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RESUMEN 
Introducción 

Los antígenos de  los  grupos  sanguíneos  son  estructuras  químicas  

(carbohidratos unidos  a  lípidos  o  lipoproteínas  y  proteínas)  polimórficas  

hereditarias,  expuestas  en  la superficie  de  la  membrana  eritrocitaria,  así  como  

en  otros  tejidos  y  líquidos  del organismo. (Reid, 2004) 

Los antígenos de los sistemas Rh y ABO, son de importancia central en el campo 

de la inmunohematología clínica. Su identificación es obligada en toda actividad 

relacionada con el empleo terapéutico de sangre y sus componentes. Los  seres  

humanos  se  pueden  clasificar  serológicamente  como  Rh  positivo  o  Rh negativo, 

por medio de la presencia o ausencia de  la reacción de aglutinación que se observa   

cuando   una solución   de   eritrocitos   se   enfrenta   con   anticuerpos   anti-D 

policlonales, monoclonales o mezcla de ellos. (Rosenfeld, 2009 citando a Mollison, 

1993).El método clásico para determinar antígenos y anticuerpos de los grupos 

sanguíneos es la hemaglutinación, sin embargo presenta algunas limitaciones, 

algunas de las cuales pueden ser eliminadas con pruebas basadas en ADN. En 

plataformas de alto rendimiento proveen un medio para analizar cantidades grandes 

de donadores, abriendo la puerta para cambiar la manera en la que la sangre es 

provista a los pacientes y para prevenir la isoinmunización. (Reid, 2010). 

Objetivo general.-Tipificar fenotipos eritrocitarios del Sistema RhD de donadores 

Rh negativos en Bancos de Sangre de Tijuana,B.C., utilizando un panel de células 

de referencia y mediante la técnica de reacción en cadena de la polimerasa para 

proponer la tipificación de las variantes del Sistema Rh-Hr como una alternativa para 

minimizar las reacciones postransfusionales. Metodología.-Se desarrolló un diseño 

de estudio transversal, prospectivo, descriptivo, en el Banco de Sangre del H.G.O. 

y U.M.F. No. 7 del IMSS en Tijuana, B.C. de enero a septiembre de 2016, utilizando 

como criterio de inclusión paquetes globulares serotipificados por el banco de 

sangre como RHD negativos y como criterio de exclusión paquetes globulares 

serotipificados por el banco de sangre como RHD positivos, se realizó la detección 

de los antígenos D, C, c, E y e en las muestras seleccionadas, se extrajo ADN 

utilizando un kit comercial para formar un banco de ADN, se realizó una 

electroforesis en gel de agarosa para evaluar la integridad del ADN, se cuantificó el 
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ADN de cada muestra por absorbancia, se realizó una digestión con enzimas de 

restricción y finalmente se compararon los patrones de bandas con los controles 

previamente establecidos.Resultados.-Se utilizaron 57 muestras de sangre de 

donadores RHD negativos, el fenotipo del sistema Rh con mayor prevalencia en 

donadores RhD negativos es el ccdee con un 76.27%, el 3.5% de las muestras 

analizadas fueron identificadas como heterocigotas.Conclusiones.-Las muestras 

identificadas como heterocigotas y los diferentes fenotipos de los genes RHD y 

RHCE  presentes, justifica la tipificación sistemática en los bancos de sangre con la 

finalidad de evitar reacciones postransfusionales asociados a problemas de 

aloinmunización por incompatibilidad antígeno específica.  

 

I. INTRODUCCIÓN 

Los  antígenos  de  los  grupos  sanguíneos  son  estructuras  químicas  

(carbohidratos unidos  a  lípidos  o  lipoproteínas  y  proteínas)  polimórficas  

hereditarias,  expuestas  en  la superficie  de  la  membrana  eritrocitaria,  así  como  

en  otros  tejidos  y  líquidos  del organismo. (Reid, 2004) 

Los antígenos de los sistemas Rh y ABO, son de importancia central en el campo 

de la inmunohematología clínica. Su identificación es obligada en toda actividad 

relacionada con el empleo terapéutico de sangre y sus componentes. 

Los  seres  humanos  se  pueden  clasificar  serológicamente  como  Rh  positivo  o  

Rh negativo, por medio de la presencia o ausencia de  la reacción de aglutinación 

que se observa   cuando   una solución   de   eritrocitos   se   enfrenta   con   

anticuerpos   anti-D policlonales, monoclonales o mezcla de ellos. (Rosenfeld, 2009 

citando a Mollison, 1993) 

El método clásico para determinar antígenos y anticuerpos de los grupos 

sanguíneos es la hemoaglutinación, sin embargo presenta algunas limitaciones, 

algunas de las cuales pueden ser eliminadas con pruebas basadas en ADN. En 

plataformas de alto rendimiento proveen un medio para analizar cantidades grandes 

de donadores, abriendo la puerta para cambiar la manera en la que la sangre es 

provista a los pacientes y para prevenir la isoinmunización. (Reid, 2010). 
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Las pruebas moleculares pueden utilizarse junto con el estudio serológico y apoyar 

al diagnóstico de problemas inmunohematológicos. La reacción falsa positiva como 

RhD en sujetos Rh negativo, es una causa común de isoinmunización relacionada 

a la transfusión. Esto se debe a que diversas variantes del gen RhCE transportan 

secuencias de aminoácidos, específicas del RhD y provocan reacción de 

aglutinación, especialmente con el uso de reactivos anti-D de origen monoclonal. 

(Baptista, 2004) 

 

II. ANTECEDENTES 

 

Fue Karl Landsteiner quién descubrió las diferencias de la sangre entre grupos de 

personas y con su teoría sobre la especificidad de las reacciones serológicas (1900) 

dio inicio a la era inmunológica de la historia de la transfusión sanguínea. El 

descubrimiento del grupo sanguíneo ABO revolucionó la práctica de la transfusión 

puesto que ya con este hallazgo era posible seleccionar los donantes mediante 

pruebas pretransfusiónales in vitro. El avance en la tecnología permitió el 

almacenamiento seguro de sangre y dio lugar a la formación del primer banco de 

sangre en Estados Unidos en el Cook Country Hospital de Chicago en 1937. 

