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Valoración clínica de los anticuerpos

Características
Anticuerpos clinicamente 

significativos

Seguridad transfusional – Materno fetal

Capacidad de producir 
la destrucción 

acelerada de los 
glóbulos rojos 

1

Técnicas serológicas



¿Cuáles son las características que debemos evaluar para prever si ese Ac 
va a tener repercusión clínica?

Sistema Complemento Activación de RFc
 Monocitos - Macrófagos

C2b/C4b
Convertaza

C 3b

C3a

IgG               IgM

4

Concentración
Avidez

Hemolisis Extravascular

Hemolisis Intravascular

C
9

Complejo de ataque a la 
membrana

C9m

Ag



Hemolisis Intravascular

C3b
b

C3a

C2b/C4b
Convertaza

C3b

C5

C5a Convertasa de C5 
De la vía clásica

VIA LITICA

C5b
C3b

C4b

Complejo
C5b, C6, C7

C6 C7

C8

C
9

Complejo de ataque a la 
membrana

C9m

Circulación esplénica (Hepática)

Sistema complemento



C3
b

Fagocitosis
Fragmentación 

Esferocitosis

Receptores Fc y CR

Opsonizació
n

Monocitos – Macrofagos



C2b/C4b
Convertaza

C3b

C3a C
9

Complejo de ataque a la 
membrana

C9m

Convertasa de C5 
De la vía clásica

C5

C5a

VIA LITICA

C5b
C3b

C4b

Complejo
C5b, C6, C7

C6 C7

C8

C
3
b

MMA

MN-Natural Killer 



Receptores Fc de IgG macrofagicos

Fc𝛾RI (CD64) Fc𝛾RIIA(CD32) Fc𝛾RIIB Fc𝛾RIIC Fc𝛾RIIIA(CD16) Fc𝛾RIIIB

ITIMITAM ITAM ITAM ITAM

Afinidad

IgG1

IgG2

IgG3

IgG4

CR1 
(CD35)

CR2 
(CD21)

CR3 
(CD18)

CR4

C3b/
C4b

C3b C3b C3b

Macrofagos Linfocitos B Macrofagos Macrofago
s

Activacion Activacion Inhibicion Activacion Activacion Activacion

Alta Baja Baja Alta Baja

+++ + ++

- + - - -

+++ ++ ++

++ - - - -

Receptores Fc de complemento

Receptores Fc Monocitos-Macrofagicos 



Petz, Lawrence D.
Immune hemolytic anemias / 
Lawrence D. Petz, 
George Garratty.

Proceso de fagocitosis

Walbaum S, Ambrosy B, Schütz P, Bachg AC, Horsthemke M, Leusen JHW, Mócsai A, Hanley PJ. Complement receptor 
3 mediates both sinking phagocytosis and phagocytic cup formation via distinct mechanisms. J Biol Chem. 2021 Jan-
Jun;296:100256. doi: 10.1016/j.jbc.2021.100256. Epub 2021 Jan 8. PMID: 33839682; PMCID: PMC7948798.
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C5

C5a
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C3b
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C
3
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Técnicas serológicas



“Ensayos celulares diseñados para medir la capacidad de los anticuerpos para promover interacciones entre 
eritrocitos y células inmunitarias, como monocitos o linfocitos K. Este mecanismo evalúa la interacción de los 

glóbulos rojos opsonizados con inmunoglobulina IgG o complemento con los receptores Fc macrofágicos de las 
células inmunes.

Pruebas de funcionalidad biológica

Monocitos-Natural Killer 



¿Cómo lo hacemos en el laboratorio?



