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Sumario 

ü Medicina transfusional – Pruebas pre transfusionales 

ü Limitaciones de la Serología 

ü Genotipado Molecular – métodos 

ü Beneficios del Genotipado Molecular 

ü Bloodchip – solución para el Genotipado Molecular 

ü BIDS XT – software de gestión del genotipado Molecular 
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Seguimiento post-transfusional 

Entrega de componentes sanguíneos Donación 

 Pruebas 

Transfusión 

Fraccionamiento 

Almacenaje/Distribución 

Extracción / 
Registro de datos 

Pruebas pre- 
transfusionales 
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Medicina Transfusional 
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§ En la actualidad, es obligatorio y necesario llevar a cabo pruebas pre-
transfusionales de compatibilidad antes de empezar cualquier transfusión 
sanguínea. 

§ Objetivo: Seleccionar la sangre o componentes sanguíneos más seguros 
para el receptor con el fin de evitarle cualquier daño. 

Pruebas pre-transfusionales 
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• Los antisueros no siempre disponible 
• La reactividad  depende de los clones 
• Técnicas adicionales con frecuencia se aplican (elución-absorción, 

potenciadores, etc ...) à depende de técnico, conocimientos y 
habilidades 

• La interpretación es a veces subjetiva 

Disponibilidad y el desempeño de la serología 

Detección a nivel de ADN es independiente de estos. 
Los métodos funcionan igualmente para los diferentes 
antígenos 

Los Kits permiten la deteccion simultanea de varios 
antigenos 



Patient segment  Donor segment  

REACTIVO 

PREVENTIVO 

Tipaje Sanguinea 

Identificar antigenos expreso por RBC 
de donantes y pacientes 

 
 Basica Extendida Detallada  
 
 

Identificar posibles anticuerpos 
 
   

Compatibilizar  la bolsa de sangre con 
el receptor 

 

Geno tipage Sanguinea 
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Genotipado Molecular 

•Composición genética de un individuo 

Hacer tantas copias 
de la región de 
interés 

Detectar y 
visualizar la 
posición 
interrogado / 
Discriminación 
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Central Dogma molecular biology 

DNA RNA PROTEIN 
TRANSCRIPTION TRANSLATION 
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- En su mayoría proteínas 

- ABO es un azúcar (no es un producto del gen primario, pero es 
sintetizada por transferasas (un producto génico) 

Antígenos de las células rojas de la sangre 
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- 2 o más formas diferentes 

POLIMORFISMO 

RBC 

En el nivel de proteína: fenotipo 
(expresión del antígeno) 

DIEGO A 

DIEGO B 

 

Diego B/A. Exon 19 2461C>T 
DI*A, DI*B 

A nivel de ADN: el genotipo 
(cambio de nucleótido) 
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Bases moleculares: SNP  
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¿Cómo nos fijamos en los genes? 
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- Celulas Nucleadas 

- Sangre entera 
- Saliva 
- Aminiocitos 
- …. 

 
- MÉTODO DE EXTRACCIÓN DE ADN 

- Manuales o automáticas, 
- BASADO EN PRINCIPIOS DIFERENTES 

- precipitación 
- Purificación basado en la Columna 
- Purificación basado perlas magnéticas 

Muestras necesarias: ADN 

Leucocytes 
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QIAGEN (QIAamp DNA kit) 
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Polymerase Chain Reaction (Amplification) 
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Thermalcycler 
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 SSP-PCR (Sequence Specific Primer polymerase chain reaction) 

Cuando amplificamos (PCR), diseñamos la reacción de modo que sólo si un 
determinado nucleótido está presente en la posición interrogada, la 
amplificación se produce. Podemos visualizar una banda de ADN en un gel 
de agarosa. 

 

Ejemplos de métodos de genotipado 
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ALLELE-SPECIFIC HYBRIDIZATION: 

 - Hacemos una amplificación de la región circundante de la 
posición interrogada. 

