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Re su men. El ob je ti vo de este tra ba jo fue pro du cir un AcMo mu ri no con
es pe ci fi ci dad anti B, el cual pu die ra ser uti li za do como reac ti vo de he mo cla si -
fi ca ción. Ra to nes balb/c fue ron in mu ni za dos con sus tan cia an ti gé ni ca de sa li -
va de do nan te se cre tor, con el fin de ob te ner lin fo ci tos es plé ni cos o es ple no ci -
tos pro duc to res de an ti cuer pos con es pe ci fi ci dad anti B. Estos fue ron fu sio na -
dos con cé lu las de mie lo ma de ra tón P3-X63.Ag8.653 uti li zan do PEG. Des -
pués de sem bra das, las cé lu las hí bri das o hi bri do mas re sul tan tes que tu vie ron
la ca pa ci dad de se cre tar el an ti cuer po re que ri do, fue ron so me ti das a clo na -
ción por di lu ción lí mi te para ase gu rar su mo no clo na li dad. Pos te rior men te los
an ti cuer pos fue ron so me ti dos a eva lua cio nes in mu nohe ma to ló gi cas e in mu no -
quí mi cas. Se ob tu vo la clo na BMS-4 se cre to ra de an ti cuer pos IgM kappa, con
es pe ci fi ci dad anti B, los cua les de mos tra ron te ner una alta po ten cia, ex ce len -
te avi dez, gran sen si bi li dad y es ta bi li dad en el tiem po. Dado el com por ta mien -
to de mos tra do por los an ti cuer pos en las eva lua cio nes rea li za das, pen sa mos
que esta clo na pue de ser uti li za da para pro du cir reac ti vo para la
hemoclasificación.
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Pro duc tion of mo no clo nal an ti bo dies with anti B spe ci fi city used 
as a blood typing rea gent
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Ab stract. The pur pose of this re search was to pro duce murine monoclonal 
an ti bod ies with anti B spec i fic ity to be used as re agents in red cells typ ing.
Balb/c mice were im mu nized with sub stance B from sa liva of a do nor se cret ing
B an ti gen, in or der to ob tain spleen cells or splenocytes pro duc ing an ti bod ies
with anti B spec i fic ity. These cells were fused with mouse myeloma cells
P3-X63.Ag8.653 by us ing the PEG tech nique. Af ter seeded, the hybridomas se -
cret ing the pu ta tive an ti bod ies were cloned through the lim it ing di lu tion tech -
nique to ob tain monoclonality. Af ter wards, the an ti bod ies were eval u ated us ing
im mu no log i cal and im mu no chemi cal meth ods. BMS-4 clone se cret ing an ti bod -
ies IgM-kappa with anti B spec i fic ity were ob tained, which dis played high po -
tency, ex cel lent avid ity, great sen si bil ity and long time sta bil ity. We think that
this clone can be used to pro duce a red cell typ ing re agent.
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INTRODUCCIÓN

Des de que Karl Land stei ner des cri bió
los an tí ge nos eri tro ci ta rios que con for man
el sis te ma ABO (1) a prin ci pios del si glo
XX, es prác ti ca obli ga to ria de los ban cos de 
san gre, ha cer la ti pi fi ca ción san guí nea de
este sis te ma en do nan tes y re cep to res de
san gre. De no trans fun dir se san gre iso gru -
po o al me nos ABO com pa ti ble, se co rre rían 
gran des ries gos de pro vo car reac cio nes he -
mo lí ti cas in tra vas cu la res que con lle va rían a 
una alta mor bi-mor ta li dad. De tal ma ne ra
que el sis te ma ABO es de gran im por tan cia
clí ni ca, en par ti cu lar en la Me di ci na Trans -
fu sio nal y en el cam po de los trans plan tes
de ór ga nos.

Des pués del ad ve ni mien to de la tec no -
lo gía para pro du cir an ti cuer pos mo no clo na -
les (2) des cri ta por Köhler y Mils tein en
1975 (3), los an ti sue ros po li clo na les para la 
he mo cla si fi ca ción han sido pro gre si va men -
te sus ti tui dos por los mo no clo na les. Des de
en ton ces, esta tec no lo gía ha sido uti li za da

para pro du cir an ti cuer pos (acs) con tra múl -
ti ples an tí ge nos (ags) y para usos di ver sos
(4-10). En el cam po de la Me di ci na Trans fu -
sio nal, a par tir de fi na les de los años se ten -
ta y prin ci pio de los ochen ta, tan to en
Ingla te rra como en Ca na dá, se pro du je ron
acs de tipo IgM con tra el sis te ma ABO, con
ca rac te rís ti cas ade cua das para ser uti li za -
das en la he mo cla si fi ca ción eri tro ci ta ria
(11-13). Pos te rior men te es tos reac ti vos fue -
ron pro du ci dos en es ca la in dus trial con la
con se cuen te dis mi nu ción en los cos tos y
con dis tri bu ción casi uni ver sal (14-16).

La me to do lo gía para pro du cir di chos
an ti cuer pos es la bo rio sa, ocu pa mu cho
tiem po y es sus cep ti ble de afec tar se por fac -
to res ex trín se cos como la con ta mi na ción o
por fac to res in trín se cos a la bio lo gía ce lu -
lar, al gra do de in mu ni za ción ob te ni do en
los ra to nes, al tipo de in mu nó ge no em plea -
do, etc, los cua les pue den re tar dar la ob ten -
ción del pro duc to de sea do.