(Grispan, 1983)  

 

En 1939 una mujer que había dado a luz un producto sin vida necesitaba una 

transfusión sanguínea. El sistema ABO había sido descubierto cuarenta años atrás 

y la importancia de la compatibilidad en ese sistema estaba bien establecida. Sin 

embargo, aunque la mujer fue trasfundida con sangre compatible proveniente de su 

esposo, presentó una reacción adversa a la transfusión. En el suero de ella se 

encontraron anticuerpos que aglutinaban los eritrocitos de su esposo; durante el 

embarazo, la madre había estado expuesta a un antígeno en los eritrocitos del feto 

que tenía origen paterno, su sistema inmunológico atacó este antígeno y la 

destrucción de los eritrocitos del feto provocó su muerte. La madre tuvo un segundo 

contacto con el antígeno paterno cuando recibió la transfusión, esto llevó al 

descubrimiento del sistema sanguíneo Rh. (Dean, 2005) 
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En 1940 Landsteiner y Wiener descubrieron el sistema Rh al inyectar eritrocitos del 

mono Macacus rhesus en conejos. El suero de conejo aglutinaba a los hematíes del 

mono y al 85% de los glóbulos rojos humanos en los que fue probado. Por esta 

razón se le denominó al nuevo sistema Rh, de Rhesus. Después se descubrieron 

los otros 4 antígenos principales: C, c, E y e. (Race y Sanger, 1975). 

 

Fisher y Race propusieron tres pares de antígenos (Dd, Cc, Ee) como un sistema 

de antígenos heredados, pero solo el “D” se expresa como RhD+, su ausencia y no 

la presencia de  “d” (el cual nunca se ha comprobado) indica RhD-. 

Este antígeno, que tiene distribución diferente según la raza, es parte esencial de la 

membrana del eritrocito, las proteínas codificadas por RhDy RhCE son integrales, 

transmembranales y, a diferencia de otras moléculas de superficie, no son 

glucosiladas. (Lambertino Et al.  2014) 

 

En 1943, Fisher y Race propusieron la existencia de tres loci o genes separados 

pero estrechamente ligados en haplotipos en el mismo cromosoma y heredados en  

grupos de tres. El haplotipo más heredado es CDe y cde, para los sujetos con Rh 

positivo y negativo, respectivamente. En 1951, Wiener propuso la existencia de un 

solo gen complejo, con alelos que resultan en varios antígenos del Rh.  

En 1986, Tippet emitió la teoría sobre la existencia de dos genes estrechamente 

relacionados: RHD y RHCE. En 1990, Colin y colaboradores secuenciaron los dos 

genes del Rh, RhD y RHCE, explicando el polimorfismo Rh positivo/Rh negativo. 

(Baptista-González, 2005). 

 

El sistema RH (Rhesus) es un grupo sanguíneo altamente complejo, la serología 

básica de este sistema ha sido ampliamente descifrada siguiendo análisis 

bioquímicos y moleculares que revelaron la estructura primaria de los genes, 

proteínas y los principales polimorfismos. Este sistema fue descubierto hace más 

de 65 años por su importancia en las incompatibilidades fetal-maternas 

responsables de la enfermedad hemolítica del recién nacido. Actualmente es el 
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grupo sanguíneo más inmunogénico y polimórfico del ser humano con más de 45 

antígenos serotipificados. (Le Van Kim et al, 2005). 

 

 

III. JUSTIFICACIÓN 

El grupo Rh es uno de los grupos sanguíneos más complejos en el ser humano, 

desde su descubrimiento, hace 60 años, se ha convertido en el segundo grupo 

sanguíneo en importancia después del sistema ABO en el campo de la medicina 

transfusional y se considera de suma importancia en la obstetricia, siendo la 

incompatibilidad la principal causa de la anemia hemolítica del recién nacido. 

La negatividad Rh era un rasgo propio de la raza blanca, cuya incidencia actual es 

de 15% y en  algunas poblaciones, como los vascos, alcanza 35%. Milenios atrás, 

las razas diferentes a la blanca, probablemente en su totalidad, eran Rh positivos. 

Hoy en día cerca de 8% de los afroamericanos y entre 2 a 4% de los Indo 

euroasiáticos son negativos para el antígeno Rh. 

 

El laboratorio de referencia de inmunohematología que depende solo de la serología 

está limitado en su capacidad de resolver incompatibilidades complejas asociadas 

a la transfusión. Cuando es aplicado al donador y al receptor de la transfusión el 

análisis basado en ADN provee información importante que las técnicas de 

serología por si solas no pueden brindar. Además de un gen alterado o disfuncional 

heredado, los análisis moleculares aunados a la hemaglutinación pueden 

incrementar la seguridad de la transfusión sanguínea. (Reid, 2011) 

 

Cuando un paciente recibe una transfusión, la presencia de eritrocitos del donador 

en la sangre periférica del receptor hace que la fenotipificación de los eritrocitos sea 

poco confiable y representa un problema mayor para el laboratorio de referencia. La 

práctica común de suponer el tipo de antígeno del paciente basado en la fuerza de 

la aglutinación, el número de componentes eritrocitarios trasfundidos, el tiempo 

transcurrido desde la transfusión, el volumen sanguíneo estimado del paciente y la 

prevalencia del antígeno en cuestión es en muchas ocasiones poco sensible. Para 
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superar este problema pueden ser utilizados ensayos basados en Reacción en 

Cadena de la Polimerasa (PCR) utilizando el ADN proveniente de leucocitos, 

exudado bucal o incluso de sedimento urinario y de esta manera predecir el fenotipo 

específico del sistema RhD que posee el paciente. 

Los métodos basados en análisis del material genético son aplicables a la medicina 

transfusional debido a que los genes que codifican los grupos sanguíneos y los 

polimorfismos asociados a los antígenos son conocidos. La tipificación de los 

polimorfismos de un solo nucleótido permite la evaluación de los antígenos de los 

grupos sanguíneos en circunstancias en las que no es posible hacerlo con métodos 

basados en detección de anticuerpos.  

La determinación de los grupos sanguíneos es fundamental en la práctica clínica 

debido a la inherente relación que tiene con la medicina transfusional y el trasplante 

de órganos. En México, la cantidad de donaciones de sangre en 2014 aumentó de 

15.66 por cada 1000 individuos a 17.33 por cada 1000 individuos. (Canizalez-Román, 

2018). 

 

En pacientes que han recibido numerosas transfusiones, la presencia de las células 

sanguíneas del donador hace la tipificación clásica inespecífica. En pacientes con 

anemia hemolítica autoinmune o con eritrocitos cubiertos con inmunoglobulina en 

ausencia de hemólisis, la presencia de IgG frecuentemente invalida los resultados 

de la tipificación en la prueba indirecta; los métodos de análisis molecular eliminan 

estas limitaciones. 

