
COMPARACION DE TECNICAS 
INMUNOHEMATOLOGICAS
ALEXANDER PAJARES



Métodos disponibles en IH

Porta √

Tubo √

Columna (gel/CAT) √

Eritrocitos Magnetizados √

Biotest Solidscreen √

Capture (Fase Sólida) √



BASADAS EN LA REACCION ANTIGENO-
ANTICUERPO

HEMAGLUTINACION:
• TUBO
• MICROPLACA
• CAT
• EM



Robin Coombs
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Test de Antiglobulina Indirecta (TAI)

Plasma del Paciente

Puede haber 
presencia o 
ausencia de 
aloanticuerpos

El reactivo eritrocitario se 
añade al plasma junto con 
un potenciador (LISS/PeG)

Incubación at 37°C

Los anticuerpos formarán 
complejos con el antígeno 
correspondiente si está 
presente en los hematíes



Test de Antiglobulina Indirecta (TAI)

Lavado

Después de la incubación 
los hematíes se lavan

El proceso de lavado retira 
todos los anticuerpos de la 

muestra no fijados a los 
hematíes

Antiglobulina

Humana 

(AHG)

Centrifugado

AHG is added to 
the test mixture 
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Test de Antiglobulina Indirecta (TAI)

Lectura

Reacción Positiva -
Anticuerpo presente

Reacción Negativa -
Anticuerpo o antígeno 

correspondiente no presente

To confirm validity of all 
negative reactions, Coombs 
Control Cells are added to 

the mixture

Células
Control 
Coombs

Centrifugación y 
Lectura

Reacción Positiva -
Validez del test confirmada



Principios del CAT/GEL

Los hematíes test y el plasma o suero del 
paciente se dispensan en una cámara 
situada encima de la columna. 

Después de una centrifugación, los 
hematíes son forzados a atravesar el la 
columna de gel/microesferas donde las 
aglutinaciones quedarán atrapadas, 
mientras que los hematíes no 
aglutinados viajarán hasta el fondo de la 
columna, formando un botón.



Test CAT/Gel
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Capture



Biotest Fase Sólida



Método SolidScreen II

Suspensión de 
hematíes 
(reactivo, 
pacientes o 
donantes) Micropocillo recubierto con 

proteína A

Suero/plasma 
(conteniendo 
anticuerpos y/o 
complemento) Anti-IgG

Capa de hematíes en la 
supoerficie del pocillos 
(rección positiva)
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SolidScreen II – Reacción Negativa

Los hematíes no 
sensibilizados sedimentan 
en el fondo del pocillo 
después del ultimo paso de 
centrifugación

La reacción Negativa es 
caracterizada por un botón 
de células después de la 
centrifugación



SolidScreen II- Reacción Positiva

La porción Fc de la molécula de 
anticuerpo de AGH es ligada por 
la proteína A

Los hematíes sensibilizados son 
ligados a la superficie del pocillo 
por inmovilización de las 
moléculas de AGH

Una reacción positiva está 
caracterizada por una capa de 
hematíes.



Tecnología Capture-R®

Adherencia de Hematíes en Fase Sólida
(SPRCA) Solid Phase Red Cell Adherence



Principios básicos del test

• Los hematíes se fijan a la superficie de los pocillos 

durante el proceso de fabricación.

• Se adiciona un potenciador (LISS) y plasma/suero de la 

muestra.

• Los anticuerpos anti-antígenos eritrocitarios son 

“capturados” por la superficie de pocillo durante la 

incubación.

• Las inmunoglobulinas no unidas son lavadas del pocillo.

• Se añaden células indicadoras que se fijan (sandwich) a 

los anticuerpos “capturados” haciéndolos visibles.

• Una centrifugación pone a las células indicadoras en 

contacto con los anticuerpos unidos a las membranas 

de las células reactivo.

Tecnología de Capture-R® Ready



Capture-R® Ready-Screen & Ready-ID®

Los antígenos desecados son estables hasta 

120 días desde su fabricación



Células Indicadoras Capture-R®

Hematies humanos O RhD
positivo sensibilizados con 
Antiglobulina Humana 
Monoclolal IgM

(Anticuerpo antihumano IgM de 
ratón, clon 16H8 para IgG1, IgG2 e 
IgG3 pero no IgG4).