 - Utilizamos sondas diseñadas para unirse a los amplicones  
SÓLO si un dado nucleótido está presente en la posición interrogada. 

 - Una vez se ha producido la hibridación, podemos detectar este 
por varios medios. Ejemplo: señal de fluorescencia 

Ejemplos de métodos de genotipado 
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PCR 
Multiplex 

Producto de la PCR: 
amplicones biotinilados 
que contienen la posición 
interrogada 

Marcaje SAPE se une a la biotina 

Hibridación 

Hibridación alelo-
especifica: 
 Amplicones biotinilados 
se unen a sondas unidas 
a esferas marcadas con 
fluorescencia Sin la presencia del alelo 

específico 
Presencia del  alelo 
específico 

Detección de 
Señal & 

Análisis de 
los datos 

Señal es detectada por el 
Luminex. BIDS XT 
convierte la señal en 
genotipos y predicho 
fenotipos. Reportes son 
generados. 

Bloodchip ID – Array en suspención 
Ejemplos de métodos de genotipado 
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TaqMan® Genotyping 
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ALLELE-SPECIFIC ELONGATION: 

 - Hacemos una amplificación de la región circundante de la 
posición interrogado. 

 -Utilizamos probes que unen a los amplicones 

 - La elongación a través de la DNA polimerasa solamente ocurrirá 
se una perfecta compatibilidad existir entre ellos. El productos de la 
elongación puede ser marcado y detectado. 

 

Ejemplos de métodos de genotipado 
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Allele-specific elongation 
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MALDI-TOF Mass spectrometry 
• Each nucleotide 

(A,T,C,G) has a 
different weight 

 
• There is first a PCR 

(not allele-specific) 
 
• Primer extended 

reaction with a 
terminator 

 
• Allele specific 

oligonucleotide 
products 
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Clasificación de los métodos de genotipado 

• Metodos In-house 

 

• Plataformas de baja capacidad multiplex 

 

• Plataformas de elevada capacidad multiplex 
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Métodos de genotipado 

Sequencing 

MALDI-TOF 

Gel-based methods 
(SSP-PCR / PCR-RFLP) 

Medium-density arrays 

Taqman 

High-density arrays 

Low-density arrays 

Resolution 
(data per assay) 

Throughput 
(samples /run/day) 

Patients 

Donors 
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Limitaciones de la genotipificación 

- Fenotipo predicho 

 

- Nuevas mutaciones en primers o probes (non descritas o non incluida en 
la literatura) 

 

- Variantes en otros genes, eventos pos transcripcionales etc. 
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DETERMINA EL 
VERDADERO 

GRUPO SANGUÍNEO 

SUMINISTRA LA 
UNIDAD DE SANGRE 

CORRECTA 

üDAT+ : warm autoinmmune hemolytic anemias 
üMulti-transfused: SCD patients, anemias,  
     aplastic anemias, oncology patients etc. 
üRecently transfused patients 
üPregnant women 
üUnresolved RhD/RhCE 

üBuild a large donor base 
üFind negatives for high-frequency Ag 
üFind rare Ag combinations 

Paciente Donante 

Genotipado de Grupos Sanguíneos 
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ü La calidad de vida del paciente 

ü Reducir el hospital el tiempo de 

admisión antes y después de la 

transfusión 

ü Extiender periodo entre las 

transfusiones 

ü Reduzir al mínimo las reacciones 

adversas 

Beneficios para el Hospital / Paciente 
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ü Reducir el tiempo y los costos 

para proporcionar unidades 

negativas antígeno 

ü Ahorre en costos de reactivos y 

laborales 

ü Construir la base de datos de 

donantes integral 

•  Amplio espectro de antígenos 

•  Todo en una sola prueba 

Beneficios para el Laboratorio / Banco De 
Sangre 

Genotyping 
implemented 
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Bloodchip®  es un test de biología molecular a gran escala diseñado para ser  
incorporadas en laboratorios de Transfusión Sanguínea y Centros de Donación de Sangre. 
 