La aplicación de la genotipificación molecular a la medicina transfusional tiene el 

potencial de cambiar dramáticamente las pruebas realizadas en un banco de 

sangre, esto puede mejorar el cuidado del paciente y los resultados de la transfusión 

reduciendo también la aloinmunización. (Westhoff, 2008) 

Proveer sangre compatible para pacientes que reciben transfusión crónica, 

talasemia y mujeres con expectativa obstétrica es uno de los mayores retos de los 

servicios de transfusión y centros de donantes. La aloinmunización podría ser 

evitada por la coincidencia exacta de las unidades donadas con el fenotipo del 

receptor. (Cortéz, 2012) 
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IV. GENERALIDADES 

4.1 Grupo sanguíneo 

Las células portan en su superficie numerosas proteínas polimórficas que pueden 

ser reconocidas como antígenos por el sistema inmune de sujetos que carezcan 

de ellas. La caracterización de dichos antígenos y anticuerpos es la base de las 

pruebas de compatibilidad que se realizan antes de una transfusión (Beutler,2007).  

Los antígenos de grupo sanguíneo son polimórficos e inmunogénicos y sus epítopos 

están localizados en proteínas, glicoproteínas o glicolípidos en la superficie celular 

(Cotorruelo, 2009). 

 

El término grupo sanguíneo suele estar restringido a los antígenos de superficie de 

las células sanguíneas y particularmente a los antígenos de los eritrocitos. Los 

grupos sanguíneos se definen como “determinantes antigénicos (epítopos) 

heredados, presentes en la superficie de los eritrocitos y otros tejidos, detectados 

por el uso de anticuerpos específicos”; aunque actualmente las herramientas de la 

biología molecular permiten identificar los mecanismos de expresión. (Daniels y 

cols, 2007). 

 

Los grupos sanguíneos se clasifican en Sistemas, Series y Colecciones. Un sistema 

consiste en uno o más antígenos que comparten características en común como su 

estructura química, la localización en la membrana, controlados por un gen o genes 

estrechamente relacionados con escasa o nula recombinación entre ellos. Las 

colecciones contienen a los antígenos que tienen alguna relación bioquímica, 

serológica o genética, pero sin cumplir cabalmente las condiciones de un sistema. 

Las series corresponden a los antígenos que no reúnen los requisitos anteriores, se 

clasifican en series de baja prevalencia con <1% (serie 700) y de alta prevalencia 

con >99% (serie 900). (Escamilla, 2006). 
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4.2 Antígenos de grupo sanguíneo. 

Los antígenos de los grupos sanguíneos son estructuras químicas (proteínas, 

glucolípidos y glucoproteínas), expuestas en la superficie de la membrana 

eritrocitaria, así como en otros tejidos y líquidos del organismo.  

Por ejemplo, los antígenos del grupo ABO son carbohidratos, son producidos por 

una serie de reacciones en las que enzimas catalizan la transferencia de unidades 

de carbohidrato. En contraste, los antígenos del grupo Rh son proteínas, el gen RHD 

codifica para el antígeno D. (Dean, 2005) 

La membrana del eritrocito expresa tres tipos de proteínas que contienen antígenos 

de grupos sanguíneos: proteínas de un pase, proteínas multi-pase y proteínas 

unidas a glucosilfosfatidilinositol (GPI). (Figura 1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3 Genes RH. 

La complejidad del sistema Rh reside en dos genes, altamente polimórficos, que lo 

codifican, estos dos genes, RHD y RHCE, están muy cercanamente relacionados y 

numerosos reordenamientos genéticos entre ellos han producido genes híbridos 

que codifican múltiples antígenos Rh diferentes. En la actualidad se han identificado 

49 diferentes antígenos. (Dean,2005) 

Figura 1. Representación de algunos antígenos anclados a 
proteínas de membrana del eritrocito. (Recuperado de Dean,2005) 
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El RHD y el RHCE, están localizados en el cromosoma 1, en el brazo corto en la 

región 34 y la banda 11. 

El gen RHD está flanqueado en ambos extremos por unas secuencias también de 

alta homología (98.6%), llamadas cajas Rhesus, rió arriba (ascendente) y rió debajo 

(descendente) de aproximadamente 9000 pb, con la misma orientación. Cada una 

de las cajas Rhesus tiene una región idéntica de 1463 pb, que es la región de ruptura 

a través de entrecruzamiento desigual en la deleción del gen RHD, que forma una 

secuencia híbrida llamada caja Rhesus híbrida, principal mecanismo de la población 

RhD negativo. (Wagner y Flegel 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Orientación de los genes RHD y RHCE enfrentados en su posición 3’. 
Localización de las cajas Rhesus (b). Tomado de Cruz Reyes, 2010. 

Figura 3. Mecanismo de deleción del gen RHD y formación de la caja 
Rh híbrida. Recuperado de Baptista, 2008. 
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Hay otros tres genes relacionados, RHAG, RHBG y RHCG, localizados en el brazo 

corto del cromosoma 6 en la región 2, banda 1, sub-banda 1 (6p21.1); el gen RHAG 

codifica para la proteína RhAg (Rh50), cuyo papel es esencial en la expresión de 

las proteínas RhD y RhCE. Las proteínas RhBg y RhCg no son de distribución 

eritroide. (Cruz, 2010). 

 

4.4 Variantes de D 

Mutaciones en el gen RHD pueden condicionar la debilidad de expresión de la 

proteína D, en forma de D débil, D parcial y Del, los cambios de los aminoácidos en 

el D débil y Del no se producen en los epítopes externos, de tal forma que los que 

poseen estos fenotipos no producen Anti-D por transfusión ni por embarazo, pero 

los D parciales sí, ya que hay modificaciones en los epítopes externos (Figura 4).  

(Westhoff 2007a) 

 

4.4.1 Variante D débil: corresponde al fenotipo cuyos eritrocitos poseen una 

cantidad reducida del antígeno D. 

4.4.2 D parcial: corresponde al fenotipo cuyos eritrocitos son catalogados como D 

positivos, pero carecen de una porción del antígeno D. 