Se han uti li za do una am plia va rie dad
de in mu nó ge nos (eri tro ci tos gru po es pe cí fi -
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cos, mem bra nas ce lu la res de amíg da la hu -
ma na, lí neas ce lu la res de cán cer de co lon
hu ma no, flui do de quis te de ova rio, sa li va
de in di vi duos se cre to res, oli go sa cá ri dos sin -
té ti cos, etc), para pro du cir AcMo es pe cí fi -
cos con tra el sis te ma ABO (17-18).

Una vez lo gra dos los hi bri do mas, se re -
quie ren ri gu ro sas eva lua cio nes para ga ran -
ti zar que los an ti cuer pos se cre ta dos por las
clo nas, sean los idó neos para tra ba jar en
ban co de san gre, ya que por ser mo no clo na -
les, reac cio nan con tra un epí to pe sim ple
del an tí ge no uti li za do en su ge ne ra ción
(19-20). Este he cho po dría ser un fac tor ne -
ga ti vo al eva luar la avi dez uti li zan do eri tro -
ci tos de me nor ex pre sión an ti gé ni ca (sub -
gru pos dé bi les, eri tro ci tos fe ta les). De allí
que mu chas ve ces ten ga que re cu rrir se a la
mez cla oli go clo nal de an ti cuer pos de com -
po si ción y pro pie da des bien conocidas.

El ob je ti vo fun da men tal de este tra ba -
jo fue ob te ner un AcMo mu ri no con es pe ci -
fi ci dad anti B, que reu nie ra las con di cio nes
su fi cien tes para ser uti li za do como reac ti vo
de he mo cla si fi ca ción.

MATERIALES Y MÉTODOS

Esquema de inmunización
Un gru po de seis ra to nes balb/c de 8

se ma nas de na ci dos, re ci bió ino cu la cio nes
si mul tá neas por vía in tra pe ri to neal (IP) y
sub cu tá nea (SC) de 1 mg de sus tan cia an ti -
gé ni ca B de sa li va de do nan te se cre tor, par -
cial men te pu ri fi ca da (21,22) en 0,5 mL de
ad yu van te com ple to de Freund (Sig ma Che -
mi cal Co). A las cua tro se ma nas, fue ron
rees ti mu la dos con 20 µg de di cha sus tan cia 
en so lu ción sa li na (ss) por vía in tra ve no sa
(IV). A los tres días se sa cri fi ca ron para ob -
te ner es ple no ci tos (23).

Fusión y producción de hibridomas
Se rea li zó uti li zan do el mé to do de Gal -

fre y col (24) con al gu nas mo di fi ca cio nes.
Se unie ron 4 × 107 es ple no ci tos no la va dos

con 8 × 106 cé lu las de mie lo ma de ra tón
P3-X63.Ag8.653 en cre ci mien to ex po nen -
cial en me dio DME/F12 (Sig maR) pre via -
men te la va das en me dio sin sue ro fe tal bo vi -
no (SFB), a una pro por ción de 50:1 y uti li -
zan do el po lie ti len gli col (PEG) como agen -
te fu só ge no (PEG 1.500 – MerckR).

Lue go de unir las dos lí neas ce lu la res
en tubo de po lies ti re no es té ril de 50 mL,
se cen tri fu gó a 400 g por 7 mi nu tos a tem -
pe ra tu ra am bien te (TA). Se eli mi nó el so -
bre na dan te y se adi cio nó el PEG al 50% en
PBS a pH de 7,2 a TA con in cu ba ción ini -
cial de 90 se gun dos y en agi ta ción cons tan -
te y sua ve. Se fue agre gan do PBS cada mi -
nu to, de la si guien te ma ne ra: 100 µL
c/20”, lue go c/15”, c/10” y c/5” has ta
cum plir se cua tro mi nu tos. Fi nal men te se
com ple tó la di lu ción con PBS has ta al can -
zar los 10 mL. Se cen tri fu gó y se eli mi nó el 
so bre na dan te. El bo tón ce lu lar fue re sus -
pen di do sua ve men te en pe que ño vo lu men
de me dio HAT (hi po xan ti na 10-4M, ami nop -
te ri na 4 × 10-5, ti mi di na 1,6 × 10-5 M -
SIGMA) su ple men ta do con SFB al 10%,
l-glu ta mi na 2 mM, pi ru va to de so dio 1 mM, 
pe ni ci li na 100 U/mL, es trep to mi ci na 0,1
mg/mL, an fo te ri ci na B 0,25 µg/mL, IL-6
(so bre na dan te de la lí nea ce lu lar J744-2)
al 10% (22), e in su li na 20 UI/mL. Lue go se 
com ple tó has ta al can zar una con cen tra -
ción fi nal de 2 × 106 cé lu las/mL y se sem -
bró en pla cas de 96 po zos (Grei nerR) a ra -
zón de 100 µL/pozo, pre via men te acon di -
cio na dos con cé lu las no dri zas a ra zón de
100 µL de una sus pen sión a 2 × 105

cel/mL. Se in cu bó a 37°C en at mós fe ra hú -
me da y CO2 al 5%. A par tir del día 8 se co -
men zó a rea li zar el pes qui sa je en los so bre -
na dan tes de los po zos con cre ci mien to ce -
lu lar y a par tir del día 12, se eli mi nó la
ami nop te ri na de la pre pa ra ción.