Pasos del 
estudio 

Obtención y separación  
de las células 

mononucleares – 
Viabilidad – Prepar  la 
suspensión de trabajo

Incubación y formación 
de la monocapa – 

Sensibilización de los 
eritrocitos con el Ac en 

estudio

Incubación de los GR 
sensibilizados con la 

monocapa de monocitos
Interacción con los 

receptores Fc

Acondicionamiento de 
la reaccion.Tinción y 

visualización e 
interpretación  

Incubación 
Separación de 

células 
mononucleares 

Formar la MMA 
Preparar los GR 

Visualización de la 
reacción
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Tiempo 100min1

80min2

1h a 37ºC

Lavados y Tinción

4

100min

30min

3

6-7hs



Medio cultivo celular

Gradiente de densidad

Suero fetal bovino

Placa de cultivo celular 
Cabina de seguridad 

biológica
Incubadora CO2

Microscopio 

Pipeta automática

Tinción grunwald giemsa



Obtención de células  mononucleares 1



Globulos Rojos
Granulocitos

Ficoll 
Hipaque

Plasma

MN

Separación de células mononucleares

Reticulocitos
Eritocitos

Linfocitos 
Monocitos
Granulocitos

Plaquetas



Sangre entera (EDTA,ACD,heparina) 21ml

Buffy coat

Optimal conditions for the performance of a monocyte
monolayer assay
Tik Nga Tong,1,2 Emeralda Burke-Murphy,2 Darinka Sakac,2 Jacob Pendergrast,3
Christine Cserti-Gazdewich,3 Vincent Laroche,4 and Donald R. Branch1,2,3,5. TRANSFUSION Volume 56, November 2016

Fuente de Obtención Monocitos 

Autólogos o Alogénicos 



DMSO 20%

Criopreservación de células mononucleares



Azul de Tripano

.

Control de viabilidad

Citometría de Flujo

Preparación de la 
Monocapa de Monocitos

RPMI

Suspensión de
 monocitos



80min2

➢ Suero + Gr Ag positivo
➢ Suero + Gr Ag positivo + complemento
➢ Suero + Gr Ag negativo (control negativo)
➢ PBS + Gr Ag negativo (control negativo)
➢ Anti-D + Gr Ag positivo (control positivo)

Suero con Ac a estudiar
Suspensión de GR 

Con el Ag

Control de coombs

Suspensión del paquete
 GR con RPMI al 3-5%



1 hora 37ºC 

Sembrado placa 

Control(-)

Control(+) P1 células
Homocigotas

P1 células 
Heterocigota
s

P1 células  
+ Suero + 
Complem
ento

1h a 37ºC

Lavados y Tinción

100min
3



Lavados y Tinción

4 30min

May Grünwald-Giemsa 



Monocitos

40x

100x

B

B B

20x

Fagocitosis

Opsonización - Adherencia
Fagocitosis









• Lectura con  Microscopía 40x o 100x

• Conteo de células (600 MN)

• Calcular porcentaje

Calculo de adherencia y fagocitosis



% % adherencia y fagocitosis

La destrucción de Gr es 
leve improbable.

<5% 

Probablemente haya 
destrucción acelerada de Gr 
pero con poca repercusión 
clínica

5-10%

Destrucción acelerada de 
los Gr con repercusión 
clínica.

>20% 

????

15-20%



¿Cuándo debemos recurrir al 
estudio de la MMA?

PANAGLUTINACION

Autoanticuerpos – AHAI-PCD
EHFN

TRANSFUSION 
INCOMPATIBLE
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Nance SJ, Arndt P, Garratty G. Predicting the clinical significance of red cell 
alloantibodies using a monocyte monolayer assay. Transfusion. 1987 Nov-
Dec;27(6):449-52. doi: 10.1046/j.1537-2995.1987.27688071692.x. PMID: 
3686653.







anti-D 26

anti-E 11

anti-C 5

anti-M 3

anti-K 4

anti-S 3

anti-c 2

anti-Dia 1

anti-Fya 1

anti-Le(a) 1

anti-P 1

autoanticuerpo 2

Total 60

Premio “Dr. Luis Agote” - XVII Congreso Argentino de

Medicina Transfusional.
Aplicación de la prueba de la monocapa de monocitos

(MMA) en el diagnóstico de la Enfermedad Hemolítica

Feto Neonatal.
Santoro DM; Gamboa CV; Grottola G; Valiente VL; Burgos Pratx LD; Ielpi 