4.4.3 Del: corresponde al fenotipo cuyos eritrocitos expresan niveles muy bajos del 

antígeno D, por lo que no pueden ser detectados con métodos serológicos de rutina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Cambios en los aminoácidos de la proteína Rh condicionan la 
presencia de RhD débil, parcial y Del. Los círculos negros denotan los cambios. 
Tomado de Rosenfeld, 2009.  
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4.5 RHD negativo 

En 1986, Patricia Tippet propuso la teoría de la existencia de dos genes (RHD y 

RHCE) que son responsables de la presencia de los antígenos del sistema Rh, 

misma que fue confirmada por la clonación de ambos genes en 1990 por Colin y 

cols., y mediante estudios moleculares, se reveló la presencia de ambos genes en  

individuos RhD positivo, mientras que en individuos RhD negativo, sólo se observó 

la presencia del gen RHCE (Scott, 2004). 

 

Cuando menos existen dos mecanismos moleculares para explicar la condición de 

Rh negativo. Uno es la deleción total o parcial de gen RHD. La deleción del RHD, 

es el mecanismo predominante en sujetos de origen étnico caucásico. 

El otro mecanismo es la pérdida de expresión del gen RHD por diferentes 

mutaciones como la formación del pseudogen RHDψ, predominante en la población 

de origen africano. En este segundo grupo, el gen RHD, al menos en parte, está 

presente, pero su expresión fenotípica no ocurre. (Wagner 2003) 

 

La deleción del RhD es el mecanismo dominante en sujetos RhD negativo de origen 

europeo caucásico y ocurre por el entrecruzamiento de la caja Rh superior e inferior, 

formando una nueva estructura: la caja Rh híbrida. El punto de ruptura se localiza 

en la región de identidad de las cajas del Rh y se explica por un entrecruzamiento 

desigual con otros elementos de alta homología. La caja Rh híbrida es idéntica en 

su terminación 5’ a la caja Rh superior y en su terminación 3’ a la caja Rh inferior. 

La presencia homocigota de la caja Rh híbrida ocurre en más de 99 % de la 

población RhD negativo de origen caucásico. (Baptista-González, 2010) 

 

4.6 Pruebas tradicionales de clasificación. 

La prueba para la clasificación sanguínea de rutina se basa en una técnica de 

hemaglutinación. Se utilizan reactivos comerciales que contienen anticuerpos 

específicos para cada antígeno, que se mezclan con la sangre a clasificar. Después 

de mezclar una gota del reactivo con una gota de sangre, se observa la presencia 

de hemaglutinación. (Arbeláez, 2009) 
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Las técnicas de laboratorio utilizadas para la identificación del fenotipo Rh han sido 

la hemaglutinación en tubo, que es la prueba más difundida y evaluada, seguida  

por otras técnicas aplicables solamente a nivel experimental, como son la 

determinación de la densidad del antígeno D mediante citometría de flujo o pruebas  

de electroforesis de proteínas (Western Blot). Actualmente también se usa la técnica  

de fotoaglutinación en placas de gel. (Vengelen-Tyler V, 2005) 

 

Entre otras, se pueden mencionar las siguientes pruebas de clasificación: 

1. Salino: tiene como única limitante la aglutinación de IgM, ya que los IgG son 

demasiado pequeños para unirse, a la distancia en que se encuentran, a los 

glóbulos rojos suspendidos; por tanto, no habrá aglutinación ante un solo IgG. 

Hoy en día no tiene cabida en el estudio diagnóstico. 

2. Suero de Coombs: se produce después de inocular suero humano en conejos 

o conejillos de India, dando origen a un antisuero específico (suero Coombs). 

El suero del paciente se mezcla con glóbulos rojos RhD+ y después se lavan 

en cuatro ocasiones con solución salina para retirar los anticuerpos no 

adheridos al eritrocito; el suero de Coombs se adiciona a la mezcla y en 

presencia de uniones AntiD-antígeno se observará la aglutinación. 

3. Enzimático: es el más sensible de los métodos manuales de tamizaje de 

anticuerpos Rh. Consiste en disminuir el potencial de membrana del glóbulo 

rojo por medio de métodos enzimáticos y así aumentar su capacidad de 

aglutinación por IgG antiD. (Lambertino Et al.  2014) 

4. Aglutinación en columna: os sistemas comerciales emplean una tarjeta o tira 

de microtubos, éstos permiten el procesamiento de varias pruebas en forma 

simultánea. Un espacio en la parte superior de cada columna se usa para los 

eritrocitos o para incubar las células y el suero o plasma. Cuando los 

eritrocitos pasan a través de la columna durante la centrifugación, el medio 

de la columna separa los eritrocitos aglutinados de los no aglutinados, de 

acuerdo al tamaño del agregado. (Arbeláez-García, 2009) 
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4.7 Pruebas moleculares 

Entre las técnicas de la biología molecular que son rápidas y económicas se 

encuentra la reacción en cadena de la polimerasa seguida por la digestión con 

enzimas de restricción (en inglés, PCR-RFLP). Esta ha demostrado ser útil para el 

diagnóstico de mutaciones puntuales causadas por el cambio de una base 

nitrogenada o pequeñas deleciones o inserciones que crean o destruyen un sitio de 

restricción. Se basa en la detección de fragmentos de ADN de distinto peso 

molecular o de longitudes diferentes, de manera que, mediante el análisis de los 

polimorfismos en el tamaño de los fragmentos de restricción, es posible determinar 

la presencia o no de la mutación, y por tanto, el genotipo del individuo. (Reyes,2013) 

 

Al presente todos los genes de los 30 sistemas sanguíneos han sido identificados y 

secuenciados. Se han determinado las bases moleculares para todos los 

polimorfismos de los grupos sanguíneos clínicamente importantes, además de las 

variantes raras. La asociación de la mayoría de los antígenos de los eritrocitos con 

polimorfismos de nucleótidos únicos o SNPs (por sus siglas en inglés, single-

nucleotide polymorphisms), proveen las bases para la detección de la expresión  

del antígeno por medio de DNA. (Arbeláez-García, 2009) 

 

Otras técnicas de diagnóstico molecular aplicado a la inmunohematología incluyen 

la secuenciación de fragmentos de ADN de interés o la aplicación de PCR en tiempo 

real (Rosenfeld, 2009) que optimizan los procesos al minimizar el volumen de 

muestra y mostrar sin necesidad de un revelador la amplificación obtenida. 
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V. OBJETIVO GENERAL 

Identificar fenotipos eritrocitarios del Sistema Rh por métodos convencionales de 

Hemaglutinación y por la técnica de PCR-RFLP en donadores RhD negativos en 

Bancos de Sangre de Tijuana, B.C. como herramienta para optimizar la tipificación 

del sistema Rh. 

