·~r-: 1 ,; '• .. · ........ ~ ~' t: ..... -·· ~ _, ·. 
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Proced i n1 ien to: 

l. Colocar en uno de Jos con1partin1ientos laterales de· Iá cán1.ára ... de 

electroforesis 100 mL de Buffer No 1. (ver apéndice) 

2. Colocar los puentes de papel filtro u otro nlaterial absorbentE;? adecuado en 

los co1npartin1ientos laterales. 

3. Preparar el extracto de la n1uestra o n1uestras problema., sUsPen.diéndoles 

un mínimo de 5 minutos en el Buffer No 2. (v.er apéndice) 

4. Colocar nluestras problen1a., antisuero. y ·testigo con10 se ilustra a 

continuación., colocando e'n cada horadaciÓ~ de.·8 a-,10 '11icr~Ú:troS. 
5. Una vez aplicadas las n1uestras contra s~··~~t-iS·~~;o esP~:~·Í.fiC~., se coloca la 

placa en la cán1ara ~e electroforesis, poniendo especial atención en que la 

polaridad sea correcta. 

6. Trabajar a 150 V durante 45 n1inutos. 

Cátodo - Ánodo+ 

Interpretación: 

Una vez tern1inado el periodo de corrin1iento progran1ado, observar y en caso 

positivo, las bandas de precipitación se harán visibles en la zona comprendida 

entre el antígeno y el anticuerpo.(2,8) 

. i.: .. 

I
r : • · . _ ~ .:~, '._·.~ P. .• i : -~ I~. i".f 
t .....:..::.::.: .:, . .• ~ . . - . 
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CAPÍTUL04 

DETERMINACIÓN DEL GRUPO SANGUÍNEO 

EN EL SISTEMA ABO 

El estudio sislcn1álico de la cornp~Sición ·de. la 11:1en1brana ·d:e ;los· eritro_citos, el 

hallazgo de las diferencias existentes en ·dichas estrücturas _de .. nién1brana y. ta'S 

consecuencias debidas a esa diversidad de t;ansfusiones sa;,·gurn~as,' -¡-09~ _eÍto se 

debe a Landsleiner. 

Landstcincr, inicie\ en 1901 un estudio riguroso al nteZcla_r. p(asnta-y~~~~,¡~~0.Cit_~s-·de 

diferentes colaboradores, analiZando la existencia de aglu-~inació~;~; l~;:.9~~)~,ll~va a 

clasificar en grupos los diferentes tipos de sangre. 

En 1928, la Con1isión de Higiene de la Sociedad de Nacio~~~ -Ú~id~~:.-~cepla la 
" __ ·_ '·' .:. ,. 

nornenclalura que hoy en día se utiliza para el sistenta ABo;-~_Có'riOCid~ tan1bién 

con1ú111nente con10 grupo sanguíneo .. (l) 

.t.\. p¡¡rtir de los estudios de Landsteiner1 durante la prirnera _n1itad del siglo XX1 se 

ha avilnz,uio en el conoci1nientos de otros con1po1,1entes antigénicos de la 

n1e1nbrana del crilrocitos1 estableciéndose nun1erosos· sisten1as eritrocitarios que 

hoy nos pcrrniten evitar-cualquier reacció_n :e.fe i~compatibilid~d al poner en 

contdclo dos tipos de sangre. (tabla 4.1) 

Conceptos generales 

.l\.nlígcno critrocitario: es toda estruc_tura: Pr~sente en- la' n1en1brana del eritrocito 

que reúne las características neCesarias _(tan1año/con1p.lejidad1 etc.)_·para que al 

ponerse en contacto con las células inn~unocontpetentes de url_~isten1a inn1u~itario 
que lo rl'conoce como extrario de lugar a la activación de dichas células. Una de las 

respuestas producidas por la célula activada es la formación de anticuerpos. 

Los antígenos erilrocitarios pueden estar en la ntembrana del eritrocito adheridos o 

forntddo parte integral de ella. Si forn1an parle integral de la n1en1brana1 suelen 

TESIS CON 
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estar n1enos accesibles para conectar con los receptores específicos para antígenos 

de las células in1nunocor11petentes, disminuyendo por este n1otivo su capacidad 

anligénic.,i. 

-

Tabla 4.1 

Principnles sistemas anligénicos erilrocilarios 

con sus correspondientes alelos. 

Sislcrna Antígenos r\i'lo dcscubri111icnto 

ABO A1,t-\4B,O 1900 

l'.INSs lvl,N,S,s 1927 

p P1,P2 1927 
--~ 

!{h D,C,E,c,e 1940 

Luthcr11n Lu·1,Lu" 1945 

Kcll K,k 1946 

Le\vis Le·1,Lc1• 1946 
--

Duffy F~"·,Fy" 1950 

Kidd Jk·•,Jk" 1951 

l~iego Di·1,Di" 1954 

C.trh'\·right Yt·•,Yt1' 1956. 