Reacciones de Capture
En un test positivo, las células indicadoras no se pueden mover al fondo del pocillo
debido a la formación de complejos Anti-IgG-IgG en la superficie de antígenos de las
membranas de hematíes inmovilizados.

En un test negativo, las células indicadoras están libres y se pueden mover con facilidad
al fondo de los pocillos formando un botón de hematíes.

El grado de adhesión de las células indicadoras a la monocapa es el indicador clave de 
las reacciones negativas y positivas.

++++         +++          ++            +               0



Para diferenciar entre 
reacciones Positivas y 
Negativas, son aplicadas 
fuerzas de rotura, para 
distinguir células aglutinadas 
de aquellas que no son 
fuertemente ligadas por 
anticuerpos

Distinguiendo entre reacciones positivas y 

negativas
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Test en Tubo
Centrifugación e Interpretación 

En el test en tubo la fuerza de 

rotura se aplica agitando el 

tubo.

La desventaja de la aglutinación 

es el riesgo de disgregación de 

las reacciones débiles causando 

falsos negativos.



Test de Aglutinación en Columna
Centrifugación e Interpretación 

En los métodos de Gel/CAT estas fuerzas 
de rotura las proporciona la 
centrifugación forzando a las células a 
pasar por una matriz de gel sephadex
o de microesferas de cristal.



Adherencia a fase sólida de hematíes
Centrifugación e Interpretación

La mayor oportunidad de 
los hematíes para ser 
“capturados” existe 
mientras la AGH se una a 
los anticuerpos en la 
superficie del pocillo.

La combinación entre la fuerzas de rotura y las fuerzas de presión de las fuerzas de 
centrifugación maximiza las diferencias entre las reacciones positivas y negativas.

Capture usa adhesión

Presión

Rotura

+ 0



Diferentes efectos de la fuerza de rotura

Tubo TAI – Fuerzas de rotura aplicadas mediante la agitación del tubo

CAT/Gel – Fuerzas de rotura a través de la matriz aplicadas por 
centrifugación

Capture – Emplea las dos fuerzas para 
promover la adhesión, fuerzas de rotura
y de presión



Grados de Reacción – compare los métodos
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Diferencias entre métodos
Capture-R® Ready

Screen & ID

Gel / CAT Tubo

Células de 

escrutinio

Desecado y fijado 

en la superficie

Líquido Líquido

Incubación Si Si Si

Lavado Si No Si

Globulina 

antihumana

Células indicadoras 

recubiertas de Anti-

IgG monoclonal

AGH 

Poliespecífica

Adición de AGH 

Poli o monoclonal

Centrifugación Si

Adhesión

Si

Aglutinación

Si

Aglutinación

Lectura de la 

reacción

Sin agitación–

Reacción estable

Sin agitación –

Reacción estable

Debe leerse 

inmediatamente. 

Agitación – no estable



Células de escrutinio – Desecadas
versus líquidas

Hematíes desecados Hematíes líquidos

Estabilidad Las células desecadas no se 

deterioran

Cambios en la superficie durante 

la vida útil

Almacenamiento Temperatura ambiente

(1-30°C)

Refrigerada 

(1-10 o 2-8°C)

Vida útil 12 Semanas 4 Semanas

Comparación en 

el manejo

• Uso inmediato

• Menos pipeteos

• Menos manipulación de 

reactivos, particularmente 

ventajoso en identificación 

de anticuerpos

• Llevar hasta TA

• Mayor manipulación de 

reactivos

• Abriendo y cerrando viales



Lavado vs No Lavado

Ventajas del paso de Lavado en Fase Sólida:

Se pueden usar muestras hemolizadas, lipémicas o ictéricas
◦ No hay impacto en la lectura final

La fibrina será removida; no causa reacciones falso positivas: 

En el caso de la tecnología CAT/Gel,

la fibrina en la muestra puede bloquear

la columna, lo cual podría evitar el

desplazamiento de las células durante

la centrifugación. La reacción aparecería

como positiva o doble población.