La genotipificación del grupo sanguíneo permite mejorar la seguridad en la transfusión  
sanguínea a través de estudios de compatibilidad más extensos entre los perfiles  
antigénicos de donante y de los hematíes de receptor. 
 
La identificación genética es el método de rutina más ampliamente utilizado para  
el estudio de las variantes sanguíneas clínicamente más relevantes relacionadas  
con la Medicina Transfusional. 
 
   Genotipificación de pacientes 
   Genotipificación de donantes 
   Genotipificación de gestantes 
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BLOODchip ID 

Analyzes 29 polymorphisms to determine 37 
antigens of RBC groups. Rh CE, Kell, Kidd, 
Duffy, MNS, Diego, Dombrock, Colton, 
Cartwright and Lutheran  

Analyzes 13 polymorphisms to determine 
12 HPA systems 

Traceability tools 
LIS connectivity 
Database for analysis 
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EQUIPOS ESENCIALES REQUERIDOS 
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29 POLIMORFISMOS (37 antígenos) 
analizados: 

  
CONTENIDO 1 kit: 48 

determinaciones/kit 
 
VELOCIDAD DE PROCESADO: hasta 

96 muestras/análisis, 30 
minutos manipulación 
manual, 4,5 horas de tiempo 
de procesado 

 

COMPONENTES Y ESPECIFICACIONES DEL KIT 
•  Increased accuracy for r’s (~100%) 
•  Antigens of special interest: V, VS, hrB, hrS, Mia 



37 |  COMPONENTES Y ESPECIFICACIONES DEL KIT 
TIPO 

CELULAR  
GRUPO 

PLAQUETAR GENOTIPO FENOTIPO PREDICHO 

PLAQUETAS 

HPA 1 HPA1a, HPA1b  HPA1a, HPA1b  

HPA 2 HPA2a, HPA2b HPA2a, HPA2b 

HPA 3 HPA3a, HPA3b HPA3a, HPA3b 

HPA 4 HPA4a, HPA4b HPA4a, HPA4b 

HPA 5 HPA5a, HPA5 HPA5a, HPA5 

HPA 6 HPA6a, HPA6bw HPA6a, HPA6bw 

HPA 7 HPA7a, HPA7bw HPA7a, HPA7bw 

HPA 8 HPA8a, HPA8bw HPA8a, HPA8bw 
HPA 9 HPA9a, HPA9bw HPA9a, HPA9bw 
HPA 10 HPA10a, HPA10bw HPA10a, HPA10bw 
HPA 11 HPA11a, HPA11bw HPA11a, HPA11bw 
HPA 15 HPA15a, HPA15b  HPA15a, HPA15b  

13 POLIMORFISMOS (12 Antígenos Plaquetarios) 
analizados: 

  HPA 1-11 y HPA 15 
 
CONTENIDO 1 kit: 48 determinaciones/kit 

 
VELOCIDAD DE PROCESADO: hasta 96 muestras/test, 

30 minutos manipulación manual, 4,5 horas de 
tiempo de procesado 
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BLOODchip ID 

üPlataforma de genotipado multiplex 

üBasado en la tecnologia xMAP (Luminex)- Open 

üFácil, rápido y flexible 

• < 4h tiempo total 
• Solamente 30 min de procedimiento manual 
• Elevada capacidad Multiplex (solamente uno PCR 

Multiplex)  
• 48 testes por kit 
• De 1 hasta 96 muestras por tanda 

 

 

 

 

 
 

30’ 
4h 

Overall time Hands-on time 
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ID-CORE XT™ RUO utiliza tecnología Luminex xMAP® basada en 
microesferas.  