1 l,l 1956 

Xg Xg" 1962 

Dornbrock Do·1,Doh 1965 

Colton Co·1,Coh '1965 

L.i Cclpd.cidad antigénica depende t.11nbién del nún1ero de veces que se repite el 

antígeno en Ja 1nen1bran,1 del eritrocito. Esto se llanta densidad de puntos 

.intigénicos. 
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Algunos .1nlígenos eritrocitarios se encuentran aden1ás en otras células y en 

secreciones. (1) 

Los ,111tígenos de los grupos sanguíneos son glucolípi.dos. Pe1re1 cada grupo se 

conoce el azúcar inn1unodon1inante al que se ~ebe Ja especificidad ínn1unológica. 

Se trati1 de la N-acetilgaJactosaniina para el grup~ A y la-galactosa para el grupo B. 

Es evidente que Jos azúcares que diferencian estos ·grupOs. sanguíneos no son 

productos pri111arios de Jos genes ABO. 

En la n-acetilgalaclosa1niniltr.u1sferasa y la gal~ctosillr~nsferasa, las cuales 

transportan los azúcares n-acctilgalactosan1ina o gal~ctosa sobré un ""aceptar"' que 

es la sustancia J-1 (de Ja cual un azúcar inn1unodon1inante es Jc.1 fucosa) está 

consider,1di1 por un gen 1-J situado en una uni.~ad gen.:?tica I-Ih 

indcpendicnlcn1cnte de Jos genes r\BO. (8) 

A los 0:1nlfgenos critrocitarios se les puede llan1ar facl-~re~, cuando varios factores . . 
son regulados por una serie de genes interelacionado's, 'rOrn1an u_n sis_lcn1a. Eje111. 

SislcnH1 .1\BO, forrnado por los factores A y B. 

Siste1na Rh, forn1ado por Jos factores D, C, E, 

SUSTANCIAS QUE COMPONE'.'1'EL~~~TEl\1A ABO. 

El sisten1a ABO, está cornpucsto por 10S';-a1~it~úge~Os.::.-A\y--·n~'..;·qu·e puc_den estar 

presentes en la n1er11brana del eritrocÍ.~6/~~)~'.t~~-~~{·.~·ér-~l~s~:y~:~'i;i ~·~~d~~~io·n~~ (saliva, 
t.•.\·.''':·;~--'~<-"';)',···.~:\··?.:~. )_'~.1-<::·:': . ',: ,': ... - . . 

líquido .in1niótico, líquido sen1inal, Ctc:), ~~ependiendo_s·u ~xist~ncia y ubicación de 

un control genético. ,. .·· .. :-~<~ ·/~;~.-> 

Lt1s sustancic"lS .L\ y B, en1piezan a.f~r!1~·-~~~~--·~~,J~~-P~in1eras sen1anas del desarrollo 

felCll, pero no adquieren toda._s~_-/~~:~~~~~~: .i~~-~~ogénica hasta pasados varios 

meses, incluso ·rs-20 meses después del~parto. 

TESIS CON 
F:u.LA DE ORIGEN 

26 



Esto es debido a que el número de veces que se recibe la sustancia ~n. la n~en1brana 

del eritrocito al principio es reducido, adquiriendo·su··densidad rnáxin1a de una 

forn1,l paulatina. La densidad de estos puntos anl-igénicos para las sUstancias A y B 

puede llegar hasta un 111illón por célula. 

En su con1posición poden1os diferenciar 2 partes: una forn1ada por oligosacáridos, 

donde se presentan las variaciones antigénicas y otra n1enos conocida, que 

poden1os llarnar soporte, fonnada por gluc::.oprotcínas, cuando el antígeno se 

l~ncucntra en secreciones, o por glucolípidos cuando está fijado a la n1cmbrana de 

eritrocitos, leucocitos u otr,1s células epiteliales o endoteliales. (1) 

FORMACIÓN Y CONTROL GENETICO DE LAS SUSTANCIAS A Y B 

Los ,111tigcnos que con1ponen el si.sterna ABO y .el·'-si_~ie~n_a Le\vis proceden de 

sustancias precursoras rnuy sin1ilares. 

f-lay dos tipos de sustancias precursoras: ~ipO 1y,Tipo11. 

Tipo I tiene todas las uniones cntr~: ~~~ _n1'~no'Sa~ár~dos por los carbonos- en 

posición J y 3, y el soporte forrnado por glucoprot~fnris tan1bién es el origen 

del sistcrna de Le\'lids. (1) 

Tipo JI tiene todas las uniones entre los n1onosacáridos por los carbonos en 

posición -¡ y 3, 111enos la existente entre la N-acetilglucosarnina y la 

g.1J0:1ctosa final, que se produce entre Jos carbonos en posición l y 4. El 

soporte est,1 formado por glucolípidos. (Figura 4.1) 
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Ficum 4. t Sustancio1s prcc.·ursorus tipo 1 y 11 

Sobre cstds sust,tnciétS van a actuar una serie de enzin1as transferctsas controladas 

por genes que se encuentran en el cron1oson1a 91 dando lugar a distintos 

cornponentes de los sisten1as ABO y Lewis. 

Los genes que controlan el sisten1a ABO son: 1-f, A1 By Se. 

