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Definicion

Simbiosis
= |nteraccidon bioldgica entre 2 diferentes

organismaos viviendo en asociacion
fisica con ventajas para ambos
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Hemaglutinacion

»Mistura de hematies lavadas con anticuerpos anti-eritrocitarios especificos (monoclonal o
policlonal) Algunas especificidades no disponibles o limitadas

» Teste con mas de 100 afnos (Karl Landsteiner 1901, Nobel Laureate)

» La rutina de serologia de grupos sanguineos es dirigida para la deteccion de los antigenos
de grupos sanguineos clinicamente significantes: ABO, RH, KEL, FY, JK e MNS

» Aloinmunizacion detectada por la PAl y compatibilidad entre receptor y
donante

Esa metodologia posibilitd el desarrollo y la practica de la medicina
transfusional durante el siglo XX




Hemag/utinacion

Limitaciones

»>Falta de reactivos policlonales y monoclonales:

= Dificultades en la fenotipage de donantes y pacientes

= Caracterizacion de los reactivos de hematies utilizados para deteccion y
identificacion de anticuerpos

»>Variabilidad de reactividad de los anticuerpos monoclonales cuando
comparados con los policlonales

»Baja reactividad de los anticuerpos clinicamente significantes

»Falta de un método Unico (universal) para la deteccidon y identificacion
de anticuerpos

»>Subjetividad en larealizacion, lectura y interpretacion de los resultados

aral



—

Hemaglutinacion e

Limitaciones

»Dificultades en la:

= fenotipage de pacientes poli transfundidos

= fenotipage de hematies recubiertas con IgG

= [dentificacion de ags variantes

= [dentificacion de ags de baja y alta frecuencia



Hemaglutinacion

Limitaciones




Hemaglutinacion

Limitaciones
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Hemaglutinacion —
<

Limitaciones: Reactivos de hematies

» Dificultad en lainclusién de células homocigotas para los
ags D, C, c, E, e, Fy? Jk?&, Sy ags de baja incidencia en los
reactivos para escrutinio

» Limitacion en lainclusién y exclusion de aloanticuerpos
debido a fallas en los paneles de hematies

» Control de calidad de reactivos de hematies
(determinacion de la zigocidad para D, Fy2, Fyb)
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Fenotipage de grupos
sanguineos

Limitaciones

» Testes y inclusion de dados son trabajosos

» Numeros de donantes que podemos fenotipar

=Proveer sangre antigeno-negativo para pacientes con el anticuerpo
correspondiente

sProveer sangre fenotipo compatible para los pacientes poli
transfundidos (ex: falciformes)
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El especialista de medicina
transfusional del futuro tendra a su
disposicion... técnicas moleculares
para identificar genotipos eritrocitarios



Antigenos de grupos sanguineos:
productos de genes

» antigenos cargados en proteinas son codificados
directamente por los genes

» antigenos carbohidratos son controlados por genes que
codifican glicosiltransferases

» polimorfismos de GS definidos al nivel genetico

» analisis molecular de los genes de GS pode ser util en la
clinica
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Aplicaciones de los testes moleculares
en donantes de sangre

» Genotipage en larga escala para identificacion de
antigenos comunes y raros

» Produccion de paneles de hematies complementares
» Zigocidad D, Fy2, Fy? : control de calidad de reactivos
» Determinacion de variantes Rh (D debil, Del, evar)

» Proveer sangre antigeno-negativo para pacientes con
aloanticuerpos (ex falciformes)
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Aplicaciones de los testes moleculares
en la medicina transfusional

> Soporte transfusional de pacientes politransfundidos o aloinmunizados
reduciendo o previniendo la aloinmunizacion

»Soporte transfusional de pacientes con teste directo da AGH positivo
»ldentificacion de fenotipos raros

»ldentificacion de variantes Rh que presentan riesgo de aloinmunizacion
»Confirmacion del genotipo cuando un antigeno es debilmente expreso

»Resolucion de discrepancias ABO, RhD
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Aplicaciones de los testes moleculares
en la medicina materno-fetal

» La madre tiene un anticuerpo IgG clinicamente
signhificante

»E| Padre es heterocigoto para el gene que
codifica o antigeno de interese, o desconocido

»Genotipage fetal (plasma materno)
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Aplicaciones de los testes moleculares en e/
control de callidad de reactivos de hematies

