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Sencilla - Econdmica
Especifica - Sensible

Hemaglutinacion IZ> “gold standard”

Limitaciones

» Caracterizar el fenotipo D variante del Sistema Rh

» Tipificar eritrocitos que poseen expresion alterada de antigenos (variantes Fy®)

» Determinar fenotipos eritrocitarios en pacientes recientemente transfundidos

» Tipificar antigenos eritrocitarios en pacientes con CD+

» Escasez de reactivos potentes para algunos antigenos clinicamente significativos (Di, Yt, Co)

permite resolver las limitaciones

. e 44 g} |
Biologia Molecular E> complemento de la serologia E> slanteadas por la hemaglutinacion

Limitaciones

» Inferir fenotipos a partir de la determinacion de genotipos




Gestante

« Paciente: mujer de 30 afios

» Diagndéstico: embarazo

« Solicitud: rutina inmunohematoldgica del primer trimestre

Corlés, A.
MuptizDiaz, E.
Ledn, GG

Inmunohematologia
hésica y aplicada
Primra edicidn

Control inmunohematolégico
de la gestante

Envuarno Munmz-Diaz*

Si la aglutinacion obtenida no se corresponde con la que
habitualmente presentan las muestras RhD positivas, se
recomienda catalogar la muestra de forma
provisional como RhD negativa, hasta que un
laboratorio de referencia determine definitivamente su
caracter RhD positivo o RhD negativo.

aYa

Los profesionales implicados en el programa de profilaxis
antenatal deben informar a la embarazada o a su médico
tratante que es portadora de un grupo RhD negativo v,
como tal, candidata al tratamiento con IgG anti-D de
acuerdo con el calendario previsto.
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Variantes D
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alelos D débiles
Fenotipo D variante
alelos D parciales
jl> ambio de AAs e
A alelos nulos
a Proteina RhD Fenotipo D negativo
alelos DEL

Fenotipo D positivo  alelos D parciales

qbi%j ‘ https://www.isbtweb.org/working-parties/red-cell-immunogenetics-and-blood-group-terminology



[ : 0 s o \ » Transfusion. 2020 Apre0i{4):855-859. doi: 10.1111/trf. 15741, Epub 2020 Mar 12.
Evidencias clinicas

- It's time to phase out "serologic weak D phenotype"
and resolve D types with RHD genotyping including

> D débil tipo 1

» D debil tipo 2 | no producen anti-D weak D type 4
>D débll t|p0 3 C“nlcamente Slgnlflcatlvo Willy A Flegel ! E,Gregar‘yﬁ Denomme 2, John T Queenan 4, Susan T Johnson 2,
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Serologia

Resultado

Genotipificacion
RHD

D débil tipo

2

3

4

Biologia Molecular

D débil tipo 1

D débil tipo 2

D débil tipo 3
D débil tipo 4.0
D débil tipo 4.1

» No requiere inmunoprofilaxis
» Transfundir D positivo

Otros alelos RHD

» Administrar inmunoprofilaxis
» Transfundir D negativo

El resultado del estudio molecular debe ser interpretado
en el contexto de la informacidn seroldgica disponible.
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Alelo RHD: RHD*D débil tipo 3 ]
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Fenotipo D débil




Paclenie

 Paciente: hombre de 75 anos Rh-hr

MMS Luth. Xg

» Diagnéstico: cirugia por infeccion
protésica de cadera

 Antecedentes: transfundido

Estudios pretransfusionales:

- Grupo sanguineo: O positivo -

- Ac. Irregulares: positivo ALl ceddee

- Prueba de Coombs Directa: negativa
- Fenotipo Rh: C+ c- E- e+ (R;R;) Adsorciones diferenciales:

Células2 Or’r NNSS P; K- Le(a-b+) Fy(a-b+) Jk(a-b+)

Suero adsorbido

1 anti-E
2 anti-D D parcial? anti-LW?

- Autocontrol: negativo



Biologia Molecular
Polimorfismos en los
exones RHD

Resultado
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El E2 E3

Desarrollos “in house”

Biologia Molecular I:>

Equipos comerciales

gen RHD

E4 E5 EG E7 E8 E9 E10
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Alelos D parciales

alelos hibridos

— D parcial

SNPs

Alelo RHD: RHD*DBT2

Ausencia de exones 5-9 del gen RHD

T

Fenotipo D parcial: DBT

¢Como es la reactividad del fenotipo D parcial
DBT con los reactivos anti-D de uso rutinario?




Fenotipo DBT gen RHD gen RHCE

El E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E10 EQ E8 E7 E6 E5 E4 E3 E2 El

Locus RH
RHD*DBT2
Ii E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E10 E9 ES8 E7 E6 E5 E4 E3 E2 E1l
El resultado del estudio molecular debe ser interpretado | search

en el contexto de la informacion seroldgica disponible.

Send to:

Br J Haematol. 1996 Jun;93(3):720-7.
The genetic basis of a new partial D antigen: DDBT.

Beckers EA Faas BH, Simsek S, Overbeeke MA van Rhenen DJ, Wallace M, von dem Borne AE, van der Schoot CE.
Red Crozs Blood Bank Rotterdam, The Netherlandz.