Tamizaje de anticuerpos
A par tir del 8vo día post-fu sión, se co -

men za ron a rea li zar las pes qui sas de acs en
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los so bre na dan tes de cul ti vo (SNC) de cada
uno de los po zos en los que se evi den cia ba
cre ci mien to ce lu lar. Cada SNC fue eva lua do 
con cé lu las A1, B y O a una con cen tra ción
de 3-5 % en ss. Di cha pes qui sa se hizo en
pla ca de fon do en U, agre gan do para cada
eva lua ción 100 µL de SNC y 50 µL de la sus -
pen sión de eri tro ci tos. Se in cu ba ron a TA
por 1 hora y se leyó por aglu ti na ción ma -
cros có pi ca. Los que die ron se ñal po si ti va
anti B fue ron eva lua dos con eri tro ci tos A1B
y A2B. Se es co gie ron se gún su es pe ci fi ci dad, 
po ten cia y avidez.

La es pe ci fi ci dad se eva luó ha cien do
reac cio nar los SNC con sus pen sio nes ce lu la -
res de di fe ren tes fe no ti pos: A1, A2, A1B, A2B, 
B y O. Este en sa yo se hizo en tu bos de vi -
drio 12 × 75 mm agre gan do una gota del
SNC y una gota de la sus pen sión ce lu lar.
Des pués de in cu bar a TA por 1´ y 5´ se cen -
tri fu ga ron y le ye ron en cru ces (de 0 a 4+):
el bo tón de cé lu las fue sua ve men te des pren -
di do del fon do y exa mi na do ma cros có pi ca -
men te en lám pa ra de Clay AdamsR. Las
reac cio nes in ter me dias se re por ta ron con
1/2 + adi cio nal. Se con si de ró reac ción en
cam po mix to cuan do la lec tu ra fue ma yor
de 1+ pero con el fon do tur bio.

A cada lec tu ra en cru ces, se le dio un
va lor nu mé ri co así: 4+:8; 3+:6; 2+:4;
1+:2, ½+:1, cuya su ma to ria al fi nal de la
ti tu la ción re fle jó el va lor del tan teo o “sco -
re”. El tubo con trol con el di luen te de bía
dar ne ga ti vo.

La po ten cia se de ter mi nó ha cien do ti -
tu la cio nes al me dio, igual men te con eri tro -
ci tos al 5% en ss.

La avi dez se de ter mi nó se gún el tiem -
po en se gun dos re que ri do para dar una
aglu ti na ción vi si ble en lá mi na de opa li na,
agre gan do 50 µL del SNC a eva luar y 50 µL
de la sus pen sión de eri tro ci tos al 50%, mez -
clán do se sua ve men te.

En cada caso se rea li za ron con tro les
uti li zan do reac ti vo co mer cial Do mi nioR.

Clonamiento
Los po zos se lec cio na dos se de ja ron

cre cer, se con ta ron las cé lu las y se di lu ye -
ron en me dio por el mé to do de di lu ción lí -
mi te, de ma ne ra que que da ran 0,5, 1 y 2 cé -
lu las en cada pozo al sem brar las (100 µL
por pozo). Las pla cas es tu vie ron pre via men -
te pre pa ra das con cé lu las no dri zas (1 ×
104Cel/pozo). Este pro ce di mien to se re pi -
tió has ta 4-5 ve ces para ase gu rar la mo no -
clo na li dad (es de cir, que clo nan do a 0,5 – 1 
cel/pozo, al me nos en el 40 % de los po zos
exis tan hí bri dos cre cien do y que en el 80%
de ellos haya pro duc ción del an ti cuer po).

Los hí bri dos ob te ni dos fue ron con ge la -
dos en ni tró ge no lí qui do (NL) e ino cu la dos
en ca vi dad pe ri to neal de ra to nes balb/c
para in du cir la for ma ción de as ci tis (25).

Evaluación inmunohematológica (26, 27)
Con tro les. Se uti li zó como con trol, al

reac ti vo co mer cial Do mi nioR el cual fue so -
me ti do a las mis mas con di cio nes que el
pro duc to eva lua do.

Po ten cia. La ti tu la ción (en tubo) se
co men zó par tien do del LA sin di luir, con el
cual se pre pa ra ron di lu cio nes al me dio en
buf fer (so lu ción de EDTA 20 mM, ClNa 2%,
azi da de so dio 0,1% y al bú mi na al 3% a pH
7,2). Este buf fer fue el me dio de di lu ción
que em plea mos en la ela bo ra ción del pro -
duc to fi nal. Se uti li za ron cé lu las B y A1B.
Las lec tu ras se hi cie ron a cen tri fu ga ción in -
me dia ta, a 1 y a 5 mi nu tos post in cu ba ción
a TA.