Fenotipo Probable Genotipo

A AA, AO

D+ RHD/RHD or RHD/-

Fy(a+b-) FY*A/FY*A or FY*A/FY or FY*A/FY*X
Fy(a—b+) FY*B/FY*B or FY*B/FY or FY*B/FY*X
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Testes moleculares utilizados
en la determinacion de alelos
de grupos sanguineos



Testes moleculares para la analise de

genes de grupos sanguineos

» Amplificacion del DNA por PCR

» Clonaje y secuenciamiento
» Real time PCR
» Meétodos automaticos

» Microarray
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Genolijpage de grupos sanguineos

Técnicas actualmente empleadas son

trabajosas y demoradas

»AS-PCR y PCR-RFLP requi
*trabajo manual
=analisis por electroforesis (gel de agarosa, poliacrilamida)
=Repeticiones
=Diferentes ensayos parala misma muestra

(D

ren

»PCR Real-Time fornece analisis en un tubo cerrado

*trabajo manual
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Perspectivas.: Genotipage en larga escala

DNA array -Chips

» Grande numero de muestras (buena plataforma
para donantes de sangre)

» PCR multiplex

» Analisis pos-PCR rapida, automatica para
numerosos polimorfismos de grupos
sanguineos

» Sistema cerrado para prevenir contaminacion
» Analisis computadorizada de los resultados

» Download directo de las interpretaciones para la
base de datos




\/
¢4
WA
0’0’0’0

0

DNA array -Bead ChlpTM BioArray Solutions Ltd

» Genotipage para: C/c, Ele,
Kk, MNSs, Jka /Jkb, Fya/Fyb, O® i i,

Particle Production & .

Dia/Dib’ Coa/COb’ LWa/wa’ Functionalization
Sc1/Sc2, Lu?/Lu® Do?/Dob, ...
Hy! Joa,
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» Costo es competitivo




Resultados de las analisis por DNA
PCR-RFLP, AS-PCR

Fenotipo Genotipo mas Genotipo atual

o probable [n]

+ + - -+ R1RY RiRt 12 (R 2)
+ + + + + R1R2 R1R?2 4

e R2R2 R2R2 11 GZr"D
+ ++ - + RZR*Y RZ?Rt 3

+ + - + + Rir Rir 2

+ - + + + R2r R4r 2

N ROr ROr 3 @ROD

Total: 41 muestras



Resultados de las analisis por DNA

PCR-RFLP
Fenotipo Genotipo
Fy(a+b-) FY*A/FY*A 30

< EY*A/EY*X 3 >

Fy(a-b+) FY*B/FY*B 24

CEY*BIFY*0 J fJ

Total: 59 muestras



Resultados de la genotipage en la g

clinica _—
Caso Clinico-Historico

Paciente femenina descendente de Asiaticos, 56 afios
4 embarazos, transfusiones previas?

Paciente en dialisis, atendida para cirugia

Solicitado 2 unidades de sangre

PAI positiva 2+ en AGH

Panel positivo 2+ en AGH con todas las células, negativo con
DTT

Autocontrol negativo
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Resultados de la genotipage en la clinica —

Caso Clinico-Genotipagem

ChipName  Sample WarnMsg © O © W x

>
L
D

HEAO04961_1
HEAO04961_2
HEA04961_3
HEAO04961_4

HEA04961_5
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* Fenotipo de la paciente: O, Ro, K-k+, Fy(a-b-), Jk(a+b-), M+N-
S-s+, Lu(a-b+), Do(a-b+), Hy+, Jo(a+), Di(a+b-), Co(a+b-), Sc1,-2

= Paciente con anti-DiP

= Confirmacion serolégica en gel con anti-DiP
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Alelos raros encontrados en |la genotipage en larga escala

DNA array




—

Resultados de |la genotipage en la clinica b—-\
Caso Clinico-Genotipage

*Paciente aloinmunizado con anti-c, anti-K, anti-Jk? y otro
aloac? Recibiendo sangre fenotipo compatible
*Fenotipage del paciente: Rr, K-k+, Fy(a+b-), Jk(a-b+)

= Genotipage del paciente:
» RHD+ RHCE*cc RHCE*ee, KEL*2/KEL*2, FY*A/FY*A, JK*B/JK* B
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Resultados de la genotipage en la clinica a

*Analisis molecular complementar:

Caso Clinico-Genotipage | ——
e '

=Conclusion: Paciente portador de anti-c, -K, -Jka, DoP

*Analisis seroldgica complementar

= adsorcion con hematies R,r, K+, Jk(a+), Do(b-) : anti-DaP




Posibilidad de utilizacion de sangre con
compatibilidad mas exacta —

DNA array

»Pacientes gque necesitan de transfusion
= Especialmente fenotipos Rh raros (hrB—, hrs—, etc.)