Tipificación de Grupos Sanguíneos
Grupo ABO:

◦ Uso de anticuerpos monoclonales

◦ Configuración de pruebas dependiente de la cantidad de pocillos de reacción.
◦ Uso de Anti-AB

◦ Globular + Reverso

Factor RH
◦ Anticuerpos monoclonales, mezcla de monoclonales o policlonales

◦ Diferenciar pruebas para uso en Pacientes y Donantes

◦ Capacidad de detección de variantes del antígeno D dependiente de la clona y la metodología utilizada

Otros Grupos Sanguíneos
◦ Anticuerpos monoclonales o Anticuerpos Policlonales

◦ Hemaglutinación Directa o en Fase de Coombs









Investigación de Anticuerpos Irregulares

"El viejo dicho de que ningún método podrá detectar todos los anticuerpos de 
importancia clínica no es diferente hoy en día en los métodos de detección de 
anticuerpos por medio de nuevas tecnologías tanto en procesos manuales como 
en sistemas automatizados de lo que era en los métodos de prueba de tubo que 
los servicios de transfusión han utilizado durante los últimos 50 años".



Rendimiento Analítico
Medida Calculos Significado

Sensibilidad TP / (TP+ FN) ¿Cuanta seguridad tengo de que una muestra
que contiene un anticuerpo dará un resultado
positivo?

Especificidad TN / (TN+FP) ¿Cuanta seguridad tengo de que una muestra
sin anticuerpos dará un resultado negativo??

Medida Cálculos Significado

Valor Predictivo
Negativo

TN / (TN + FN) ¿Cuanta seguridad tengo de que la muestra de 
la que se ha informado un resultado negativo
no contiene un anticuerpo?

Valor Predictivo
Positivo

TP / (TP + FP) ¿Cuanta seguridad tengo de que una muestra
informada como positiva realmente contiene
un anticuerpo?



Sensibilidad
RENDIMIENTO ANALÍTICO



Falsos Negativos

Los test pretransfusionales
de realizan para detectar
anticuerpos capaces de 

provocar reacciones RTH 
en receptores o EHRN en 

embarazadas

Fallos en la detección de 
anticuerpos clinicamente
significativos supone:

Riesgo de RTH en paciente, 
lo que puede ser evitado
seleccionando la sangre
correcta

Y

Riesgo de EHRN para el feto
lo cual puede ser evitado

Una elevada
sensibilidad ES MUY 
IMPORTANTE  para 
los usuarios del test 

de EAI

Sensibilidad



Sensibilidad para la Detección de Anticuerpos

Metodo DiaMed-ID
Ortho 

BioVue

Bio-Rad 

Scangel

CLB Mast 

Cell-Bind

Biotest

Solid 

Screen

Immucor

Capture-R

sensibilidad 94 % 91 % 95 % 94 % 90 % 97 %

El autor analizó 446 muestras conteniendo anticuerpos con significado clínico. 



Plymouth comparison study 2013

En un periodo de más de 6 meses se realizaron
25,500 escrutinios de anticuerpos y se 
identificaron 118 “positivos nuevos”

Se refieren para investigación por CAT

Solo el 52% de estos escrutinios positivos por
Capture fueron tambien positivos por CAT

Las 66 muestras (48%) que fueron negativas por
gel  fueron probadas usando Capture R ID

Se identificaron anticuerpos específicos en 55 
muestras



Plymouth study –
Capture positive, CAT negative
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Estudios de titulación: Límites de detección

Indican la habilidad del test detectando concentraciones bajas de 
anticuerpos.

Una muestras anticuerpo-positiva se diluye en serie1:2, 1:4, 1:8, 
1:16….. 1:2048 etc.  

El “título” o “punto final” es la mayor dilución en la que se 
observa una reacción positiva.



Datos de MDA/96/14



Estudios deTitulación Capture-R® comparado con DiaMed ID

J Burkhardt et al: Comparative clinical trial of the sensibilidad of Solid Phase Screen System Capture-R 
Ready-Screen Gel Centrifugation (Diamed-ID Micro Typing System)

DGTI 2004 (Poster)

Todos (70) los  anticuerpos Anti-D (19 muestras)                 Anti-Jka y  Jkb (6 muestras) 



Finck et al. “Comparison of a gel microcolumn assay with the conventional tube test for red blood cell antibody titration”. 
TRANSFUSION V. 53, Apr 2013 p. 811-815



Qué hay sobre el límite de detección?