Los genes A y B son codominantes entre sr y don1inantes sobre O. 

La sustancic1 precursora tipo 11 es el origen de los antigenos A y B unidos al 

eritrocito y otras células. 
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El gen t-\ controla la íorn1ación y acción de un N- acctilgalactosan1iniltr:-~nsíer;1sa, 

unicndose una N-acetilgalactosan1ina a la sustancia I-I; así se forn1a la sustancia ·A. 

El· gen I-I controla la íorn1ación y acción de uiia íucosilt-ransferasa dando lugar' a la 

unión de una fucosa a Ja galactosa final de la ·sustancia precursora de tipo' II, 

fonnándose la sustancia H. 

El gen B controla la forrnación y acción.de una galactosiltransferasa, uniéndose una 

galactosa a la sustancia 1-I, con forn1ación de la sustancia B. 

Si en la dotación genética no· se encuentran Jos genes A y B, por ser hon1ocigótico 

00, sobre el he1nalfe no habrá sustancias ni .A ni B, ya que el gen O, gen n1udo, no 

controla ninguna transferasa que actúe sobre la sustancia I-1. 

Los hen1alíes que tienen los ilnlfgenos A y B poseen n1enos cantidad de sustancia H 

en su n1cn1bro:1na que los hen1alfes carentes de dichos antígenos, ya que parte de Ja 

sustancia 1-I se utiliza en la forrnación de los antígenos A y B (Figura 4.2). 
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FigurJ 4.2 Form~ldón de susldnci..is A y B a p..arlir del nen H 
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En lrl especie hunu1na, sien1pre que no existan alteraciones genéticas las sustancias 

precursoras y la sustancia 1-I son isoantígenos, ya que las posee": todos los 

individuos de la especie. Sin ernbargo, las sustancias A y B son aloanlfgenos por 

que no se encuentran en todos los individuos pertenecientes a dicha especie. 

Existen otros genes n1enos conocidos (genes Z,Y) que n1antienen fijos a los 

antfgenos H, A y Ben la membrana del eritrocito. ('I) 
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Si en la dotación genética de un individuo existe el gen Se (de forn1a hornocigótica, 

Se/Se, o heterocigótica, Se/se, este gen controla la forn1ación y acción de una 

fucosillransferasa, uniéndose una fucosa a la gal~ctosa final de la sustancia 1-I, 

sobre la que pueden actuar los genes A y/o B con forn1ación de sustancias A y/o B 

en secreciones. Por lo tanto para que Un indiViduo sea secretor de sustancias A 

y/ o B, necesita poseer el gen Se de forn1a hon1ocigótica o heterocigótica. 

ANTICUERPOS DEL SISTEMA ABO 

.Al né-1ccr, una persona posee en la men1brana del eritrocito, los nntfgenos que le 

corresponden dependiendo de la dotación genética. 

En su plasn1a no existe ningún tipo de anticuerpos respecto a las sustancias A y/o 

B, pero enseguida y de forn1a paulatina, se inicia la forn1ación de anticuerpos 

contra los antfgenos hcn1áticos que ella "'? posee. Estos anticue~p.os se denon1inan 

naturales, y se forrnan con10 respuesta a sustancias .que se encuentran en la 

n1en1brnna de deterrninadas bacterias, neun1ococos o que forn1an parte de algunos 

jugos vegetales. (1) Estas sustancias son n1uy parecid.as_ a los antígenos que 

cornponen el sisten1a ABO. Los anticuerpos naturales reaccionan con antígenos A o 

B por reacción cruzada, son preferenten1ente ~e tipo IgM, no ":travieSan la 

plc1ccnta, se les denornina tan1bién completos o agr"utinantes porque,~al urlirse 'al 

eritrocito, lo aglutinan con facilidad en n1edio salino."(1):. 

Los títulos de anticuerpos naturales Anti-~ o :f\nti-~- -p.~éde.~ _va~~ar;:~ 1~}~.~go. de la 

vida. En térn1inos generales, sangres tipificadas·con1.0 O, ti~nerl'títul~s de Anti-A y 

Anli-B naturales mas altos que las de los grupos A y B. 

Cuando los eritrocitos tipificados con10 A, B o AB se transfunden a otra persona 

que no posea algunos de estos antígenos, el sistema inmunocompetente de ésta se 

cslin1ula forrnando anticuerpos contra et antígeno desconocido. 
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Este tipo de anticuerpos se llaman inn1unológicos, ya que el eslin1ulantc es 

pcrfcctanH?nt~ conocido _y_ la unión antígeno anticuerpo no tie_ne lugar por rencción 

cruz;;1dn, Ja n1ayoria d~ estos anticuerpos inrnunológicos son de tipo IgG y 

ntraviesan la placenta. Se les dcnon1ina tan1bién incompletos porque pan1 

dctcctclrlOs en el ,laboratorio es necesario facilitar In aglutinación de diferentes 

forn1as, .ya que _en· rnedi~ salino no se consigue. Es i111portante diferenciar entre 

antic~crpos Anti-A y Anti-B naturales e inntunológicos. (1) 