 

5.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1) Identificar fenotipos eritrocitarios del sistema RhD por el método 

convencional de aglutinación en tubo. 

2) Extraer ADN de las muestras seleccionadas para formar un banco de ADN. 

3) Realizar pruebas de PCR-RFLP para determinar la presencia de la caja Rh 

Híbrida e Identificar el mecanismo molecular predominante mediante el cual 

se genera la condición Rh negativo. 

 
VI. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

6.1 METODOLOGÍA 
 

Estudio realizado de manera transversal, prospectivo, descriptivo en el Banco de 

Sangre del H.G.O. y U.M.F. No.7 del IMSS en Tijuana, B.C. de enero a septiembre 

de 2016, utilizando como criterio de inclusión paquetes globulares serotipificados 

por el banco de sangre como RhD negativos y como criterio de exclusión paquetes 

globulares serotipificados por el banco de sangre como RhD positivos, se realizó la 

detección de los antígenos D, C, c, E y e en las muestras seleccionadas, se extrajo 

ADN utilizando un kit comercial para formar un banco de ADN, se realizó una 

electroforesis en gel de agarosa para evaluar la integridad del ADN, se cuantificó el 

ADN de cada muestra por absorbancia, se realizó una digestión con enzimas de 

restricción y finalmente se compararon los patrones de bandas con los controles 

previamente establecidos. 

 

A. Tipo de estudio. Transversal, prospectivo, descriptivo   

Espacio: Donadores de Sangre tipificados como Rh negativos 
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Lugar:  Banco de Sangre de la UMF no 7 del IMSS 

Temporalidad. De enero a septiembre de 2016. 

 

B. Criterios de Inclusión y Exclusión 

Criterios de Inclusión 

Paquetes globulares serotipificados por el banco de sangre como RHD 

negativos. 

C. Criterio de Exclusión 

Paquetes globulares serotipificados por el banco de sangre como RHD 

positivos. 

D. Variables 

Variable independiente 

Factor RH 

Variable dependiente 

Fenotipo del sistema RhD 

E. Tipo de muestra 

Paquetes globulares serotipificados como RHD negativos de donadores 

sanos.  

F. Tamaño de la muestra 

Paquetes globulares serotipificados como RHD negativos de donadores 

sanos en cantidad estadísticamente significativa con respecto al total de 

paquetes en disponibilidad.  

Se determinó el tamaño muestral utilizando la fórmula: 

Donde: n: tamaño de muestra 

  Z: valor de nivel de confianza (95% = 1.96) 

  σ: desviación estándar (0.5) 

  N: tamaño de población (480) 

  e: límite de error (5% = 0.5) 

El tamaño de muestra calculado fue de 48, se agregó el 24 % extra para considerar la 

posibilidad de pérdida o muestras descartadas obteniendo un total de 59 muestras. 

 

n =       Z2σ2N 
      e2(N-1)+Z2σ2 
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6.2 MATERIALES Y MÉTODOS. 
 

6.2.1 Recolección de muestras de paquetes globulares. 

Para la recolección de muestras sanguíneas se acudió al banco de sangre del H.G.O. 

y U. M. F. no. 7 del IMSS donde se seleccionaron los paquetes globulares previamente  

serotipificados por el banco de sangre como RhD negativos de los refrigeradores de 

almacén, se cortó un piloto y se tomó registro del número de identificación de la bolsa 

correspondiente. Se asignó un número consecutivo a cada piloto y se marcó un tubo 

de ensaye de 13x100mm con marcador indeleble.  

 

6.2.2 Fenotipificación por aglutinación en tubo. 

Para determinar la presencia de los antígenos D, C, c, E y e se llevó a cabo el siguiente 

método para cada muestra problema. 

1. Se tomaron 50µL de concentrado eritrocitario y se colocaron en un tubo de 

ensaye de 13x100mm limpio y seco previamente marcado con el número 

correspondiente a la muestra. 

2. Se realizó un lavado de las células suspendiendo los eritrocitos en solución 

salina fisiológica estéril a temperatura ambiente con ayuda de una pipeta 

transfer y se centrifugaron a 2500rpm durante 1 minuto, se desechó el 

sobrenadante y se repitió el proceso 3 veces. 

3. Se realizó una suspensión de eritrocitos lavados al 5% en solución salina 

fisiológica estéril. 

4. Se rotularon 5 tubos de ensayo de 13x100mm (D, C, c, E y e) con marcador 

indeleble y se colocó una gota de suspensión eritrocitaria al 5% en cada uno. 

5. Se adicionó una gota del antisuero monoclonal correspondiente a cada tubo 

(Anti-D, Anti-C, Anti-c, Anti-E y Anti-e) 

6. Se incubaron las muestras en una incubadora para tubos BIORAD® a 37º C 

por 15 minutos. 

7. Se centrifugaron las muestras a 2500rmp por 2 minutos y se interpretó la 

presencia de aglutinación por medio de cruces (+), siendo negativo (-) la 

ausencia de aglutinación y 4 cruces (++++) la aglutinación máxima. 
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8. En cada determinación se incluyeron células con fenotipo conocido, positivas 

o negativas para el antígeno a buscar (células control).  

 

6.2.3 Extracción de ADN. 

De cada muestra sanguínea se realizó la extracción de ADN genómico con el kit 

comercial Genomic DNA Mini Kit (tissue) IBI SCIENTIFIC® siguiendo los pasos 

indicados en el inserto (Anexo 1). 

Las muestras de ADN fueron almacenadas en tubos para microcentrífuga de 1500µL 

a -20º C para su posterior análisis. 

 

6.2.4 Evaluación de la presencia e integridad del ADN. 

Para evaluar la integridad del DNA obtenido se tomaron 2µL de muestra, se mezclaron 

con 1µL de buffer de carga DNA Gel Loading Dye (6X) Thermo Scientific™  y se 

cargaron en un gel de agarosa al 1% adicionado con 1µL de Midori Green para 

someterlo a electroforesis con amortiguador TBE 1X [(500 mM de Tris-HCl, ácido 

bórico 60 mM y EDTA-Na2 83 mM), pH 8.0], utilizando100v por 20 minutos.  