Los límites de detección a menudo se comparan por titulación.

En UK existe el estandard de que un Anti-D debe ser detectado a una
concentración de 0.1 ui/ml (20 ng/ml en Francia)

Se recomienda a los laboratorios usar 0.05 ui/ml como la sensibilidad mínima en
la validación de instrumentos.

Existe un estandard internacional de Anti-D de la NIBSC disponible para la
validación de sistemas para este requerimiento.



NEQAS Anti-D Standard (17E2)
Antibody screening reaction grades by IAT technology



Límite de detección de Capture

Referencia
título = 2

(con 
Diamed gel 

cards)  

Título

Titrations of National Blood Service weak Antibody controls

Experimento realizado
en Atlanta el 3/5/2010
Usando Capture RS3
Las mismas células de 
donante se utilizaron en 
el sistema de gel (MTS).
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Límites de detección para los controles débiles de 
anticuerpos del Servicio Nacional de Sangre de UK

Antibody Reference Titre Galileo Titre

Anti-D 0.1iu/ml 0.0125 iu/ml

Anti-Kell 2* 16

Anti-Fya 2 8

Anti-c 2 16

* Instructions for use state “mean titre of 2 with K+k+ cells by DiaMed gel IAT”

Source: ISBT 2009  M. Herbert, New Cross Hospital, Wolverhampton



Especificidad
RENDIMIENTO ANALÍTICO



Positivos no deseados
Anticuerpos no deseados en 
escrutinio de anticuerpos = 
Trabajo extra

• Paneles de identificación

• Selección de bolsas que son 
“compatibles” con anticuerpos
sin significado clínico.

• Pruebas cruzadas

• Retraso en la 
Transfusión

Retrasos en la Transfusión:

Riesgo siginificativo
para el paciente

+

Coste de realizar test 
suplementarios

La alta especificidad
es muy importante
para los usuarios de 

escrutinio de 
anticuerpos

Especificidad



Especificidad – en el artículo de Weisbach

Chequeado en selección aleatoria de pacientes (3,500)

Capture – 94%

Gel – 94%

Especificidad

Cómo puede Capture tener
la misma especificidad que

el gel teniendo además
mayor sensibilidad?



Especificidad – una cita de Weisbach (2006)

Issitt, P.D., Combs, M.R. & Bradshaw, T. (1997) Comparison of a solid phase and polyethylene glycol 
(PEG) IAT method in a large transfusion service [abstract]. Transfusion, 37 (Suppl.), 28S.

Introducción de la automatización
Procesos de ensayo completamente

estandarizados

Mejora en la formulación de las
células indicadoras al usar un nuevo

AHG monoclonal

“ReadyScreen” con 4 células
predispensadas (y desecadas) 
reemplazando a las células de 

escrutinio líquidas dispensadas
durante el proceso.

Estos resultados muestran una marcada mejora en las prestaciones de Capture R desde 1997.

Especificidad



Anticuerpos No identificables pueden 
convertirse en Ac de Significado Clínico

Se evaluaron muestras de pacientes con resultados clasificados previamente como “Falso 
Positivos” (inconclusos)

FPA: Falsos Positivos en el Escrutinio de Anticuerpos
ASPM: Metodo de Fase Solida Automatizado
ABSCN: Grupo Control con resultado inicial de escrutinio de 
anticuerpos negativo



EVALUACIONES A GRAN 
ESCALA
RENDIMIENTO ANALÍTICO



“ Comparativa entre dos métodos automáticos para la detección e identificación de 
aloanticuerpos eritrocitarios”
G.Garozzo, V. Licitra, R. Criscione, N. Comitini, C. Noto, R. Lomagno, D. Ruta, G. Spadola, V. Zago, P. Bonomo.
Blood Transfusion 2007; 5: 33-40

Método Positivo
Indeterminado, y 

confirmado
Indeterminado no 

confirmado

Immucor
Capture-R

Galileo

96/2299
(4.2%)