= Poseen anticuerpos contra antigenos de baja o alta
Incidencia para los cuales no hay anticuerpos

= Presentan multiplos anticuerpos
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Caso Clinico —

Paciente Afro brasileira, sexo femenino, 36 anos
con sangramiento vaginal

Solicitado 2 unidades de sangre

2 embarazos

Tipaje como O RhD+

Anti-D débil detectado en el suero

Sin historia de profilaxis Rh (obvio!)
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Caso Clinico

Suero testado con panel de 6 monoclonales
para detectar D parcial

Anti-D D'l DV DV DV DVI DAR | DFR | Paciente
1 + + +/- - + + + 3+
2 -+ - - + -+ + - 3+
3 + +/- +/- - + - - 3+
4 -+ + - - -+ + - 3+
5 + - +/- - + 3 + 3+
6 -+ - - + -+ + - 3+




Caso Clinico

= Sospechas:

— D Normal — pero por que el anticuerpo?
— D2
— DVIi?2

— Otro D parcial?

= Analisis Molecular — screening de rutina mostroé
RHD normal

= Ninguno gene hibrido presente
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Analise del DNA

PCR-SSP para DVII: negativo
PCR-RFLP para Dllla: positivo

Dllla!

Paciente tendria el fenotipo D parcial
Anti-D era un aloanticuerpo

Paciente quedose muy nervosa porque su tipo
de sangre tenia un error!
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Caso Clinico —E.!

Paciente Caucasoide, sexo masculino, sospecha
de AHAI

PAI positiva, Auto y TDA positivos
Anti-D detectado en el suero y eluato
Paciente tipado como D+

Anti-D: auto o alo?

Genotipage!!!!
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Caso Clinico

=

Analisis molecular de rutina demostré un gene
RHD normal

Ninguno gene hibrido presente, no era DIl y
tampoco DVII

Secuenciamiento del gene RHD: normal

Conclusion: auto-anti-D

.



Caso Clinico “

Donante con 9 donaciones preévias

Fenotipado como O RhD-neg en todas las
donaciones

En la 10° donacion: Sospecha de D débil o Del?

Genotipage!!!!
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Caso Clinico

= Analisis molecular demostré un gene RHD
delectado

= Ninguno D debil, DEL y D parcial detectado

= Conclusion: Donante RhD-negativo
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Caso Clinico

Donante con 15 donaciones previas

Fenotipado como O RhD-neg en todas las
donaciones

En la 15° donacion: Genotipage RHD
Genotipo: RHD+

.



Caso Clinico — _
<_o

= Analisis molecular inicial demostro un gene
RHD normal

= Analice complementar demostro alteracion
compatible con DEL = RHD(K409K)

= Conclusion: Donante RhD+ (DEL)

.



Goodbye to agglutination and all that —

*Anstee DJ.
Transfusion 2005:
45:652-3



El fin de la serologia esta proximo?
EDITORTAL

Goodbye to agglutination and all that?
Diavid 1. Anstee
Dhrecton Bristol Institurte for Transfusicr Sciemces

Somthmend Rood
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»Un genotipo no es un fenotipo

»Genotipage molecular para el complejo RH — no es todos los
alelos aun descritos

»Validacion y ensayos clinicos con los chips deben asegurar la
confiabilidad de los resultados de la genotipage

» Interpretacion de un grupo ABO incorrecta pode ser desastrosa

» Nuevas mutaciones con genes de grupos sanguineos
continuaron a surgir y, poden ser necesarias actualizaciones de
los chips




“Simbiosis”

» Programas para fenotipar pacientes que seran
transfundidos regularmente: pacientes con Anemia
Falciforme y Talasemia

» Tipaje y confirmacion de antigenos de grupos sanguineos
en las hematies de donantes de sangre:

— Screening para aumentar los estogues de antigenos negativos

.



Testes moleculares caminan lado a
lado con la hemaglutinacion

Muestra del paciente
v
Analisis serologica <
l Analisis \
_’_’ molecular ﬁ
v J |

5 .

Resultado Final < @ T




EVOIUC|én de Ia Hemaglutinacién
Inmunohematologia




Fenotipo

Testes seroldgicos

Genotipo

Testes moleculares
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