MR;
Camino PJ; Scordo WE; Salamone HJ

Experiencia en el Hospital Italiano de Buenos Aires 



Paciente MM% Doppler ECO Título TIU Tx BR Lumn RN

1 >20 >1,55 +  SI Si Si SI V

2 >20 >1,55 +  SI Si Si Si V

3 >20 >1,55 +  Si SI SI SI V

4 >20 >1,55 +  SI - - - MF

5 >20 >1,55 +  SI SI SI Si V

6 >20 >1,55 +  SI SI SI SI V

7 >20 >1,55 +  SI SI Si Si V

8 5-10 <1,55 -  No No Si Si V

9 5-10 <1,55 -  No No No No V

10 5-10 <1,55 -  No No No No V

anti-M <5% <1,5 0 - - No No No S
anti-M <5% <1,5 0 - - No No No s
anti-K >20% >1,5 + ↑ + - - - MF
anti-E <5% <1,5 + 0 - No No No S
anti-C <5% <1,5 + 0 - No SI Si S
anti-E <5% <1,5 + ↑ - No SI si S
anti-C <5% <1,5 0 0 - No SI Si S

anti-Dia 5-10% <1,5 0 0 - No No No S
Anti-V <5% <1,5 0 O - No No No S

Recomendación: Con un 
resultado de la prueba 
<10%, se recomienda 
repetir la prueba cada 2 
semanas, cuando SG >32 
Antes de las 32 semanas 
de gestación, 
es suficiente repetir la 
prueba cada 4 semanas.



Pre Tx Post Tx 5 dias 10 dias 15dias

Paciente MM Hto Hb LDH Bt Hapto Hto Hb LDH BT Hto 5 Hb5 Hto 10
Hb 
10

Hto 15 Hb 15

1 <5% 2 GR 20 7 482 6.43 <5.83 25.3 9.1 349 1.82 33.1/10.8 - 35 40

2 5-10% 1GR 19.4 6.3 647 - 7.4 20,3 6,7 670 1,16 3  3/64 - 21 7 23 7,5

3 <5% 1GR 22,4 7,8 - 0,28 - 27,5 9,4 - - 25 -

4 <5% 1GR 16,2 5,9 193 2,41 <5.83 21,7 7,3 159 0,88 23 - 25 32

5 <5% 1GR 20 6,8 -

6 <5% 3GR 19,5 5,5 281 0,6 137 22,5 6,5 251 0,9 27,4 8,2 31,9 9,4 33,2 10,1

7 5-10% 2GR 19,9 7,2 486 1,22 <5,83 25,3 8,7 400 0,99 27,3 9,3 32,8 11 38,4 12,4

8 13% 5GR 18,5 5,9 1613 1,53 <5,83 20,6 6,9 462 1,07 20,5 6,6 27,2 9,8 33,9 11,2

9 >20% 6GR 12,8 4,5 - 1,64 <5,83 19,5 6,9 - 1,34 15,4 5,5 16,8 6 - -

10 5-10% 2GR 10,1 3,9 750 9,66 1,26D <5,83 15,3 6 760 9.16 17,4 6 20,1 7,1 20,2 7,3

Pacientes con diagnostico de AHAI



Es un estudio invitro que pondera 
la capacidad lítica de las 

Inmunoglobulinas.

Los resultados presentan buena 
correlacionan con la evolución 

clínica del paciente.

Es una práctica operador 
dependiente, por los sucesivos 
pasos que demanda. Donde se 

requiere experiencia en el 
manejo celular.

Prueba utilizable en distintas 
situaciones clínicas donde no 
podamos tomar decisiones 

basadas en los métodos 
serológicos ( Anticuerpos contra 

Antigenos de alta frecuencia, 
EFHN, AutoAc-AHAI)

No debe ser utilizada para 
suplantar las técnicas serológicas. 
Si no que deben complementar 

las mismas.