Como control negativo se usaron todos los reactivos, pero sin DNA, para determinar 

una posible fuente de contaminación del material obtenido.  

Los geles fueron fotografiados con el sistema de captura AlphaImager utilizando el 

software AlphaView. 

6.2.5 Cuantificación del ADN. 

Se determinó la pureza y concentración del ADN de todas las muestras utilizando un 

espectrofotómetro uv-visible ACTGene realizando lecturas a 260 y 280nm, se 

colocaron 2µL de muestra en el dispositivo de lectura y se registraron los resultados 

mediante el software integrado al equipo. 

6.2.6 PCR 

Para la reacción de amplificación del segmento de interés se utilizaron los siguientes 

primers: 

Forward 5’ AAT CTA GGC GAA GGT TTC CAA 3’ 

Reverse 5’ CTC TGT CTC AAA AAA AAA AAA AAA ACA AGT G 3’ 
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Se mezclaron 7.5µL de HotStar Taq Master Mix QIAGEN®, 0.5µL de primer F, 0.5µL 

de primer R, 5.75µL de agua libre de nucleasas y 0.75µL de ADN genómico para 

obtener un volumen de reacción de 15µL. 

 
Las condiciones para la realización del PCR fueron: 15minutos de desnaturalización 

inicial a 95º C, 35 ciclos de 30seg de desnaturalización a 94º C, 30seg de alineamiento 

a 50º C y 1.5minutos de extensión a 72º C, y 10minutos de una extensión final a 72º 

C. 

 

6.2.7 Digestión con enzimas de restricción (RFLP) 

Se tomaron 8µL de los productos del PCR y se adicionaron 0.3µL de la enzima EcoRV 

New England Biolabs®, previo análisis bioinformático de los sitios de corte en el 

amplicón, y se incubó durante 1.5 horas a 37º C. 

Posteriormente se evaluó el patrón de bandas en un gel de agarosa al 2% adicionado 

con 1µL de Midori Green con amortiguador TBE 1X [(500 mM de Tris-HCl, ácido 

bórico 60 mM y EDTA-Na2 83 mM), pH 8.0]. Se aplicó una corriente de 100v durante 

5 minutos y posteriormente 75v durante 25 minutos. Los geles fueron fotografiados 

con el sistema de captura AlphaImager utilizando el software AlphaView. 

 

 

 

 

VII. RESULTADOS. 

7.1 Fenotipificación por aglutinación en tubo. 

Se tipificaron 59 muestras de paquetes globulares serotipificados por el banco de 

sangre como Rh negativos. Se determinó su fenotipo y su genotipo. 

Cuadro 1. Distribución de fenotipo ccdee 

Fenotipos Eritrocitarios Rh-Hr de Donadores de sangre Rh negativos 

No. ID muestra D C c E e Fenotipo Genotipo 

1 71614746 - - 4+ - 2+ ccdee cde/cde 

2 N9115171 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 
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3 71614809 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

4 71614666 - - 3+ - 3+ ccdee cde/cde 

5 P9175634 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

6 71615186 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

7 1614587 - - 3+ - 2+ ccdee cde/cde 

8 71615018 - - 2+ - 2+ ccdee cde/cde 

10 71614824 - - 2+ - 2+ ccdee cde/cde 

11 71614814 - - 2+ - 2+ ccdee cde/cde 

12 71614942 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

13 71615049 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

14 71614766 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

15 C9174262 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

17 N9119450 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

18 P9119403 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

19 AF0626245 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

20 71615181 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

21 P9115204 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

22 71614956 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

23 D9119349 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

24 C9175625 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

25 D9115271 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

26 P9115263 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

29 D9115240 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

31 P9119410 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

32 D9115332 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

33 E9175502 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

35 E9115201 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

36 E9175549 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

37 C9175005 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

38 C9175629 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

39 P9175007 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

40 C9175004 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

41 D9115172 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

43 71704703 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

45 71704683 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

46 71704659 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

47 71704661 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

50 71704543 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

52 1704 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

55 2285 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

57 71702705 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

58 1751 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

59 1753 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 
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Cuadro 2. Distribución de fenotipo Ccdee 

Fenotipos Eritrocitarios Rh-Hr de Donadores de sangre Rh negativos 

No. ID muestra D C c E e Fenotipo Genotipo 

9 C9175550 - 2+ 4+ - 3+ Ccdee Cde/cde 

16 N9115195 - 4+ 4+ - 3+ Ccdee Cde/cde 

27 P9175630 - 3+ 4+ - 4+ Ccdee Cde/cde 

30 C9174266 - 4+ 4+ - 4+ Ccdee Cde/cde 

48 71704547 - + 4+ - 4+ Ccdee Cde/cde 

49 401681 - + 4+ - 4+ Ccdee Cde/cde 

51 1702 - + 4+ - 4+ Ccdee Cde/cde 

53 2286 - + 4+ - 4+ Ccdee Cde/cde 

54 1749 - 3+ 4+ - 4+ Ccdee Cde/cde 

 

Cuadro 3. Distribución de fenotipo ccdEe 

Fenotipos Eritrocitarios Rh-Hr de Donadores de sangre Rh negativos 

No. ID muestra D C c E e Fenotipo Genotipo 

28 P9119335 - - 4+ 3+ 4+ ccdEe cde/cde 

34 P9115262 - - 4+ 4+ 3+ ccdEe cdE/cde 

56 71704452 - - 4+ 4+ 4+ ccdEe cdE/cde 

 

Cuadro 4. Distribución de fenotipo CcdEe 

Fenotipos Eritrocitarios Rh-Hr de Donadores de sangre Rh negativos 

No. ID muestra D C c E e Fenotipo Genotipo 

42 71704693 - + 4+ + 4+ CcdEe CdE/cde 

44 71704670 - 4+ 4+ + 4+ CcdEe CdE/cde 

 

Cuadro5. Frecuencia de antígenos eritrocitarios detectados por aglutinación en tubo. 

Antígeno 
eritrocitario Frecuencia Porcentaje 

D 0 0.00% 

C 11 18.64% 

c 48 81.36% 

E 5 8.47% 

e 54 91.53% 
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Figura 5. Gráfica 

de frecuencia de 

antígenos 

eritrocitarios. 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Gráfica de 

porcentajes de detección 

de antígenos eritrocitarios. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 6.- Frecuencia de fenotipos de antígenos eritrocitarios. 