Espe ci fi ci dad. Se com pro bó la es pe ci -
fi ci dad ha cién do los reac cio nar ini cial men te 
con una sus pen sión de cé lu las B y tres de
A1B. Se com ple tó la eva lua ción uti li zan do
en to tal ocho mues tras di fe ren tes de fe no ti -
po B y A1B, así como con cé lu las A y O (ne -
ga ti vas para el an tí ge no B).

Con es tas reac cio nes se de bió de mos -
trar tam bién la au sen cia o pre sen cia de he -
mó li sis y/o fe nó me no de rou leaux. La reac -
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ti vi dad con una cé lu la po si ti va para el an tí -
ge no es pe cí fi co, de bió ser por lo me nos de
2+. La prue ba se con si de ró sa tis fac to ria
cuan do no más de 1 de 8 do nan tes, re sul tó
con una reac ción in fe rior a 2+.

Para de mos trar la au sen cia de an ti -
cuer pos con ta mi nan tes, (di fe ren tes a los
acs anti ABO) se uti li zó Re sol ve Pa nel A
(OrthoR). El LA se puso en con tac to con las 
di fe ren tes cé lu las del pa nel y las eva lua cio -
nes se hi cie ron a cen tri fu ga ción in me dia ta,
a los 15´ de in cu ba ción a TA, adi cio nán do -
les al bú mi na bo vi na al 22%, a 37°C de in cu -
ba ción por 20´ y por an ti glo bu li na hu ma na.

Tam bién se rea li za ron en sa yos de in hi -
bi ción de la aglu ti na ción: el LA se di lu yó en 
ss de ma ne ra que el tí tu lo no fue ra ma yor
de 1:128. El LA di lui do se puso en con tac to 
con igual vo lu men de sa li va se cre to ra de
sus tan cia an ti gé ni ca B (do nan te B se cre -
tor) y con ss v/v como con trol. Ambas mez -
clas se in cu ba ron a TA por 15 mi nu tos, se
hi cie ron reac cio nar con eri tro ci tos B y se
le ye ron por aglu ti na ción.

Avi dez. Se rea li zó con LA no di lui da,
di lui da 1:2 y 1:20 con el di lu yen te men cio -
na do an te rior men te, uti li zan do como con -
trol el reac ti vo co mer cial. Se uti li zó el mé -
to do an tes des cri to y se re gis tró el tiem po
en el que se de tec tó aglu ti na ción me nor y
ma yor o igual a 1mm.

De ter mi na ción de aglu ti na ción es -
pon tá nea. Se uti li za ron eri tro ci tos “O” Rh
ne ga ti vo con fe no ti po dccee, los cua les fue -
ron sen si bi li za dos con anti c, mos tran do po -
si ti vi dad fuer te (3/4+) con la prue ba de an -
ti glo bu li na hu ma na di rec ta, con el au to con -
trol ne ga ti vo.

Al rea li zar la ti pi fi ca ción ABO en eva -
lua ción, con es tas cé lu las la reac ción de bía
re sul tar ne ga ti vo.

Eva lua ción del pro duc to fi nal
Esta bi li dad. El LA ori gi nal, se di lu yó

con el buf fer an tes men cio na do, y fue eva -
lua do en el tiem po: a) En via les con ser va dos 

a 4°C, se eva luó men sual men te la po ten cia
y la avi dez se gún lo se ña la do an te rior men -
te. b) En via les con ser va dos a 37°C (tem pe -
ra tu ra que ace le ra la de gra da ción de los an -
ti cuer pos). se eva luó la po ten cia.

Como con trol se uti li zó reac ti vo co -
mer cial, so me ti do a las mis mas con di cio -
nes.

Sen si bi li dad: Se im ple men tó un tra ba -
jo de cam po con el fin de eva luar el fun cio -
na mien to de los an ti cuer pos ante una am -
plia gama de mues tras en di fe ren tes ban cos 
de san gre del área me tro po li ta na de Ca ra -
cas, in clu yen do dos ma ter ni da des en las
que se eva luó úni ca men te con cé lu las de
cor dón.

Determinación del isotipo de los
anticuerpos

Se rea li zó me dian te dos téc ni cas: do -
ble di fu sión o mé to do de Ouch ter lony y por
ELISA in di rec to.

Mé to do de Ouch ter lony (23). Se uti li -
zó el LA di lui do 1:20 para dis po ner lo en el
ori fi cio cen tral (5ul) y se uti li za ron an ti sue -
ros es pe cí fi cos (anti µ, anti γ2a, anti γ2b,
anti γ3, anti α, SIGMAR) en cada ori fi cio de
la pe ri fe ria de la ro se ta. Se in cu bó du ran te
14-18 ho ras en at mós fe ra hú me da y pos te -
rior men te se eva luó la for ma ción de ha los
de pre ci pi ta ción.

Téc ni ca de ELISA in di rec to en SNC
(28). Para ello se uti li zó como an tí ge no es -
pe cí fi co, el pro ve nien te de sa li va de do nan -
tes se cre to res par cial men te pu ri fi ca do (21).

