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Es la mezcla de eritrocitos lavados con anticuerpos especificos anti-eritrocitarios dil
(monoclonales o policlonales) pero algunos no estan disponibles o en pequefias %3
cantidad é

= Esuna prueba con mas de 100 afios (1901 Nobel Laureate Karl Landsteiner,)

La serologia rutina grupo sanguineo se dirige hacia la deteccion de antigenos de grupo
sanguineo: ABO, RH clinicamente significativo, KEL, FY, JK y MNS

La aloinmunizacion es detectados por P.A.l. (pesquisa de anticuerpos irregulares) y la
compatibilidad entre beneficiarios y donantes

Esta metodologia ha permitido el desarrollo

y la practica de la medicina de transfusion durante el siglo XX =™



Fenotipagem en pacientes politransfundidos
Fenotipagem de globulos rojos cubiertos con IgG
Identificacion de ags variantes

Identificacion de ags de baja y alta frecuencia
Otros :

HEMAGLUTINACION

LIMITACIONES:

Falta de reactivos policlonales y monoclonanes

Caracterizacion incompleta de los reactivos de globulos rojos utilizados en la
deteccion y identificacion de anticuerpos

Variabilidad de reactividad de los anticuerpos monoclonales
Baja reactividad de los anticuerpos que son clinicamente significantes

Falta de un unico método (universal) para la deteccion y identificacion de
anticuerpos

Subjetividad en la lectura e interpretacion de los resultados




Limitaciones de los reactivos de los globulos rojos

= Dificultad en obtener la inclusion de células homocigotas|

paralosags D, C, ¢, E, e, Fy?, Jk? Sy ags de baja incidencia |y

= Limite de inclusion y exclusion de aloanticuerpos debido a
falhas em los paneles de globulos rojos

~ | = Control de calidad de reactivos hematies (determinacion de
3 zigocidade de los antigenos D, Fy?, Fy®)




Limitaciones de fenotipagem de los grupos de sangre

= Pruebasy la inclusion de los datos es que requieren mucho trabajo

= Numero de donantes que pueden ser fenotipados es pequefio

= Proporcionar a los pacientes sangre antigeno negativo cuando
teine el anticuerpo correspondiente

= Proporcionar sangre con fenotipo compatible para los pacientes
politransfundidos
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Jeff McCullough
Transfusion 2003,43:823-28, Editorial
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| DNA Nucleotide P
(two Ita pairing -
compiementary Nucleotide sequence
Chromosome strands) contains the genetic code :

-

Genotipo !"!

Resultados seguros en situaciones donde la hemaglutinacion
es limitada




Antigenos son protelnas que estan codificados directamente
por los genes

Antigenos de hidratos de carbono estan bajo el control de los
genes que codifican glicosiltransferases

Todos los genes ya han sido secuenciados
Los polimorfismos de GS son definidos genéticamente

Analisis molecular de los genes de GS pueden ser util en la
clinica

Comprension de las bases moleculares de GS exploro sus
funciones




Genotipagem en gran escala para la identificacion de los antigenos
comunes y raros \

Produccion de paneles de glébulos rojos adicionales

Determinar la zigocidad de los antigenos D, Fy2 y Fy? para control
de calidad de reactivos comerciales

Determinacion del factor Rh variantes (D debil, D, e¥&")

el

Proporcionar sangre antigeno negativo para los pacientes con
aloanticuerpos




Apoyar la transfusmn en pacientes politransfundidos o
aloimunizados para disminuir o evitar la aloinmunizacion

Transfusién de apoyo en pacientes con prueba directa de AGH |

pOsitivo

Identificacion de fenotipos raros

Identificacion de las variantes Rh com riesgo de aloinmunizacion
Confirmacion de genotipo cuando un antigeno es debilmente

Resolucion de las discrepancias ABO, RhD, ......