>  5.6 micron, microesferas de 
poliestireno 
 
>  Superficie Carboxilada 

 
 

 
>Microesferas 

>  Suspensión en medio liquido 
>  Cinética rápida 
 

SEM photo of 3.4 micron particles on human hair, 1000x 

Luminex - Tecnología XMAP 
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Tecnología 

 
● Utilizamos una combinación de 

dos colorantes para distinguir un 
conjunto de microesferas de otro 

● Basado en proporciones de 
colorantes, cada conjunto de 
microesferas exhibe una 
fluorescencia única en rojo e 
infrarrojo 

● Todas las microesferas que tienen 
una relación de color particular, 
pertenecen a un conjunto de 
microesferas específico que es 
identificado por  número de 
identificación único 

Tecnología xMAP : 100 conjuntos de distintas microesferas 
coloridas 
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C 
OH 

O 

Son acopladas moléculas biológicas de captura en la superficie de la 
microesfera a través de reacciones químicas. 

 

ACOPLAMIENTO 
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Principio del teste – Bloodchip ID 
 
 

Protocolo 
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DNA 
extraction 

DNA is our starting 
material 

MUESTRA 

DNA genómico extraído de la sangre EDTA 
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+ 

HotStarTaq® DNA 
polymerase 

+ 
Amplification 

AMPLIFICACIÓN 

DNA genómico extraído de la sangre EDTA  es amplificado y biotinilado por  
multiplex PCR 
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Denaturation Hybridization 

HYBRIDIZACIÓN 

Productos de PCR son desnaturalizados y hibridados con probes de 
oligonucleótidos acopladas a microesferas codificadas por color.  
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+ 

Labeling 

MARCAJE 

DNA hibridado es marcado con conjugado fluorescente. 
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DETECCIÓN DE LA SEÑAL 

La señal resultante es detectado a través del  sistema Luminex® 100/200™.   
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Identify bead region 
based on internal dye 
concentrations 

Quantify binding 
events 

Interrogate bead 
with red laser 
(635 nm) 

Interrogate label 
with green laser 
(525 nm) 

Sheath Fluid flows 
through the Cuvette 

CUANTIFICACIÓN 

Coloración 
Rojo/Infrarrojo : 
Identificación de 
microesferas 

fluorescencia verde: 
Cuantificación da la 
razón de hibridación 

Ambos señales 
permiten la 
detección de la 
presencia/ausencia 
de un polimorfismo 
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Bead type 1 (HPA 1a) 

Bead type 2 (HPA 1b) 

Sample is HPA1b/1b “Beads on a string” 

When there are 30 beads of each red type, we 
stop counting 

à No SAPE signal 

à SAPE signal 

BEAD 
COUNTS MFI signal 
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ANALISIS DEL RESULTADO 

50 

Utiliza la MFI y cuentas de beads obtenidas en el ensayo para la 

determinación del genotipo para cada uno de los polimorfismos 

detectados por el teste. 

 

BLOODchip ID Software XT (BIDS XT) : 

Data Acquisition Data Analysis Raw Data Input 

Luminex® System (Median Fluorescence Intensity) BIDS XT 

BEAD 
COUNTS 

MFI signal 
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•WORKFLOW TRACEABILTIY 

•DATABASE & MULTIPLE-SEARCH 
FUNCTION 

•CLEAR RESULTS 

•CONNECTIVITY 

•PERFORMANCE AND QUALITY 
CONTROL 

•AUDITS 
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REPORT 
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REPORT 



El genotipaje de grupos sanguíneos utilizando BloodChip proporciona 
resultados fiables en la predicción del fenotipo eritrocitario y 
plaquetario permitiendo:  

1-  Mejorar la disponibilidad de productos sanguíneos extensivamente 
tipificados (base amplias de donantes) para seleccionar unidades 
compatibles a pacientes dependientes transfusión. 

2- Evitar o reducir la aloinmunización frente a antígenos de grupo 
sanguíneo 

 

3- Reducir  la incidencia de reacciones hemolíticas retardadas 

 

 

  

Conclusiones 
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8 
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1 
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2 

BLOODchip  Base Instalada 

3 

1 
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Gracias! 
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