Estan da ri za ción pre li mi nar: Con el fin
de es ta ble cer la con cen tra ción óp ti ma de
ag de sa li va a uti li zar y la di lu ción óp ti ma
de SNC a eva luar, se rea li zó un pri mer
ELISA, de la si guien te ma ne ra: Se uti li za -
ron mi cro pla cas Ma xi Sorp NuncR de po lies -
ti re no con fon do en U, las cua les se sen si bi -
li za ron con 100 µL de de ag de sa li va so lu bi -
li za do en buf fer car bo na to-fos fa to a pH 9,6
con in cu ba ción du ran te 16-18 ho ras a 4°C.
Las con cen tra cio nes ele gi das fue ron de
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200, 50 y 12,5 ng/100 µL. Para el blo queo
de la pla ca se em pleó 200 µL de ge la ti na
(Bio radR) al 0,5% en PBS a pH 7,2, du ran te
1 hora a 37°C. Como an ti cuer po pri ma rio
se uti li zó el SNC sin di luir y di lui do 1:5 en
PBS-Tween al 0,1%. Se in cu bó por 1 hora a
37°C en cá ma ra hú me da. Como con ju ga do
se em pleó un an ti cuer po po li va len te de co -
ne jo (anti G, M, A de ra tón, SIGMAR,
A0412) con ju ga do con pe ro xi da sa de rá ba -
no pi can te di lui do 1:500 en PBS-Tween
0,1%. A cada pozo se co lo có 100 µL del con -
ju ga do y se in cu bó por 1 hora a 37°C en cá -
ma ra hú me da. Como sus tra to se uti li zó una 
so lu ción de pe ró xi do de hi dró ge no al 0,5% y 
2,2” azi no-di (áci do 3-etil ben tia zo li no 6 sul -
fó ni co)-(ABTS) 36mM en buf fer ci tra to de
so dio pH 4,4 que se in cu bó a TA en os cu ri -
dad. Las lec tu ras de las ab sor ban cias se ob -
tu vie ron en un lec tor de ELISA a 405 nm a
los 15´, 30´ y 45´. Se co rrie ron jun to a los
con tro les co rres pon dien tes.

De ter mi na ción del iso ti po: se usa ron
es tán da res de iso ti po (Pier ceR N° 37501) y
SNC di lui do 1:5 (se gún re sul ta do de la es -
tan da ri za ción an te rior). Lue go que las pla -
cas fue ron sen si bi li za das y blo quea das se
agre gó el SNC, se in cu bó por 1 hora a 37°C 
en cá ma ra hú me da y se lavó. A cada pozo
se le agre gó el an ti sue ro de co ne jo (IgG)
es pe cí fi co para cada cla se y sub cla se de in -
mu no glo bu li nas de ra tón y se in cu bó por 1 
hora a 37°C. Se uti li zó con ju ga do de ca bra, 
anti IgG de co ne jo di lui do 1:2000 a
100 µL/pozo y se in cu bó por 1 hora a 37°C.
Lue go de aña dir el sus tra to (ABTS), se leyó
a 405 nm a los 30´. Como con trol po si ti vo
se uti li zó con ju ga do de ra tón po li va len te
uni do a pe ro xi da sa a una di lu ción 1:5.000.

Cuantificación de IgM Mo 
por inmunodifusión ra dial cuantitativa
(Manzini) (23)

Se mez cló agar no ble o aza ro sa con
IgG de co ne jo anti IgM de ra tón (pro du ci do 
en nues tro la bo ra to rio) a una di lu ción fi nal

de 1:20. Para los con tro les o pa tro nes de re -
fe ren cia se uti li zó la IgM pu ri fi ca da (SIGMA 
M-3795) sin di luir y las mues tras a eva luar
se dis pu sie ron sin di luir, di lui das 1:2 y 1.4.
Se in cu bó en una cá ma ra hú me da por
24-48 ho ras a TA. Las lec tu ras se rea li za ron 
mi dien do dos diá me tros per pen di cu la res
en tre sí de cada uno de los ani llos de pre ci -
pi ta ción, con un vi sor con es ca la gra dua da
in cor po ra da. Se cal cu ló el va lor pro me dio
de las lec tu ras de los dos diá me tros. Se ob -
tu vo la lí nea de ten den cia para el cálcu lo de 
la con cen tra ción pro tei ca (cur va pa trón): a
cada con cen tra ción co no ci da de IgM, se le
mi dió am bos diá me tros y su pro me dio fue
gra fi ca do en el eje de la or de na da. Tam bién 
se le cal cu ló el Log10 y se gra fi có en la ab -
ci sa. De la ecua ción ge ne ra da, co no cien do
el va lor pro me dio de los diá me tros del halo
de in mu no di fu sión de la mues tra en es tu -
dio, se cal cu ló el va lor de la x, es de cir, se
ob tu vo el Log10 de la con cen tra ción de di -
cha pro teí na, cuyo anti Log co rres pon dió a
su con cen tra ción en µg/10 µL. Se hizo la
con ver sión a mg/mL y se mul ti pli có por el
fac tor de di lu ción. Se cal cu ló el promedio.

RESULTADOS

Des pués de uti li zar el es que ma de in -
mu ni za ción se ña la do y pos te rior a la fu sión, 
se sem bra ron nue ve pla cas de 96 po zos. A
los 21 días en in cu ba ción, se ob tu vie ron
297 po zos con hí bri dos cre cien do (34% del
to tal). De ellos, cua tro po zos (B2, B6, C2 y
F12) die ron se ñal po si ti va (va ria ble en tre
2+ y 4+) con las cé lu las B, A1B y A2B y se -
ñal ne ga ti va con eri tro ci tos A y O. Solo el
so bre na dan te del pozo B6 re co no ció a los
eri tro ci tos A1B con una se ñal fuer te men te
po si ti va, por lo que se ex pan dió y clo nó cua -
tro ve ces y se de no mi nó clo na BMS-4.