GRUPOS Y SUBGRUPOS DEL SISTEMA ABO 

El sistentn .1\.BO está constituido por cuatro tipos de grupos, corno se observa en la 

figur" 4.3 

ANTIGENOS Y ANTICUERPOS DEL SISTEfvlA ABO 

GRUPO 

SANGUiNE<.l 

A 

"'' 

El.HEMATI!- 1-N 1-1 .._UEko 

,\ Antz A 

H ! Anl1-H 

A\ H ¡ t,,J111r.u11o• 

ANTJCENt) EN r ,.\NTIL"UFRl'c:r 

~------'--N~"~''~':~· _ l '~'."_,:~~~~~_'_U 

FiJ!UrJ 4.3 Anlfgenos y Anlkut•rpos Üt> si~lt·m.i ABO 
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C,ufa grupo presenta en el eritrocito, en otras células y en secreciones (si la 

persona posee el gen Se), el antígeno correspondiente a la denon1inación del grupo; 

y en el plasrna, el anticuerpo contra el antígeno que no posee el eritrocito. (1) 

En el grupo ¡-\B, al tener el eritrocito los dos antígenos, el plasn1a no presenta Anti

r\. ni r\.n li-13. 

En el grupo O, al no tener el eritrocito antígenos A y B, el plasn1a prcsent~ A;;li-A y 

¡-\nti-B. El eritrocito expresa toda la sustancia H sin utilizar. 

Se conocen algunas variaciones antigénicas que dan lugar a difercn.tes subgrupos_ 

(J-\1, ... \2' r\.3, t\m, 63, etc). Sólo los subgrupos r\1, 1"\2, ..--\1 B y A2 B liene_n _iÍiterés, ya 

que el resto son rnuy poco frecuentes y sus antígenos tienen n1uy· poca_ capacidrid 

antigénica. 

En la tabla 4.2, se indican los genotipos (dotilción genética) y los fenotipos 

(c•1rclclcres genéticos expresados) del sisten1a .ABO. CI) 

El gen .t\.1 es dorninante sobre el gen 1\2. Los genes A y B ~on codominantes y 

dominilnlcs sobre el O. 

Tabla 4.2 Fenotipos y genotipos del sistema ABO· 

1·.::1111,¡:os 

A, 

A 

no 
A,El 

A_.U 
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En la t,1bla 4.3 se expone de forrna con1pleta las características del sisten1a .ABO, 

ntoslrilndo los diferentes subgrupos. Se observa la existencia de los antígenos .A1 y 

.--\y sus correspondientes anticuerpos, asf con10 una caracterfstica de los subgrupos 

r-\2y A2B, es la ausencia del antígeno .A1. 

El subgrupo .1-\1, es n1ucho n1ás frecuente que el .1-\2 y sU capacidad anlfgenica es 

rn.'is alta. Una persona con sangre tipificada A:z., si recibe erilrodtos Ar, es posible 

que forrnc anticuerpos anti-r-\1. Los anticuerpos anti-A1, procedentes de sangre A2 

y A2B, suelen ser débiles y por tanto poco útiles para su uso in vitro con objeto de 

tipificar hernatfes Ar. CI) 

Grupo 

A1 

A, 

B 

A1, B 

A,B 

o 

Tabla 4.3 

Car,1cterísticas del sisterna .A.BO 

.Antígeno en el r-\nticucrpo en el Aglutina con: 

eritrocito plasn1a 

.1-\1,.A Anti-B Anti-A1, Anti-A 

A .1-\.nti-.1-\1 . .t\nti-B .Anti-A 

B 1\nti-~~1 .. Anli-.t-\ Anti-B 

A1,A,B ..t\nti-.-.\. Anti-A, 

Anti-B 

A,B .t\nti-1\1 r-\nti-1\i. .Anti-B 

Anti-r\1, J"\nti-.A, 

r\.nli-B 
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CAPÍTULOS 

TÉCNICAS PARA LA DETERMINACIÓN DE GRUPO SANGUÍNEO EN 
MANCHAS DE SANGRE SECA 

TÉCNICA DE ABSORCIÓN - ELUCIÓN PARA LA 
DETERMINACIÓN DEL GRUPO DEL SISTEMA ABO EN MANCHAS DE 

SANGRE. 

Uno de los problen1as que con frecuencia se presenta en los Jabc:>r~t~rios de 

crin1inalrstica,, es el de deterr11inar el grupo sanguíneo en san'gre seca que se 

encuentra irnpregnado en prendas de vestir o sobre Ja sup~~fi~i~:, de _objetos 

relacionados con algún hecho de sangre. 