Conclusione

s
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Canada: Tik Nga Tong. 
Universidad de Toronto

Brasil: Carla Dinardo

Paraguay: Sonia Gini
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tiempo de incubación
Resultados
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Actualidad de la utilización MMA
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Muchas Gracias 
diego.santoro@hospitalitaliano.org.ar

Experiencia Paraguay
Dr. Sonia Gini Alvarez 
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Dra. Sonia Gini Alvarez
Medicina Transfusional – Inmunohematología

Referente de Inmunohematología Pacientes
Area de Medicina Transfusional

Centro Productor de Sangre y Terapia celular
Hospital Central - IPS

Responsable del Área de Precursores Hematopoyéticos para TMO

Hospital de Clínicas Dpto de Hematooncología Pediátrica
FCM UNA



MMA IMPLEMENTACIÓN: 2022/2024

Primeros pasos: 

• Gestión del equipamiento mínimo necesario, centrífugas adecuadas, campana de 
flujo, estufa de cultivo (incubador), microscopio. 2022

• Gestión y adquisición de los reactivos e insumos: Ficoll, Medio de cultivo celular 
RPMI, cámaras de cultivo y de contaje celular, colorantes para tinción, May 
Grumwald, Wright, Giemsa, Azul tripán. 2022

• Desarrollo de las capacidades técnicas: 2 médicos, 7 bioquímicas, desarrollando 
los primeros protocolos. 2022

• Capacitación en la Fundación Pro Sangre, San Pablo por 2 semanas de 2 
bioquímicas. Ajuste del protocolo final. 2023

• Implementación del Ensayo: Estudio en gestantes y en los primeros casos 
clínicos. 2023 - 2024







Pacientes del Hospital Central de IPS

* Pesquisa de 
Anticuerpo

Irregulares (PAI) 
de 3 células

TCD
Enzimáti

co 
(Papaína)

4° C DTT
* Panel de 

Identificación 
11 células

* 
Autocontrol

Adsorciones 
Alogénicas con 

PEG 

* Pruebas 
cruzadas

MMA Observación

B. B.
73 años

 Diagnóstico: Insuficiencia Hepática
A RHD: Negativo. Fenotipo RH: cDe Kell: Negativo.

Fenotipo extendido: JK (a +, b -); Fy (a +, b -); S -; s +; M + N+

Panaglutinación: 
2+

Negativ
o

Sensible
Negativ

o
Resistente

Panaglutinación
: 2+ (Patrón 

homógeneo)
Negativo

PAI: Positivo 
luego de 3 

Aloadsorciones, 
Anti D (en 
enzimas)

Incompatibles

IMR ≤ 5%
transfusiones 
sin reacciones 

adversas.

Sospecha de 
Anticuerpos 
Anti Gerbich 

2. Prueba 
cruzada GR de 
E.O. + Plasma 

de B.B.:  
Compatible

E. O.
72 años

 Diagnóstico: Estenosis aórtica severa
O RHD: Positivo. Fenotipo RH: CDe Kell: Negativo.

Fenotipo extendido: JK (a +, b -); Fy (a +, b +); S -; s +; M - N+; 
Dia -

Panaaglutinación 
2+

Negativ
o

Sensible
Negativ

o
Resistente

Panaglutinación
: 2+ (Patrón 

homógeneo)
Negativo

PAI: negativa 
pos 2 

aloadsorciones
Incompatibles

IMR ≥5%, IMR ≤ 
5%
Se 

transfundieron 3 
unidades de 

CGR con IMR≤ 
5%

J. G./ R.L. (O+)
Diagnóstico: Puérpera

B RHD: Positivo. Fenotipo RH: CDe Kell: Negativo.
Fenotipo extendido: JK (a +, b -); Fy (a +, b -); S -; s +; M + N+

Panaglutinación: 
2+

Negativ
o

J.G.:Sensi
ble

R.L.: 
aumenta

Negati
vo

Resistente
Panaglutinación

: 2+ (Patrón 
homógeneo)