Fenotipo Frecuencia Porcentaje 

ccdee 45 76.27% 

Ccdee 9 15.25% 

ccdEe 3 5.08% 

CcdEe 2 3.39% 
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Figura 7. Gráfica de 

frecuencia de 

fenotipos 

eritrocitarios Rh-Hr 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Gráfica 

de porcentajes de 

fenotipos 

eritrocitarios Rh-Hr 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 7.- Comparación de porcentajes de prevalencia de fenotipos Rh eritrocitarios 

  
Marín % Rodríguez% 

Baptista-
González% 

Armenta % 

ccdee 98 92.9 82,8 76.3 

Ccdee 0,0 7,1 11,6 15.3 

ccdEe 1,7 0 3,2 5.1 

CcdEe 0 0 0,9 3.4 
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Figura 9.- Gráfica comparativa de porcentajes de prevalencia de fenotipos Rh 

eritrocitarios 

 

 

7.2Evaluación de la presencia e integridad del ADN. 
 

Se evaluó la presencia e integridad del ADN mediante una corrida electroforética en 

gel de agarosa al 1% (Figura 8) 
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Figura 10.- Fotografía del gel de evaluación de la presencia e integridad del ADN. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.3 Cuantificación del ADN. 
Para obtener información de la pureza del ADN obtenido y hacer los ajustes 

necesarios para la reacción de PCR se obtuvo la relación de absorbancia a 260 y 

280nm y se realizó su cuantificación en ng/ µL. 

a) Como valor promedio de la relación 260/280nm se obtuvo 1.7704 

b) Como valor promedio de la concentración de ADN se obtuvo 40.06 ng/ µL 

(Los resultados individuales desglosados se encuentran en el anexo 3) 

7.4 PCR y digestión con EcoRV 

Se realizó la reacción de PCR para obtener un amplicón de 1151pb que 

posteriormente fue sometido a la digestión con la enzima EcoRV obteniendo patrones 

de bandas. (Figuras 9 a la 13) 
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Figura 11.- PCR y digestión de las muestras 1 a la 5. En el tercer carril se colocó un 

ADN heterocigoto control y en el cuarto carril su digestión. 

 

 

Figura 12.- PCR y digestión de las muestras 6 a la 11 (se excluye la muestra 9 por 

no presentar amplificación) 
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Figura 13.- PCR y digestión de las muestras 12 a la 16. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14.-  PCR y digestión de las muestras 18 a la 24 (se excluye la muestra 17 

por no presentar amplificación) 
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Figura 15.- PCR y digestión de las muestras 25 a la 31. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16.- PCR y digestión de las muestras 32 a la 38. 
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Figura 17.- PCR y digestión de las muestras 39 a la 45. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18.- PCR y digestión de las muestras 46 a la 52. 
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Figura 19.- PCR y digestión de las muestras 53 a la 59. 

 

 

 

 

 

 

 

7.5 Controles. Para comparar los resultados obtenidos se utilizaron tres ADN 

control, provistos por el Instituto Nacional de Perinatología, previamente 

genotipificados para el Rh. En la figura 14 se observa el patrón de bandas 

resultantes de la digestión del producto de PCR con EcoRV. 

Figura 20.- ADN control 
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VIII. DISCUSIÓN DE RESULTADOS. 
 

 

En las pruebas de fenotipificación se observó una alta elevada prevalencia de los 

antígenos c y e, mientras que los antígenos C y E fueron detectados en muy pocas 

muestras. (ver tabla 1). El antígeno D no fue detectado en ninguna de las muestras. 

 

Del total de muestras fenotipificadas, el 76.27% presentó el fenotipo ccdee, el 

15.25% el fenotipo Ccdee, el 5.08% ccdEe y el 3.39% CcdEe, estos resultados 

presentan similitud con los reportados por Baptista-González en el 2010 en una 

población del Valle de México [ccdee 92.3%, Ccdee 4.9%, ccdEe 1.7%, CcdEe 

0.9%] (Baptista-González, 2010). 

 

La media de la relación de absorbancia 260/280nm obtenida en el análisis de la 

pureza del ADN en las muestras fue de 1.7704, la literatura (Sambrook,1989) 

reporta que es deseable una relación 260/280 mayor a 1.6 y menor a 2, ya que una 

relación menor a 1.6 es evidencia de contaminación de las muestras con 

compuestos aromáticos como los encontrados en las proteínas, y una relación 

mayor a 2 indica contaminación con ARN. 

 

Como valor promedio de la concentración de ADN en las muestras se obtuvo 

40.06ng/µL, en promedio una concentración de 20ng/µL es suficiente para llevar a 

cabo una PCR, lo que favorece a la metodología pues al tener una alta cantidad de 

ADN se reduce el volumen de muestra a utilizar. 

 

Del total de muestras sometidas a PCR, las muestras 9 y 17 se excluyeron del 

protocolo por no presentar amplificación a pesar de encontrarse en igualdad de 

condiciones que el resto de las muestras. 

 

Para la digestión del producto de PCR con EcoRV inicialmente se incubaron las 

muestras a 37º C por un lapso de 30 minutos, sin embargo se observó un patrón de 

corte mejor definido al dejar incubar a 37º C por 1.5 horas. 
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De las 57 muestras amplificadas por PCR 55 no presentaron fragmentos derivados 

de cortes por la enzima de restricción, lo que provee evidencia de la deleción del 

gen RHD y consecuente formación de la caja Rh híbrida de forma homocigota, sin 

embargo 2 de ellas (muestra 45 y muestra 48) presentaron un corte por la enzima 

EcoRV generando un fragmento de 917pb, siendo interpretados como individuos 

heterocigotos a la deleción de gen RHD y representando el 3.5% del total. 
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IX. CONCLUSIONES 
 

1.- El fenotipo del Sistema Rh con mayor prevalencia en donadores RhD negativos 

es el ccdee con un 76.27%.  Genotipo  cde/cde. 

 

2.- Los fenotipos Ccdee, genotipo Cde/cde (15.25%) CcdEe, genotipo CdE/cde 

(3.39%) y ccdEe genotipo cde/cdE (5.08%), representan un importante hallazgo 

dado que al ser portadores de los antígenos C y E respectivamente, representan un 

riesgo potencial de incompatibilidad, en transfusiones sanguíneas entre RhD 

negativos al tratarse de antígenos altamente inmunogénicos. 