Cuando las n1ucstras de sangre seca se retienen sobre .. u~· buen .Sop·~~t~'.con10 son 

fibras textiles, las partículas allí adheridas conservan eficienter11ente·e1 n1aterial 

antigénico. (2) 

La técnica de absorción-elución debe ser en1pleada de todas rnancras 

paralelanH~nte <l la de absorción-inhibición para la delerntinación de grupo 

Sctnguíneo en manchas de sangre seca,. y por otra parle cabe señalar que Ja técnica 

de elección en las dctcrnlinaciones de grupo del sistcnla ABI-I en saliva, líquido 

scnlinal y nuidos orgc"inicos, en los que el antígeno se encuentra en forn1a soluble 

es la de absorción-inhibición. (2) 

L,1 técnica de absorción elución tiene corno fundarnento un prirner proceso de 

absorción especifica entre la 1nancha problcnla y su anticuerpo hotnólogo; después 

de que la absorción es cornplcta, el excedente de anticuerpo se elitnina por n1edio 

de lavados con solución Sé:llina fría. El con1plcjo antígeno anticuerpo se disocia por 

Ccllent,1n1iento, gcneraln1ente a 56ºC; el anticuerpo eluido se pone en contacto con 

eritrocitos lavados de propiedades anlfgcnicas conocidas; finalmente la 

aglutinación indica la presencia de un antígeno de Ja ntisn1a especificidad que el 

de las células usadas como testigo conocido. Figura 5.1 (2) 
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TRATAMIENTO CON MHISUERC 
EL. ANTICUERPO SE UNE A SU 
¡:.,H1G(NO E:SP(CIFICO 

-,1 llUllO RCACCIOl'l Aq- Ac:, UUO 
1' OTRO Sl S(P1\.FH'l.N AL ELUIR pc)R 

CAL[NTAMIEUTO,OU(OANDO EL Ac 
U~ L.\ f"AS[" LIQUIDA 

GlobUIO'lo IOJO'lo 

t:L EXCESO [)[ ANTICUERPO 
SE REMun·r t,1EQIANT( 
LAV.l.005 

5E CIJ~l::H''.':. 0 .::. AGLUflt.'ACIOtl SI 

[L ::.~ f"'R[SE"'r[ (N LOS Gr 

.C.GR[G:Oi;a:>S SE ENCU(NTRA 
EN L.:. "''..'iSTP:. PRDDLE"'A 

Rcvis.uias J,15 técnicclS que pilril este efecto existen h.1stél l,1 fecha, se pensó que lc-1 

11\iÍS f,icil de rctilizar y la 111.ís conveniente desde el punto dl.~ vist.1 inn1unológico es 

1.1 de clhsorción - elución. 
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l\1aterial entpleado 

l. Sueros hemoclasific,1dores Anti-A, Anti-B, Anti-AB y lectina Anti-H. 

2. i'vlctanol CI-bOI-1. 

3. Fosfato ácido de sodio Na2 I-IP0-1. 

4. Fosfato diácido de potasio KI-hP04. 

5. Cloruro de sodio NaCl. 

6. Tubos de ensayo de 13 x 100. 

7. Pipetas Pasteur. 

8. Bulbos de goma. 

9. Tijeras. 

10. Aplicadorcs de rnadcra. 

1"1. Guantes desechables. 

·12. Tela estéril de algodón y sin apresto. 

13. Gradillas para tubos de ensayo de 13 x 100. 

·14. Refrigerador. 

15. Centrifuga. 

·16. Baño maría a ten1pcratura constante. 

17. Horno. 

Procedintiento 

1. Corlar 4 fragrnentos de tela impregnada con sangre problen1a, que ntedirán 

3 n1n12 (cuando la ntancha problenta no se ~ncuentre s~bre tela, absorberla 

con solución salina en pequeños trOzos de.·t~la'de,algodón de color blanco, . . . . ' . 
sin apresto y esterilizada, que·eO·~aso.~t~ce~arió.pUede seC:arse en la estufa) 

y colocar cada recorte en los tUb.~~-n~e~a~i!-?~· 
2. Los tubos se coÍocan en unan;isnt~:'¿olumna de una gradilla como se ilustra 

en la figura 5.2, coluntna que se mitrca"."á.como problema. 
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3. En la forn1a antes descrita se prepara otra Serie de tubos, en cuyo interior se 

colocarán fragn1cntos de lela n1anchadas co¡.;·-~~ngr~ c~f~.g~Üpo ~-onecido: A, 

B, AB, y O, rnarcándose tal colun111a con10 testigo. -

4. Iguahnentc se colocará otra serie de tubos, que.'conl~~garl .rragin"Cntos de 

una parle de lela en estudio, que no se encueri"l-~~ ~-~~Ü·Í·~~á ·~~;;· .. ·~~-ng·re y se 

pondrán en una tercera colun1na asignada ConH~··cc:;r:i·t~&i~~~: >~--,:,.." -<-' 
5. Obsérvese en la figura 5.2 cón10 las. hileras ·h·~·~jz~ni:~·¡~~:.-·dci 'J~:-~r~dilla se 

rnarcarán: ,-_~., .. -···t·,·:::; ~.~-- . ., -· 
:...,:-~- .... -,' ';. . 

?. ~~~~=;~ :~:~:.t~::r:~:t:~~:~f~~~~~~;~;;f;~j~~3f~"~~f~tS~1:i~~;s)~: 
los de la hilera Anti-H, leclina Anli-H. -_-, ':i;: 

8. Dejar en refriger~ci_<?~ dur~~~_te ~~~~·la.·n~~ft:e-~.~~C .. ;'.~(; ·-~:-~;::,_~~-\-~'.:·, · 

9. Lavar con solución salina fría ·6-:~eces o haslc"l bi>t~-ñ~r-.:~~:a'.·50-1.:.~ión clara e 

incolora. 