La madre tiene anticuerpos IgG clinicamente
significativos

= Padre es heterocigoto para el gen que codifica el
antigeno de interées o padre desconocido

= Determinacion de ADN fetal en plasma materno
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Amniocitos y vellosidad corionica
= Células fetales em la sangre materna
= = ADN libre en plasma materno

= Hay celulas fetales que circulan en la sangre materna en todas las etapas
' del embarazo (tasas de 1: 5.000/5.000.000)

| = Tipos celulares: Trofoblastos, eritrocitos, leucocitos y células [
progenitoras CD34 + |
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Determinacion de ADN
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ADN FETAL LIBRE EXISTE EN SUERO O PLASMA MATERNO EN
PROPORCIONES MUCHO MAYORES QUE LAS CELULAS FETALES

------
R

Resultados de 30 embarazadas con fetos masculinos

24 plasma, 21 suero y 5 buffy-coat

25.4 genome equivalents/mL (early pregnancy) - 3,4%
292.2 genome equivalents/mL (late pregnancy) - 6,2%




.~.. ACTUALIZACION EN INMUHEMATOLOGIA:NUEVAS TECNICAS DIAGNOSTICAS

L™

Determinacion de AD
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Avent et al, Ti
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ADN FETAL libre en PLASMA materno es eliminado rapidamente en las orina
dentro de 48 horas después del parto
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" La vida media de ADN fetal en circulacion=
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hematies d

Fenotipo Genotipo probable
A AA, AO
N RhD+ RHD/RHD o RHD/-
: Fy(a+b-) FY*A/FY*A o FY*A/FY 0 FY*A/FY*X

"~ Fy(a-b+) FY*BIFY*B 0 FY*B/FY 0 FY*B/FY*X
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Moderador
Notas de la presentación
Os mecanismos moleculares que levam a diversidade dos antigenos de GS incluem: SNPs, inserções, deleçoes, rearranjos gênicos. Sem dúvida o SNP( troca de 1 nucleotídeo com substituição de 1 aminoácido) é o mais comum. A partir do momento que se conhece as bases moleculares é possível identificar o polimorfismo de GS através da análise de DNA.
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Moderador
Notas de la presentación
Os mecanismos moleculares que levam a diversidade dos antigenos de GS incluem: SNPs, inserções, deleçoes, rearranjos gênicos. Sem dúvida o SNP( troca de 1 nucleotídeo com substituição de 1 aminoácido) é o mais comum. A partir do momento que se conhece as bases moleculares é possível identificar o polimorfismo de GS através da análise de DNA.
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=  69Kb, 10 exones
: = identidad de 95% (nty aa)
= el gen RHD esta cercado por 2 cajas Rhesus
' = SMP= Simple Membrane Protein
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de 5/ pb —coaon e orematura
37pb Stop codon
-‘“J —r— T‘ RAGE;

Genotipo: la presencia de genes RHD
Fenotipo: ausencia de gen RHD
Ocorre en 1/3 de individuos Africanos RhD -
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Rojo = D debil
Azul = D parcial
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Reorganizaciones de genes
RHD bt D D i ) D I Dt faf2fs fals o )7 Js |o fo
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" RHCE 1/ 2 3 4 5 6 7 8 9 [10
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Mutaciones en el promotor de genes que afectan a la
expresion del antigeno en globulos rojos

GATA box FY A/FY B
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= PCR-RFL
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Amplification - untitled 2

Internal control

T T T T T T T T
02468 10121416182022202 2830323436340 peporter: (a1 _2)

Cycle

FAM-C9 [ 3382
FAM-C10 [ 139
FAM-D9 [ 33704
FAM-D10 | 1424
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Genotipo de

-

Técnicas empleads

AS-PCR y PCR-RFLP analisis requieren

trabajo manual 99/

F i

analise por electroforese (gel de agarosa, poliacrilamida)

repeticiones

varias pruebas sobre la misma muestra

: . PCRen tiempo real puede ser realizado en tubo cerrado

= trabajo manual
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Perspectiva: Microarray

Rapid genotyping of blood group antigens by multiplex
polymerase chain reaction and DNA microarray hybridization

Sigrid H.W. Beiboer, Tinka Wieringa-Jelsma, Petra A. Maaskant-Van Wijk, C. Ellen van der Schoot,
Rob van Zwieten, Dirk Roos, Johan T. den Dunnen, and Masja de Haas

High-throughput multiplex single-nucleotide polymorphism
analysis for red cell and platelet antigen genotypes