En la Ta bla I se se ña la la po ten cia del
LA sin di luir ge ne ra do por esta clo na, de -
mos tran do alto tí tu lo, buen sco re y es ta bi li -
dad du ran te la in cu ba ción.
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Se es co gió la di lu ción 1:20 para eva -
luar las po si bi li da des de uti li zar lo como
reac ti vo. Se pudo apre ciar una po ten cia
casi si mi lar a la ob ser va da con el reac ti vo
co mer cial (di fe ren cias no ma yo res de dos
tu bos a fa vor del reac ti vo en eva lua ción)
por lo que se con si de ró idó nea la di lu ción
se lec cio na da (Ta bla II).

Se eva luó la es pe ci fi ci dad, ha cién do lo
reac cio nar con ocho mues tras de sus pen sio -
nes de eri tro ci tos B y ocho A1B pro ve nien -
tes de do nan tes di fe ren tes y con to das, las
aglu ti na cio nes fue ron de 4+. Se ob tu vie ron 
re sul ta dos ne ga ti vos con eri tro ci tos A y O.
En nin gún caso se ob ser vó he mó li sis ni fe -
nó me no de reau leax. No se de tec tó pre sen -
cia de acs con ta mi nan tes al po ner lo a reac -
cio nar con cé lu las del pa nel.

Para eva luar la avi dez, hi ci mos las de -
ter mi na cio nes con eri tro ci tos B y A1B (Ta -
bla III). Tan to el LA puro como las di fe ren -
tes di lu cio nes de mos tra ron ex ce len te avi dez 
con am bos fe no ti pos ce lu la res. A los 2” se
de tec tó aglu ti na ción fina en to dos los ca sos 

y a los 8” ya ha bían aglu ti na dos gran des
con fon do cla ro. No se apre ció di fe ren cia
con la avi dez de mos tra da por el reac ti vo co -
mer cial.

Para apre ciar la reac ti vi dad del an ti -
cuer po con sus tan cia an ti gé ni ca so lu ble B y 
rea fir mar la es pe ci fi ci dad, se rea li zó un en -
sa yo de in hi bi ción de la aglu ti na ción con
sa li va de do nan te B se cre tor, con el cual se
de mos tró su es pe ci fi ci dad anti B al in hi bir -
se la aglu ti na ción del ac en es tu dio.

Al eva luar la reac ti vi dad de los acs con -
tra eri tro ci tos au to sen si bi li za dos, con el fin
de des car tar los re sul ta dos fal sos po si ti vos,
se hizo reac cio nar el LA di lui do con 36 sus -
pen sio nes ce lu la res O Rh ne ga ti vo sen si bi li -
za das. En to dos los ca sos los re sul ta dos fue -
ron ne ga ti vos.

En vis ta de las ca rac te rís ti cas ob ser va -
das en los acs pro ve nien tes de la clo na
BMS-4, pa sa mos a la fase de su eva lua ción
en el tiem po, uti li zan do di lu cio nes 1:20
con ser va das a 4°C (Ta bla IV) y a 37°C. Se
de mos tró una re duc ción ini cial de los tí tu -
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TABLA I
POTENCIA DEL LA ANTI B (BMS-4)

Incu ba ción E ri tro ci tos B Eri tro ci tos A1B

Título Score Título Store

CI 213 212

1´ 214 82 212 80

5´ 214 88 212 81
LA: lí qui do as cí ti co.

TABLA II
POTENCIA DEL LA ANTI B (BMS-4) DILUIDO 1:20

Incubación Po ten cia LA di lui do Potencia reactivo control

Eritrocitos B Eritrocitos A1B Eritrocitos B Eritrocitos A1B

Título Score Título Store Título Score Título Score

CI 29 28 27 27

1´ 29 59 28 53 27 47 27 49

5´ 210 60 28 53 27 48 27 49



los con am bos fe no ti pos ce lu la res y una len -
ta y leve dis mi nu ción de la avi dez con los
eri tro ci tos A1B un poco más pro nun cia da
con el anti B BMS-4, aun que el com por ta -
mien to ge ne ral fue casi si mi lar al con trol.
Para apre ciar lo grá fi ca men te po de mos ver
las Fig 1 y Fig 2.

El es tu dio de es ta bi li dad a 37°C se rea -
li zó uti li zan do so la men te eri tro ci tos B (Ta -
bla V). Se apre ció un des cen so pro gre si vo
de la po ten cia de los acs en el cur so de
ocho me ses. Ambos reac ti vos de mos tra ron
un com por ta mien to bas tan te si mi lar al co -
mien zo pero fi nal men te hubo ma yor ace le -
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TABLA III
AVIDEZ DEL LA ANTI B (BMS-4) A DIFERENTES DILUCIONES

LA anti B
(BMS-4)

Eritrocitos B Eritrocitos A1B

Aglutinación/
1/2 T de

observación

Aglutinación/
T total de

observación

Aglutinación/
1/2 T de

observación

Aglutinación/
T total de

observación

Anti B puro <1mm/2” > 1mm/8” <1mm/2” >1mm/8”

Anti B 1:2 <1mm/2” > 1mm/8” <1mm/2” > 1mm/8”

Anti B 1:20 <1mm/2” > 1mm/8” <1mm/2” > 1mm/8”

Anti B control <1mm/2” > 1mm/8” <1mm/2” > 1mm/8”
T: tiem po.