-io. r'\nadir a cada tubo, 2 gotas de solución salina a ten1p"era'tura an1biente. 

1-1. Colocar la gradilla en el baño n1aría a 56ºC, durante 10 6 15 n1in. 

12. Sacar cuidadosarnente los trozos de tela con un aplicador de n1adera, 

diferente para cada tubo. 

·13. Agregar una gota de solución de glóbulos rojos lavados al 2% de la 
siguiente nlanera: 
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Del grupo A,, a Jos tubos de la hilera A. 

Del grupo B, a los tubos de la hilera B. 

Del grupo AB, a los tubos de la hilera AB. 

Del grupo O,, a los tubos de la hilera 1-I. 

(problernas,, control,, testigo) Figura 5.2 

"J4. Centrifugar durante treinta segundos a 3400 revoluciones por n1inuto .. 

15. Observar la presencia o ausencia de aglutinación. 

INTERPRETACIÓN DE LOS RESULTADOS 

1 .. Si hay aglutinación en el tubo pr~b1~:~~~~~~;·.Í~·.~h'(1'.~·~a··~~ar:C~da c~n10 Anti-¡.\, 

el grupo corresponderá a( Ai'" ·puecf'e ·.~~g-ÍU.Ú0'1l'r:~ íi&·~·r~·~1~enle. en el tubo 
: • -.·~-:-_, ~-" .;-:e 

problen1a de anti-A B. < ·. ,... ·\:<>"',, · ~, 

2 .. Si hay aglutinación en el tubo pr~~~e~~-~·.::;d~;:~·-~··:·¡~·¡:~~~~:_0:~:r.c~·~.~:.:~~-~.,~>~n~i;B,, 

:'r:l:~:~a c;;r:s~;:::.r~ al B; tambi~ri,p~t~~~~,1:fc::'.~i~~~~~,~~:t~~,I t~bo 
3. Si hrty aglutinación en los tubos .n1il~~iid·?~~:.:An.~·~:Á/'·~·~.t~?.~-/~~:~~'1l{:~B;. pc:ro 

no en la hilera signad,1 con10 A~ti-Í~~ ~·· ~&r~P~<d~~~}.a.~:~~.:ú~·~t~~-~-·~it_il)izada 
corresponderá al AB.. ~ ·. -- ~.:~:~:::·~~;2<>,t~ ~~~~:·:~,;~;_:,_~··,'· 

• ' .• - • ',:,.,'.!" ·~.';:::"·,;~ 

4. Si existe aglutinación en el tubo ·problema' é!;',la);,h.il.~ra~:!~nticH y 

si1nultánean1ente en el problen1a de la- hi.lera 'sig~'~da-~b·~~,~-~·~·ti::A:~"~{gru~o 
' .' , ., ', - < .· .:~: :· ¡ !~ ·- .e' .. .'~ ·- .. 

en cuestión corresponderá al A2. 

S. Si no hay aglutinación en los tubos problen1a de las 3 prin1eras hileras, pero 

sf, en el de la hilera n1arcada como Anti-H el grupo sanguíneo 

corresponder<\ al O. (2,5) 
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Problcn1a 

Anti-A () 
.t\nli-B o 

.Anti-.AB o 
Anti-H o 

Tes ligo Control 

Q0 C--l 

c0-=:i e;; 
@ C) 

C0 C) 
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TÉCNICA DE ABSORCIÓN INHIBICIÓN PARA LA DETERMINACIÓN DE 

GRUPO DEL SISTEMA ABO EN MANCHAS DE SANGRE. 

El rnaterial antígenico se coloca en contacto con su a~1tic~erpo_.hon1~logo ª·fin de 
. . . . . 

efectuar su absorción específica. El anticuerpo en el sobrenadante;··se obsérva con 

eritrocitos de propiedades anligénicas conocidas; es conveni~Ote lrabiljar. con 

testigos de grupo conocido. 

Proced i rn ien to. 

.Anli-.1-\ 

Anti-B 

Anti-H 

1. Cortar fragn1entos de telil intpregnada de muestra problen1a (3 1111112) 

así 1nisn10 del control y testigos en hileras de tubos etiquetadas 

como: Anti-A, Anti-By Anti-H 

2. Poner tres gotas de c.-1da uno de los sueros en sus respectivas hileras 

corno se ilustra en la figura 5.3. 

Problerna Testigo Control 

o o o 
o o o 
o o o 

Fi¡~ur,1 5.3 Técnico.1 de o.1hsorcilln-inhihici<m p.ir~ l.t Jctermino.1dón Je !!rupo dt•I sislcmJ ABO. 

Interpretación de los resultados 

l. Si se observa aglutinación con Anti-A y con Anti-B, pero no con r\nti-1-I, el 

grupo será O. 