Abstract
The Rh systemn, the most polymorphic systemn on red cells, is genetically controlled by two different but highly homologous genes on chromosome 1. The
RHCE gene encodes different RhCcEe polypeptides and the RHD gene encodes D antigens. Itis well established that in D negative individuals the RHD
gene is either absent or grossly deleted. The D antigen comprises at least nine serologically defined D epitopes. The D antigen can be divided into different
j i i i i i i Iy defined partial O antigen, DDBT, was studied. D epitape mapping

revealed the presence of D epitopes 6/7 and 8 and the absence of the other D epitopes. [The molecular basis of this phenotype was studied by Southern

" = e analysis of Rh transcripts. The DBT phenotype appeared to be
encaded by a hybrid RHD gene, in which exons 5, 6 and 7 (and possibly thed ical exon 8) were replaced by the carresponding exans ofthe RHCE gene.
From this study it may be concluded that D epitopes 1, 2,3, 4,5 re dependent on the presence of RHD exons 5, 6, and 7.

patron de aglutinacion normal con la mayoria de los anti-D comerciales




Biologia
Molecular
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No se detecto un alelo RHD parcial

» Es un fenotipo D parcial pero el alelo responsable no fue interrogado

» No es un fenotipo D parcial



Fenotlno Fyl(za-=9-=)

Paciente Donante

-

¢, Como transfundirlo?

-

¢,Es un fenotipo nulo?

Frecuente en individuos afrodescendientes

Expresan antigeno FyP en otras células del organismo
No producen anti-Fy3 ni anti-FyP

No requieren unidades Fy(a-b-)

Fy nulo en la linea
eritroide

YV VY

Fenotipo raro

No expresan antigenos Duffy en ninguna célula
Producen anti-Fy?

Requieren unidades Fy(a-b-)

Fy nulo en todas las
células del organismo

YV VVY

Fy® muy débil > El antigeno Fy* resulta de una expresion débil de Fy®
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Alelos FY
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GATA Box gen DUFFY En homocigosis: Fy(a-b-) \‘\6'\.(\1 VAV AV V@

Anti-Fya Anti-Fyb

Compatible B
Fy(a-b-) FY*02N.01/FY*02N.01 Fy(a-b+)

FY*A/FY*02N.01 Fy(a+b+); Fy(a-b+)

Fy(a+b-
i ) FY*A/FY*A Fy(a+b-)



Alelos FY

125G

—TATC HEEE— -~ oo Fro1(Fya) >

GATA Box gen DUFFY

Anti-Fya Anti-Fyb
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GATA Box gen DUFFY En homocigosis: Fy(a-b-) 3&.‘.\‘ 00 e

Alteracion en la
union de FT

Anti-Fya Anti-Fyb
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GATA Box gen DUFFY




Desarrollos “in house”
Biologia Molecular [ > — Alelos FY

Equipos comerciales
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FY*01 = FY*A
Biologia Molecular - Q E1 E2
Alelos FY $‘, 125A  265C>T EV*02 = EY*B
v —p HEREE—
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C Y7 gen BUFFY FY*02N.01 = FY*Bnull

i—

FY*02W.01 = FY*X

Compatible

FY*02N.01/FY*02N.01 Fy(a-b-) Fy nulo en la

linea eritroide

Fy(a-b-) FY*02N.01/FY*02W.01 Fy(a-b+) Fy(a-b+)

FY*02W.01/FY*02W.01 Fy(a-b+)




Desarrollos “in house”
Biologia Molecular [ > — Alelos FY

Equipos comerciales

—

FY*01 = FY*A
Biologia Molecular ‘ Q El E2
s 125A 265C>T % — *
Alelos FY arf; TATC I --. FY*02 = FY*B
” ) GATA Box gen DUFFY FY*02N.01 = FY*Bnull

FY*02W.01 = FY*X

Fenotipo inferido

Discrepancia
Fy(atb+) :> fenotipo - genotipo

Fy(a-b-) Mutaciones en FY*01y FY*02 Fy(a-b-) Fy(a-b-)

Fy nulo en todas las
células del organismo

El resultado del estudio molecular debe ser interpretado en el
contexto de la informacidn seroldgica disponible.




renotlvo Kell nulo

( )
Zeraiog [ » Falta de expresion de los antigenos del sistema KEL
PO Ko > Producen anti-Ku (anti-KEL5)
\. S/ Pro597Le
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Fenotipo K, .4 » Expresion débil de los antigenos del sistema KEL rp281Arg
\_ y, et193Thr

Buscar alelos nulos

E6 E8 E17
K:578 T Kp®841T gen KEL Js® 1790 C
k:578C  Kp™841cC Js” 1790 T

Buscar SNVs




Desarrollos “in house”

@cuenciacién del gen Ka
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Biologia Molecular I:> — Genotipificacion KEL
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mutacion hallada:
IVS3+1g>a

Discrepancia KEL*02N.06

/! fenotipo-genotipo @

Fenotipo K,

&

Los GRs no expresan
la glicoproteina Kell

Fenotipo inferido:
kk Kp(a-b+) Js(a-b+)




= jdentificar variantes antigénicas

identificar fenotipos raros

'{%1%‘@
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Y Técnicas seroldgicas
, . = resolver resultados seroldgicos inusuales
Laboratorio de Técnicas moleculares
Inmunohematologia = investigar anticuerpos
= buscar donantes compatibles.
H#optimizarrecursos H#optimizarrecursos

El (Cow ) [soene) )
D L =

» La aplicacién de la Biologia Molecular en el campo de la Inmunohematologia requiere del conocimiento de las bases

moleculares de los grupos sanguineos y del comportamiento serologico de sus antigenos y anticuerpos.

> Los resultados del estudio molecular deben ser interpretados en el contexto de la informacidn seroldgica disponible.



muchas gracias