G.A. Denomme and M. Van Oene

A flexible array format for large-scale, rapid blood group
DNA typing

Ghazala Hashmi, Tasmia Shariff, Michael Seul, Prabhakar Vissavajjhala, Kim Hue-Roye,
Dalisay Charles-Pierre, Christine Lomas-Francis, Asok Chaudhuri, and Marion E. Reid
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¢ QUué es un chip de ADN (un chip es una matriz)

= |Informatica: almacena una lista de datos
ordenados

= Biologia: Grupo de moléculas de ADN son almacenados
ordenadamente (PCR, oligonucledtidos...) en una superficie
solida (vidrio, nylon, médulos de silica)
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Oligo'sl colocados sobre una superficie de vidrio (50-'-
100 micrones, 0,2-0,5 nL)

~ | = Miles de secuencias

= Puede crear nuevos arreglos €N Sémanas 0 MeSEeS




DIGESTION OF
P-STRAND

NN SN
\JAJMDNA

DNA POLYMERASE +
dNTPs + labeled dNTP

[
. ) TARGET
PROBE

L /

CUSTOM BEADCHIP™

96 amostras

= 1:00 h l

2: VERIFICACION DE FITA
ELIMINACION DE PRIMERS y dNTPs

.........

3: eMAP
RECONOCE y EXTENSION

4: ANALISIS y ADQUI{
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MISMATCH
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ADN array - BeadChlpT'V'

Genotipo Eritrocitario :
Jka /1JkP, Fya/FyP, GA ‘

Di?/Dib, Co?/CaP, |
Wa/LWb Sc »
HM 4&7‘
Hgb
( notlpo de plaquetas: HPA1- 9,
HPALL y HPA5
= Variantes RHD y RHCE




Analisis de datos: genotipos €

Chip: HEADTBZ23 A4  Sample: A4 o .
Anélisis del chip




DNAarray : ID - CORE

Blood group

ABO (ABO/001)

Sondas de oligonucleotideos em laminas de
vidro (Progenika)

= MPXI (ABOy RHD)
= MPXII (R HCE,MNS,DO,KEL,CO,JK,DI,FY)

"

Antigen involved

ABO

RhD (RH/004)

RhD

RhCcEe
(RH/004)

Rhc

RhC

RHD promotor
C’ﬁl

o
RhE/Rhe
VS

VSV

Kell (KEL/006)

Kik

KpKp®

Kp*

Js3i)st
European Ko

~ | Kidd (JK/009)

(¥ ]
=
m
Jkalke -
] ‘Jknm o
Duffy (FY/008) Fy2/Fy® .
FY-GATAmut -
MNS (MNS/002) M/N .
Sis -

Diego (DII010)

Dia/Di LT T I I T I I




DNA array : ID- CORE

5\

"

Muestra de Extraccion de DNA Amplificaciony
sangre marcaje. PCR
multiplex /

4
rd
,
i
rd
)
s
- Fd
'/
. h' |

Impresion de los portas

C:'II]'

Hibndacion y
lavados

Escaneo y
analisis de
datos
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DNA array — ID CORE

= AMPLIFICAGAO

- "

* FRAGMENTAGAO

» LEITURA (CLASSIFICAGAO



Analisis de datos:

LS ample Code: [WYEERIIEY

X4_0031_4_R_180806_V4_AX_550 700.txt

B0

HCE Cx

HCE Cw

HCE Cc

HCE r's

HCE Ee

HCE 712ceAR
HCE 733VS

ELL Kk697*1Ser193
ELL Kk

ELL KpA/KpB

ELL KpC/Kmod
ELL JsAlJsB

IDD JkA/JkB

IDD Jknull

UFFY FyA/FyB
UFFY FyGATA/Fyx

pMur

IEGO DiA/DiB
DOMBROCK DoA/DoB

BLTON CoA/CoB

51 LOW Cov\CoB
DONBBOCK Dov\DoB

[ Analyzed File Serology Result
0 Ok

0101lv===>0

weak D type 3 ===> "WEAK D"

NO Cx
NO Cw
Ce
nors
ee
NO CEar,ek/BI
NO VS
NO Kk697TKEL*15er193
kk_K2K2
KpBKpB_K4K4
NO KpC,no Kmod-1
JsBJsB_KTK7
JkBJKB_JK2JK2
NO Jknull
FyBFyB_FY2FY2