2. Si hay aglutinación en los tubos con Anti-B y coñ Anli-H, pero no en el de 

Anti-A el grupo será A1. 
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3. Si no existe aglutinación con Anli-J\ ni con Anli-B .. pero sí con Anli-1-1., el 

grupo es AB. 

4. Si se obtiene aglulinadón con Anli-B., pero no Ja hay con Anti-A ni con Anti

J-1, el grupo corresponder('\ al A2. 

5. Si se obtiene aglutinación con Anti-A y con Anli-1-1., pero no con anti-B., el 

grupo serc""i. B. 

Ejemplo: 

J\nti-A 

Anli-B 

Anli-H 

1\glulinación 

Testigo 
neoativo 

® 
® 
Q9 

Sin aglutinación 

o 

® 
® -o 

A1 B AB A, 

o ® o o 
® o o ® 
Q9 Q9 \31 u 

Figur.1 5.-1 lnh.?rpn·l~dón ele J~ lécnicu Ül? nbsnrción-inhihición pnril I~ detcrmim1ci6n del grupo en 

el sistema ABO. 

~-~~..,~:~_.¡:·--

F:t-..i..L '\ DE ORIGEN 
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APÉNDICE 

PREPARACIÓN DE REÁcnvos PARA LA TÉCNIC" 

DE LA BENCIDINA O DE ADLER. 

a) Solución de Bencidina: 

0.25 g de Bencidina se disuelven en 175 mL de etanol CH3CJ-hOH y se 

añaden 5 a 10 gotas de ácido acético glacial CfüCOOH. Se guarda en un 

frasco gotero án1bar1 en refrigeración en tanto no se usa. 

b) Peróxido de hidrógeno I-!20.:? al 3%; tantbién en frasco gotero ántbar. 

!'REPARACIÓN DEL REACTIVO PARA LA TÉCNICA DE LA 

FENOLFTALEINA O DE KASTEL- MAYER. 

a) Solución de fenolflaleina: 

Fcnolftalcina 

Hidróxido de potasio KOJ-I 

Agua destilada 

Polvo de Zinc 

2g 

20g 

100 mL 

20 g 

Disolver estas sustanCia~ y c!?_loc.~i:Já~~·-·~ ~~Ít~j~_~o~ ~I polvo de ~inc h~sta_ con1pleta 

decolor•tción. 

Est.1 solución rn¡¡drc deb~r,~., gu~."rc.Jarse en· un. frasco.: án1bar en refrigeración y 
- ' ,. , 

deberá af•adírsele el polvO-de zi.nc~· 

b) Solución de trabajo· 
·. - ··: .-- _ .. , 

Diluir Ja soluéiÓrl :~nadre.·e~ "et~n.a:I en· la proporción de 1:5, también deberá 

refrigerarse cri- ta-ilto n~·s·~.use., 

e) Solución de.ai~~:~~igenada··al 3". 

'T"",..TC" CON 
~LA DE ORIGEN 
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PREPARACIÓN DE REACTIVOS PARA LA TÉCNICA. DE LA LEUCO 

MALAQUITA VERDE.-·-

a) Se prepara una 111ezcla sólida que contenga: 0.3_~ ·g d.~ perborato de 

sodio y 0.10 g de n1alaquita verde; se n1ezclan·pel-fecta~ente y·_sC 

guardan en frasco árnbar. Esta n1ezcla dura un·añ·o::~in· Pe~der estabilidad. 

b) El solvente se prepara diluyendo 6.6 mL de ácido aC:é~ié:c) glacial en 3.3 

n1L de agua destilada. 
-·'. _. ·.··- •• > 

e) Preparar el reactivo de trabajo, inn1ediatan1erlte anteS'dé usarlo, 

disolviendo la mezcla sólida (a) en el solv~~te ( b):'Si e~:el
0

~eaclivo recién 

preparado se observa la n1ás leve colorac:;iÓ'1 .. ve~de~:-~~-d--~b~rá 
ser usado. 

PREPARACIÓN DEL REACTIVO.PARA LA TÉCNICA DE 

LOS CRISTALES DE HEMINA O DE TEICHMANN 

Cloruro de sodio NaCI 

Bromuro de potasio KBr. 

loduro de potasio KI 

Acido acético . CH3COOH c.b.p. 

0.1 g 

0.1 g 

0.1 g 

100 mL 

PREPARACIÓN DEL REACTIVO DETAKAYAMA 

Una parte .de solución saturada de glucosa. 

Una parte de solución de hidróxido de.sodio NaOH al 10%. 

Una parte de piridina (PM: 79.1). 

Dos partes de agua destilada. 

Una vez preparada la mezcla se ·guarda en frasco ámbar. La solución deberá ser 

preparada inn1ediatan1ente antes de utilizarse. 
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PREPARACIÓN DE REACrIVOS PAR LA TÉCNICA DE 

INMUNOELEcrROFORESIS 

CRUZADA PARA IDENTIFICAR SANGRE HUMANA. 