TABLA IV
ESTABILIDAD DEL LOS ANTICUERPOS ANTI B (BMS-4) DILUIDOS 1:20 A 4°C

T eva lua ción
(meses)

E ri tro ci tos 
(fenotipo)

Tí tu lo S co re A vi dez

BMS-4 Control BMS-4 Control BMS-4 Control

0 B
A1B

29

28

29

28

61
46

59
53

2”-8”
2”-8”

2”-8”
2”-8”

3 B
A1B

28

27

29

28

49
42

51
48

2”-8”
2”-8”

2”-8”
2”-8”

6 B
A1B

27

27

27

27

49
40

45
39

2”-8”
3”-11”

2”-8”
2”-8”

12 B
A1B

27

26

27

27

49
39

44
39

2”-8”
3”-11”

2”-8”
3”-9”

18 B
A1B

27

26

27

27

49
38

44
38

2”-8”
3”-11”

2”-8”
3”-9”

24 B
A1B

27

26

27

26

45
38

43
38

2”-8”
3”-11”

2”-8”
3”-9”

30 B
A1B

27

26

27

27

49
39

44
39

2”-8”
3”-11”

2”-8”
3”-9”

36 B
A1B

27

26

27

27

49
39

44
39

2”-8”
3”-11” 

2”-8”
3”-9”



ra mien to en la de gra da ción de los acs en la
clo na BMS-4. De cual quier ma ne ra, esta re -
duc ción está den tro de los ran gos per mi ti -
dos, es de cir, re duc ción de no más de una
di lu ción al mes.

Se eva lua ron mues tras al azar de do -
nan tes, pa cien tes y eri tro ci tos de cor dón y
se apre ció su ex ce len te re co no ci mien to an -
ti gé ni co (Ta bla VI). Tam bién se eva lua ron
36 pa cien tes con pro ble mas he ma to ló gi cos
e in mu nohe ma to ló gi cos y con nin gu no
hubo di fe ren cias con res pec to al con trol.

Se rea li za ron eva lua cio nes con fe no ti -
pos más dé bi les de B (New York Blood Cen -
ter), evi den cián do se reac ti vi dad fuer te (sco -
re de 11 en es ca la de 0-12) con cé lu las Bh,
B(A), AB mo sai co y A1B dé bil. Ade más reac -
cio nó mo de ra da men te (sco re 6) con cé lu las 
B3 (si mi lar a lo ob te ni do con reac ti vos co -
mer cia les).

Con el fin de co no cer el iso ti po de los
acs ob te ni dos se rea li za ron eva lua cio nes
por la téc ni ca de Ouch ter lony y por ELISA
(Ta bla VII). Po de mos ob ser var que se tra ta
de una IgM kappa, lo cual co rres pon de con
su com por ta mien to se ro ló gi co.

Se pro ce dió a cuan ti fi car las Igs es pe -
cí fi cas en LA con el fin de eva luar su uti li -
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Fig. 1. Esta bi li dad de los an ti cuer pos anti B
(BMS-4) con ser va do a 4°C.
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Fig. 2. Esta bi li dad del reac ti vo co mer cial anti
B con ser va do a 4°C.

TABLA V
ESTABILIDAD DE LOS ANTICUERPOS ANTI B (BMS-4) DILUIDOS 1:20 A 37°C

T de eva lua ción 
(meses)

Tí tu lo S co re

BMS-4 Control BMS-4 Control

0 29 29 60 59

1 28 28 51 50

2 28 27 50 48

3 27 27 49 47

4 27 27 44 37

5 27 27 39 37

6 26 26 28 24

7 25 26 24 22

8 24 25 13 20



dad fu tu ra en la es tan da ri za ción de los lo -
tes. Para ello rea li za mos una cur va pa trón
uti li zan do di lu cio nes de IgM co mer cial de
ra tón (Ta bla VIII y Fig 3). La cuan ti fi ca ción 
re sul tó en 1,34 mg/mL (Ta bla IX).

DISCUSIÓN

La pro duc ción de anti B mo no clo nal
ha sido se ña la da en la li te ra tu ra como di fi -
cul to sa, con si de ran do el he cho de que los
ra to nes balb/c tie nen un gru po B-like so bre
su mem bra na eri tro ci ta ria (13). Por otra
par te no to dos los es que mas de in mu ni za -
ción, ni los in mu nó ge nos uti li za dos, in du -
cen a la ob ten ción de un buen an ti cuer po.
En este es tu dio, de mos tra mos que uti li zan -
do un es que ma en el que se in mu ni zó si -
mul tá nea men te por vía IP y SC con an tí ge -
no B de sa li va, con un es tí mu lo fi nal por vía 
IV, fue po si ble ob te ner un an ti cuer po con
ex ce len tes cua li da des.
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TABLA VI
COMPORTAMIENTO DE LOS ANTICUERPOS ANTI B (BMS-4) UTILIZANDO MUESTRAS