NO FyGATA ,FyxFy{b+w)

MM
58
NO U,IVS5
NO GP.Mur
DiBDiB_DI2DI2
DoBDoB_D02D02
CoACoA_CO1CO1

Bloodgen Sample: REER]

(FTeH 25082006

"WEAK D" Ok

Cc

ee

kk_K2K2

CoyCoy COICOl
DOBDOB DOSDOS




ADN arra

Gran numero de muestras (buena plataforma para
los donantes de sangre)

. wm
(’- . -....

g5 e

.“ /.././01-

= PCR multiplex

= Analisis rapido y automatico pos-PCR para
numerosos polimorfismos de sangre

| = Sistema cerrado para evitar la contaminacion

= Analisis computarizado de los resultados

- = Realiza las interpretaciones a partir de una base de ;s
: datos g




La tecnologia microarray permite @

m—

Resolver problemas complejos
Proporcionan unidades compatibles
Buscar donantes de sangre rara

Mejorar la seguridad e la calidad de la sangre

Ll L may
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Tecnologia microarray:
el potencial de cambiar la medicina de transfusion
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La tecnologia microarray permite
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: Compatibilidade |
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Perfeita




= futuro
plataforma que puede
permitir que cada
individuo tenga su
| genotipo GLOBULOS |

| ROJOS PLAQUETAS
Y HLA rapldamente__




	ACTUALIZACIÓN EN INMUHEMATOLOGIA:NUEVAS TÉCNICAS DIAGNÓSTICAS 
	ACTUALIZACIÓN EN INMUHEMATOLOGIA:NUEVAS TÉCNICAS DIAGNÓSTICAS 
	ACTUALIZACIÓN EN INMUHEMATOLOGIA:NUEVAS TÉCNICAS DIAGNÓSTICAS 
	ACTUALIZACIÓN EN INMUHEMATOLOGIA:NUEVAS TÉCNICAS DIAGNÓSTICAS 
	ACTUALIZACIÓN EN INMUHEMATOLOGIA:NUEVAS TÉCNICAS DIAGNÓSTICAS 
	ACTUALIZACIÓN EN INMUHEMATOLOGIA:NUEVAS TÉCNICAS DIAGNÓSTICAS 
	ACTUALIZACIÓN EN INMUHEMATOLOGIA:NUEVAS TÉCNICAS DIAGNÓSTICAS 
	ACTUALIZACIÓN EN INMUHEMATOLOGIA:NUEVAS TÉCNICAS DIAGNÓSTICAS 
	ACTUALIZACIÓN EN INMUHEMATOLOGIA:NUEVAS TÉCNICAS DIAGNÓSTICAS 
	ACTUALIZACIÓN EN INMUHEMATOLOGIA:NUEVAS TÉCNICAS DIAGNÓSTICAS 
	ACTUALIZACIÓN EN INMUHEMATOLOGIA:NUEVAS TÉCNICAS DIAGNÓSTICAS 
	Número de diapositiva 12
	Número de diapositiva 13
	Número de diapositiva 14
	Número de diapositiva 15
	ACTUALIZACIÓN EN INMUHEMATOLOGIA:NUEVAS TÉCNICAS DIAGNÓSTICAS 
	Número de diapositiva 17
	Número de diapositiva 18
	Número de diapositiva 19
	Número de diapositiva 20
	Número de diapositiva 21
	Variantes RhD: D débil y D parcial 
	Variantes RhD 
	Número de diapositiva 24
	Número de diapositiva 25
	Número de diapositiva 26
	Número de diapositiva 27
	Número de diapositiva 28
	Número de diapositiva 29
	Número de diapositiva 30
	Número de diapositiva 31
	Número de diapositiva 32
	Número de diapositiva 33
	Número de diapositiva 34
	Número de diapositiva 35
	Número de diapositiva 36
	Número de diapositiva 37
	Número de diapositiva 38
	Número de diapositiva 39
	Número de diapositiva 40
	Número de diapositiva 41
	Número de diapositiva 42
	Número de diapositiva 43