1.- Buffer 1 para la cán1ara de electroforesis pH (8.6) 

.1-\cido dictiJb,1rbilúrico 1.38 g 

Barbilal sódico 8.76 g 

L.-1clalo de ccllcio 0.384 g 

Agucl dl!ioniz.td.1 c.b.p. 1000 mL 

2.- Buffer 2 p.1r.1 c>I gel pH (8.6) 

.1\cido dictilb.1rbitúrico 1.1 g 

lla rbila 1 sócl ico 7.0g 

Lactato de c,1lcio 1.0 g 

¡.\gu.1 deionizclda c.b.p. 1000 mL 

3.- Gel 

Pesar 2 g de agarosa (Difco Agar Especial) y añadir 100 ntL de agua destilada, 

mezclar y agregar 100 mL de Buffer 2. 

TESL~ CON 
FALLA DE ORIGEN 
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PREPARACIÓN DE LAS PLACAS 

Sobre una superficie uniforrne y perfcctan1ente nivelada, colocar los portaobjetos y 

con la solución de_ gel, lo suficienten1ente caliente para facilitar su aplicación; dejar 

caer con una pipeta partiendo del centro de la placa 2.5 n1L de gel, teniendo 

cuidado de que su distribución en la placa sea uniforn1e. Una vez solidificado el 

gel, acornodar las placas en una caja de plástico en cuya base se ha colocado una 

gasil hún1cda para evitar la desecación del gel; conservarlas en refrigeración un 

1nínin10 de una hora hasta el n1on1enlo de uso, las placas pueden aln1acenarse en 

estas condiciones aproxin1adan1ente durante un ntes. Tan1bién se pueden 

dlrnaccn11r en el refrigerador tubos de ensayo conteniendo 7 n1L de gel, para ser 

uliliz,1do en el rnornenlo en que se requieran, licuándolos por calcnlan1iento y 

aplicando el gel sobre la lan1inilla portaobjetos con10 se indicn al principio. 

1"Z~1S CON 
FALLA DE ORIGEN 
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PREPARACIÓN DE REACTIVOS PARA LA TÉCNICA DE 
ABSORCIÓN ELUCIÓN PARA LA DETERMINACIÓN DEL 

GRUPO DEL SISTEMA ABO EN MANCHAS DE SANGRE SECA. 

].- Buffer salino (soludón estándar). 

a) Soludón 1/15 M ·de fosfato ácido de sodio Na2 HPO. (9.47 g /Lt). 

b) Solución 1/15 .M de fosfato diácido de potasio KJ-12 PO• (9.08 g/Lt). 

2.- Buffer final. 

A 72 mL de Ja solución (a) alladir 50 mL de Ja solución (b) y 8.5 g de cloruro de 

sodio Q.P. Aforar a 1000 mL en un matraz volumétrico (pJ-1=7.2). 

3.- Preparación de los antisueros. 

Los sueros Anti-A y Anti-B, se diluyen de la siguiente n1anera: 

a ·1.0 n1L de anlisucro, se añaden 10 mL de solución buffer final. 

Los sueros Anti-AB y Anti-H, se utilizan sin diluir. 

PREPARACIÓN DE LOS REACTIVOS PARA LA TÉCNICA DE 
ABSORCIÓN INHIBICIÓN PARA LA DETERMINACIÓN 

DE GRUPO DEL SISTEMA ABO EN MANCHAS DE SANGRE 

Solución Buffer. 

Solución A) Preparar una solución de fosfato ácido de sodio (Na2 HPO•) 1/15 M 

(9.47 g/Lt). 

Solución B) Fosfato diácido de,P?.~a~io. CF(H~.PO•) 1/15 molar (9.08 g/ Lt). 

Buffer final: En un matTaz volurnét~i~o ~e.1000 mL de capacidad, colocar 72 mL de 

Ja solución A, 28 m L de la. soluci·ó.rtB y.af~r~r con solución salina (8.5 g de cloruro 

de sodio NaCJ en 100 mL de agu~ destllada); el pH final deberá ser de 7.2. 

TESIS CON 47 
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Preparación de los sueros 

Anti-A: 

Anli-B: 

Anli-H: 

Se diluyen 3.5 mL del suero con 450 mL del buffer final. 

Diluir 1 mL del suero con 450 mL del buffer final. 

Se utiliza sin diluir. 

Nota: En este procedimiento, el antisuero debe ser preparado titulando el antígeno, 

)'él que se prueba el anticuerpo res-idual,_~iendo por lo tanto de sun1a importancia 
. . - . . 

la concentración inicial. 

PREPARACIÓN l:)E. LAS CÉLULAS CONOCIDAS 

Lavar tres veces con: :e1 _b.Uffe~~S-~/Í~~ :.·_p:~:·-.7~_2 ;)~_- hri~er:_ una. suspensión al 2% con 

eritrocitos conocidos de.lbs gr.;'p~s'o, A~.y.B::· . 
. ;:: . -- '. ' - ,i>;" .. 

s0Ll1ci6r-J.~;Í.1N1.isbi~N1ci (0.85%) 

Pesar 8.5 g de cloruro de sodio NaCI y disolver en 1000 mL de agua destilada. 

"TT~r~ r.o·N·····"''"'" .. .-.."" . ·--..,;: ~ 
:~. :...; DE ORIGEN 
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