DE DONANTES, PACIENTES Y CÉLULAS DE CORDÓN+

Tipo de muestra Fenotipo Aglutinación

4+ 3+ 2+ 1+ 0

Donantes al azar A (347) 347

B (76) 76

AB (20) 20

O (566) 566

Pacientes al azar A (128) 128

B (39) 39

AB (04) 04

0 (217) 217

Eritrocitos de cordón A (101) 101

B (43) 43

AB (04) 04

0 (195) 195

TABLA VII
DETERMINACIÓN DEL ISOTIPO POR ELISA

Isotipos Absorbancias (405 nm)

IgG1 0,109

IgG2a 0,096

IgG2b 0,108

IgG3 0,135

IgA 0,107

IgM 0,489

Kappa 0,453

Lambda 0,128

Control Ac primario 0,082

PBS 0,095

Sustrato 0,087

Conjugado 0,289

Control positivo 1,055



Al in du cir pro duc ción de LA anti B, se
lo gra ron ti tu la cio nes de 1014 con eri tro ci tos 
B y de 1012 con eri tro ci tos A1B, con alto
sco re. Esto per mi tió una di lu ción del LA en
1:20 y de esta ma ne ra rea li zar las eva lua cio -
nes pro gra ma das para de ter mi nar su com -
por ta mien to in mu nohe ma to ló gi co. A esta
di lu ción los tí tu los, la avi dez, la es ta bi li dad
en el tiem po a 4°C y a 37°C, así como la
sen si bi li dad para la ti pi fi ca ción de eri tro ci -
tos de cor dón, de in di vi duos con pa to lo gías

he ma to ló gi cas e in mu nohe ma to ló gi cas y
con eri tro ci tos de muy dé bil ex pre sión an ti -
gé ni ca, fue ron si mi la res a los del reac ti vo
co mer cial. Es im por tan te men cio nar que el
es tu dio de in hi bi ción de la aglu ti na ción, re -
ve ló to tal in hi bi ción por la sus tan cia an ti gé -
ni ca B de sa li va, lo que rea fir ma aún más su 
cla ra es pe ci fi ci dad anti B, al reac cio nar con 
la re gión in mu no do mi nan te del an tí ge no
que con fie re la es pe ci fi ci dad de gru po. De -
sa for tu na da men te no dis po ne mos de oli go -
sa cá ri dos sin té ti cos para es ta ble cer la es pe -
ci fi ci dad fina (29). Sin em bar go, dado el
com por ta mien to de mos tra do, po de mos in -
fe rir que los an ti cuer pos se cre ta dos por
esta clo na pue den ser uti li za dos sin mez -
clar los, para la pro duc ción de reac ti vos de
hemoclasificación.

Pos te rior men te de ci di mos uti li zar un
sis te ma ca pi lar ar ti fi cial (30,31) para la pro -
duc ción a es ca la in ter me dia. Pu di mos ob te -
ner acs en un tí tu lo si mi lar al del LA, con un 
sco re su pe rior (125 vs 82), pero con una
con cen tra ción me di da por in mu no di fu sión
ra dial me nor (0,70 mg/mL vs 1,34 mg/mL)
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TABLA VIII
CURVA PATRÓN PARA LA DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN PROTEICA (IGM)

POR EL MÉTODO DE MANZINI

[IgM de ratón]
(comercial)

Log 10 [IgM] Dm [Ag] (mm)
48 horas

Dm [Ag] (mm)
72 horas

        10 µg/10 µL 1,000 6,000 6,250

        5 µg/10 µL 0,698 4,500 5,000

        2,5 µg/10 µL 0,397 4,500 4,600

TABLA IX
DETERMINACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE IGM EN LA

48h 72h X Anti Log 10 [proteínas]
µg

[proteínas]
mg/mL

LA puro 5,7 6,8 1,2524 17,881 17,881 1,788

LA ½ dil 5,0 5,3 0,7044 5,062 10,124 1,012

LA ¼ dil 4,2 4,7 0,4855 3,058 12,234 1,223

X - - - - - 1,341

DS - - - - - 0,401

y = 2,7371x + 3,3719

R2 = 0,9193

4

4,5

5

5,5

6
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0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
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Fig. 3. De ter mi na ción de con cen tra ción de IgM 
por el mé to do de Man zi ni. Cur va pa trón.



(da tos no mos tra dos). Esto re ve ló que la
cuan ti fi ca ción pro tei ca no ne ce sa ria men te
es equi va len te a la ti tu la ción del an ti cuer po
y para nues tros pro pó si tos nos guia re mos
más por el com por ta mien to in mu nohe ma to -
ló gi co del an ti cuer po que por la cuan ti fi ca -
ción en sí, aun que a cada lote que se pro duz -
ca se le cuan ti fi ca rán las Inmu no glo bu li nas.

Con este lo gro, con ti nua re mos tra ba -
jan do en el área para con se guir hí bri dos
pro duc to res de acs con tra el ag A del sis te -
ma ABO y con tra ags de otros sis te mas, los
cua les pue dan en un fu tu ro uti li zar se como
fuen te de reac ti vos para el tra ba jo en ban co 
de san gre.
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