Negativo
PAI: Negativa 

luego de 1 
Aloadsorción

Incompatibles
COMPATIBLES 
con E.O y GR 
Ge -2-3,4 del 

GHNI.
Confirmada: 
J.G. Ge -2-3,4

Pendiente

RN: TCD 
1+/2+ PAI 

positivo. Sin 
afectación

M.E.A. /L.D.
Diágnostico: anemia multifactorial/IRC

Fenotipo extendido de M.E.A:JK (a +, b +); Fy (a -, b +); S -; s 
+; M +, N+; 

Panaglutinación  
heterogénea

Negativ
o/DR

Negativo
Negativ

o
Resistente

Panaglutinación 
VARIABLE  

heterogénea
Negativo/DR

PAI: Se 
absorbe/No se 

absorbe
1 en 20 a 40 IMR ≤ 5%

Inhibición con 
plasma: 
negativa
ABDE?

M.C.B.G.
O RHD: Positivo. Fenotipo RH: cDEe Kell: Negativo. 

 Fenotipo extendido: Jka+, Jkb-, M+, N+, S+, s+, Fya-, Fyb+, 
Dia-, Dib+

Diagnóstico: Tumor en Glomus Carotideo. Sin antecedentes 
de transfusión anterior

Panaglutinación . 
2+

Negativ
o

Sensible: 
resultado 
negativo

Negativ
o

Resistente Panaglutinación
. Reacciones 

homogéneas de 
2+

Negativo No se adsorbe
Pero no se 
inhibe con 

plasma

Incompatible
con E.O y GR 
Ge -2-3,4 del 

GHNI.

<de 5% de IMR 
en PC con GR 

feno extendido 
compatible.                                                                              

Recibió 1 CGR 
alogénico 

compatible por 
MMA

anti Kanno??, 
se 

consideraron 
además anti 
Ge2 y otros 

acs con 
comportamie

nto ABDE 



Pacientes de otras instituciones

* Pesquisa de 

Anticuerpo

Irregulares (PAI) de 3 
células

TCD
Enzimático 

(Papaína)
4° C DTT

* Panel de 

Identificación 11 

células

* 

Autocontro

l

Adsorciones 

Alogénicas con 

PEG (Panel con 
fenotipo 

complementario)

* Pruebas 

cruzadas
MMA Observación

M.D.E

26 años

 Diagnóstico: Pancreatitis Hipertrigliceridémica
O RHD: Positivo. Fenotipo RH: CDe Kell: Negativo.

Hospital Nacional de Itaugua

Panaglutinación Negativo Sensible Negativo Resistente Panaglutinación Negativo

PAI: Negativa 

luego de 1 

Aloadsorción

Incompatibles
IMR ≥5%, IMR ≤ 

5%

Serologicamente 

sugestivo de anti 

Ge2
Confirmado por 

BM

M.M.

 Diagnóstico: Prequirúrgico para cirugía de 

columna vertebral

Hospital de Clínicas 

Panaglutinación Negativo Disminuido Negativo Resistente

Panaglutinación: 

2+ (Patrón 

homógeneo)

Negativo

PAI: Negativa 

luego de 1 

Aloadsorción

Incompatibles IMR ≥20%

Serologicamente 

sugestivo de anti 

Dib 
(CONFIRMADO 

Dib neg por BM)

G.D.

8 meses

Dx: Esferocitosis hereditaria + Anemia Hemolítica 

Autoinmune 

Hospital de Clínicas 

Panaglutinación Positivo Resistente

Panaglutinación: 

2+ (Patrón 

homógeneo)

Positivo

Especificidad 

relativa auto anti 

D

Incompatibles

IMR ≥20% GR 

propios, Oneg y 

Opos: IMR ≤ 5% 

Mejoría clínica 

significativa luego 

del tratamiento 
inmunosupresor

C.P. 

50 años. Osteomielitis fémur. Hospital de Trauma

 CENSSA

Panaglutinación DR Sensible Negativo Resistente
Patrón 

heterogeneo
DR No se adsorbe 1/30

I IMR ≤ 5%

Inhibición: No se 

inhibe. 

Transfusiones 
alogenicas sin EA

Chido/Rogers?
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