3/2299
(0.1%)

15/2299
(0.6%)

Ortho 
BioVue

Autovue Innova

89/2299
(3.9%)

2/2299
(0.1%)

17/2299
(0.7%)

Escrutinio de anticuerpos 
de 2229 muestras 
aleatorias de un hospital de 
Sicilia



Tot. Positivo
Muestras con
anticuerpos
identificados

Muestras con 
anticuerpos

no 
identificados

Panaglutinina
s

Immucor
Capture-R 96 65 19 12

Ortho BioVue 89 61 22 6

“A comparison of two automated methods for the detection and identification of red blood cell alloantibodies”
G.Garozzo, V. Licitra, R. Criscione, N. Comitini, C. Noto, R. Lomagno, D. Ruta, G. Spadola, V. Zago, P. Bonomo.
Blood Transfusion 2007; 5: 33-40

Escrutinio de anticuerpos de 2229 muestras aleatorias
de un hospital de Sicilia



Biovue
Capture

78 muestras positivas
por los dos sistemas

2122 muestras
negativas por los dos 

sistemas

11 Biovue Positivo, 
Capture Negativo
1 x Anti-c
1 x Anti-V
1 x Anti-M
1 x Anti-Lea
1 x Anti-D+C
1 x Anti-E + K

+ 5 No Identificado

18 Capture Positivo, 
Biovue Negativo

5 x Anti-D
2 x Anti-E
2 x Anti-K
2 x Anti-Kpa + others
1 x Anti-D+V
1 x Anti-c + Jkb

+ 5 No identificado

Escrutinio de anticuerpos de 2229 muestras 
aleatorias de un hospital de Sicilia



Cambios en la detección de anticuerpos cuando el 
método de escrutinio cambia
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ISBT 2009 M. Herbert, New Cross Hospital, Wolverhampton, UK

Comparativa entre la Frecuencia de Anticuerpos utilizando las técnicas de escrutinio de 
Ortho BioVue e Immucor Capture-R (35.000 muestras analizadas) 



Capture reduce el ratio de anticuerpos no 
detectados
Poster de UCLA presentado en la  AABB 2007

UCLA cambio en 2005 de Gel/Megaflex a Capture/Galileo.

Revisaron su datos para identificar el impacto del cambio de tecnología en su
servicio de transfusión.

The year before Galileo

Periodo Método
Número de 

muestras
analizadas

Número de IDs 
de Ac realizados

(%)

# IDs de Ac realizados
con nuevos Acs

Post Transfusión
(%)

7/04 – 6/05 Gel 38,893 856 (2.2%) 52 (0.13%)



Periodo Metodo
Número de 

muestras
analizadas

Número de Ids 
de Ac realizados

(%)

#Ac Investigación
Post Transfusional

(%)

7/04 – 6/05 Gel 38,893 856 (2.2%) 52 (0.13%)

3/06 – 2/07 Capture 42,271 883 (2.1%) 22 (0.05%)

Capture reduce el ratio de anticuerpos no detectados
Poster at AABB 2007 from UCLA





Cada Aloanticuerpo es único..... 

La clase de 
inmunoglobulina y el 
significado clínico de cada
especificidad puede variar.

Origen: The Blood Group Antigen Factsbook

La "regla de oro“ de 
equiparar el significado 
clínico de un anticuerpo 
con la especificidad de su 
antígeno no es 
universalmente válida



CONCLUSIONES
No existe metodología 100% Sensible y 100% específica tanto para la determinación de 
antígenos eritrocitarios como para la investigación de anticuerpos irregulares

Debido a las diferencias de desempeño entre metodologías, se recomienda utilizar la misma 
metodología para el escrutinio y la identificación de anticuerpos

La elección del método o métodos a utilizar va a depender de:
◦ Tipo de muestras a trabajar (donantes, pacientes/gestantes)

◦ Sensibilidad a anticuerpos de significado clínico

◦ Numero de muestras a estudiar (automatización)

◦ Disponibilidad de células con los antígenos más representativos de la población específica

Es conveniente tener implementada más de una metodología en el laboratorio para obtener una 
investigación más completa y resultados más confiables



GRACIAS