 

3.- El fenotipo ccdEe, genotipo cde/cdE (5.08%), representa un porcentaje mayor al 

reportado por otros autores, lo que justifica su tipificación sistemática con la finalidad 

de evitar reacciones postransfusionales por incompatibilidad específica contra el 

antígeno E, especialmente en pacientes politransfundidos ó en mujeres multíparas. 

 

4.- El fenotipo CcdEe, genotipo CdE/cde (3.39%) representa un hallazgo remarcable, 

dado que no ha sido detectado por otros autores en estudios similares o ha sido 

detectado en un porcentaje muy bajo. 

 

5.- El 3.4% de las muestras analizadas fueron catalogadas como heterocigotas para 

la formación de la caja Rh híbrida como evidencia de la deleción del gen RHD. Lo 

que sugiere un fenotipo D/d, cuya expresión no se dio probablemente debido a 

eventos moleculares que pueden sugerir un sujeto con condición de D débil o 

parcial. 

 

6.- Al comparar los resultados de la serotipificación de rutina del banco de sangre 

con la tipificación serológica de aglutinación en tubo de este proyecto se encontró 

una correlación del 100%. Sin embargo al comparar con los resultados de la prueba 

molecular se obtienen 2 muestras heterocigotas (3.4%) que al extrapolarse al 

volumen de donadores anuales serían al menos 24 donadores con una tipificación 

incorrecta. 
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ANEXOS. 
Anexo 1.- Inserto kit comercial Genomic DNA Mini Kit (tissue) IBI SCIENTIFIC® 
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Anexo 2.- Tabla de resultados de fenotipificación por aglutinación en tubo. 

Fenotipos Eritrocitarios Rh-Hr de Donadores de sangre Rh negativos 

No. ID muestra D C c E e Fenotipo Genotipo 

1 71614746 - - 4+ - 2+ ccdee cde/cde 

2 N9115171 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

3 71614809 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

4 71614666 - - 3+ - 3+ ccdee cde/cde 

5 P9175634 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

6 71615186 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

7 1614587 - - 3+ - 2+ ccdee cde/cde 

8 71615018 - - 2+ - 2+ ccdee cde/cde 

9 C9175550 - 2+ 4+ - 3+ Ccdee Cde/cde 

10 71614824 - - 2+ - 2+ ccdee cde/cde 

11 71614814 - - 2+ - 2+ ccdee cde/cde 

12 71614942 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

13 71615049 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

14 71614766 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

15 C9174262 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

16 N9115195 - 4+ 4+ - 3+ Ccdee Cde/cde 

17 N9119450 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

18 P9119403 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

19 AF0626245 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

20 71615181 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

21 P9115204 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

22 71614956 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

23 D9119349 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

24 C9175625 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

25 D9115271 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

26 P9115263 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

27 P9175630 - 3+ 4+ - 4+ Ccdee Cde/cde 

28 P9119335 - - 4+ 3+ 4+ ccdEe cde/cde 

29 D9115240 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

30 C9174266 - 4+ 4+ - 4+ Ccdee Cde/cde 

31 P9119410 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

32 D9115332 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

33 E9175502 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

34 P9115262 - - 4+ 4+ 3+ ccdEe cdE/cde 

35 E9115201 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

36 E9175549 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

37 C9175005 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

38 C9175629 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

39 P9175007 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

40 C9175004 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 
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41 D9115172 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

42 71704693 - + 4+ + 4+ CcdEe CdE/cde 

43 71704703 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

44 71704670 - 4+ 4+ + 4+ CcdEe CdE/cde 

45 71704683 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

46 71704659 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

47 71704661 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

48 71704547 - + 4+ - 4+ Ccdee Cde/cde 

49 401681 - + 4+ - 4+ Ccdee Cde/cde 

50 71704543 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

51 1702 - + 4+ - 4+ Ccdee Cde/cde 

52 1704 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

53 2286 - + 4+ - 4+ Ccdee Cde/cde 

54 1749 - 3+ 4+ - 4+ Ccdee Cde/cde 

55 2285 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

56 71704452 - - 4+ 4+ 4+ ccdEe cdE/cde 

57 71702705 - - 4+ - 3+ ccdee cde/cde 

58 1751 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 

59 1753 - - 4+ - 4+ ccdee cde/cde 
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Anexo 3.- Tabla de absorbancia y cuantificación de  ADN 

Cuantificación de ADN en muestras de donadores Rh 
negativos 

Muestra 260/280 concentration(ng/ul) 

1614587 1.56 173.2 

P9175634 1.58 93.7 

2285 1.54 93.3 

1614597 1.57 82 

1614587 1.54 78.2 

71615207 1.53 75.4 

C9175004 1.31 70.5 

71704661 1.64 66.5 

E9175549 1.5 65.3 

P9175007 1.57 63.9 

N9115171 1.59 56 

D9115240 1.7 55.7 

71614761 1.67 53.9 

71615135 1.61 53.6 

71614956 1.68 51.6 

C9174266 1.54 49.9 

71614746 1.67 48.8 

71614944 1.68 47.6 

C9175550 1.63 46.8 

71614814 1.61 46.6 

AF0626245 1.68 44.4 

71704693 1.75 37 

71704452 1.75 36.6 

E9175502 1.62 36.2 

71704703 1.76 35.5 

71614766 1.8 35.4 

71614760 1.8 35.2 

71614824 1.43 34.7 

71614666 1.66 34.6 

71615186 1.74 34.4 

71615049 1.65 34.4 

N9115195 1.63 33.6 

71704659 1.77 31.8 

C9175629 1.45 30.9 

D9119349 1.77 30.7 

71704670 1.78 30.6 

71614746 1.7 29.8 

71615181 1.61 29.2 

N9119450 1.35 28.8 

C9175005 1.73 28.6 

P9175615 1.74 27.5 

71614809 1.7 26 

71614666 1.7 25.7 

71704547 1.77 23.9 
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D9115332 1.7 22.8 

71615018 1.65 22.7 

P9119403 1.81 22.7 

P9119410 1.74 21.7 

71704683 1.84 21.3 

P9115204 1.72 21.1 

401681 1.47 20.9 

1704 1.62 20.1 

71702705 1.79 20 

71702705 1.79 19.7 

P9175630 1.78 17.3 

C9175625 1.84 16.7 

1749 2.11 16.5 

P9115262 1.84 15.2 

C9174262 1.93 15.1 

P9115203 1.81 12.7 

2286 1.87 8.5 

71614942 1.41 5.5 

71615018 8 1.1 

 

 
 


