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QUAIS TÉCNICAS MOLECULARES 
NÓS TEMOS?



O que é o PCR?

• La reacción en cadena de la polimerasa es una 
técnica para hacer muchas copias de una 
determinada región de ADN

• La PCR depende de una ADN polimerasa, 
la Taq polimerasa, y requiere de cebadores de 
ADN diseñados específicamente para la 
región de ADN de interés

• En la PCR, la reacción se somete 
repetidamente a un ciclo de cambios de 
temperatura que permiten la producción de 
muchas copias de la región





Técnicas Convencionais
Moleculares



• PCR-RFLP

• PCR específico de alelo (AS-PCR)

• PCR Multiplex

• PCR en tiempo real



Permite la evaluación de pocos antígenos en cada reacción

Útil para la resolución puntual de casos inmunohematológicos

Técnica que requiere mucho tiempo para su aplicación en 
el genotipado de antígenos múltiples



PLATAFORMAS MULTIPLEX



Permitir la detección de múltiples
polimorfismos conocidos (SNP) qui codifican los antígenos

de grupos sanguíneos de relevancia transfusional
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Permitir la determinación del fenotipo deducido del genotipo 
para los principales antígenos eritrocíticos

independientemente de

Transfusión reciente
Indisponibilidad de antisueros

Prueba de Antiglobulina directa positiva

No debe utilizarse indiscriminadamente
Serología fuerte y protocolos bien establecidos



Limitaciones

✓ No se pueden incluir todas las variantes de expresión en 
un ensayo

✓ Falso positivo si no se incluyen mutaciones nulas

✓ Pueden ser nuevas mutaciones

✓ Poco eficaz en inserciones, deleciones y genes híbridos





SECUENCIACIÓN



O que é?

• La secuenciación de ADN es el proceso de
determinar la secuencia de nucleótidos (As, Ts,
Cs y Gs) de un fragmento de ADN



Separación por
tamaño de la cadena

en electroforesis
capilar

✓ En la secuenciación de Sanger, el ADN blanco es copiado 
muchas veces y se hacen fragmentos de diferentes longitudes

✓ Nucleótidos fluorescentes que actúan como 
"terminadores de cadena" marcan los extremos de los fragmentos

y permiten la determinación de la secuencia





Secuenciación de múltiples fragmentos de ADN

Rápido y menos dependiente del operador

• Secuenciación por síntesis ("Secuenciación por síntesis")

• Procesamiento de millones de reacciones de secuenciación en paralelo

• Más rápido y económico que la secuenciación convencional

Secuenciación de próxima generación
(Next Generation Sequencing)

Secuenciación de Segunda Generación





Ventajas de NGS

• Altamente paralelas: ocurren muchas reacciones de 
secuenciación al mismo tiempo.

• Microescala: las reacciones son diminutas y se pueden 
hacer muchas a la vez en un chip.

• Rápidas: puesto que las reacciones se realizan en 
paralelo, los resultados están listos mucho más rápido.

• Bajo costo: secuenciar un genoma es más barato que con 
la secuenciación de Sanger.

• Longitudes más cortas





Dificultad con los genes RHD/RHCE y GYPA/GYPB por homología

Cambios en la estrategia de la biblioteca

ABO: múltiples exones compuestos de homopolímeros
Disminución de la calidad de lectura









✓ These methods offered the ability to sequence DNA molecules 

directly and in real-time, 

without the need for amplification or labeling. 

✓ They provided advantages in terms of long-read sequencing, 

detecting modifications in DNA, and facilitating the study of 
complex genomic regions





PACIENTES



Caso Clínico1

• Paciente con mielodisplasia en transfusión 
crónica

• RAI positivo

• Identificación de anticuerpos: Anticuerpo de 
especificidad indeterminada

– No reactivo con glóbulos rojos tratados con DTT

– Exclusión serológica de anticuerpos contra 
antígenos de Kell y Lutheran



Caso Clínico1

• Panel de glóbulos rojos genotipados: sospecha 
de anti-Dob

• PCR alelo-especifico (convencional)

• Genotipado del paciente: Do(a+b-)

• Genotipado de donantes con compatibilidad 
cruzada negativa: Do(a+b-)



Caso Clinico 2

• Paciente de 65 años, linfoma no-Hodgkin

• RAI: positivo

• Identificación de anticuerpos irregulares:

– Panaglutinación fuerte intensidad

– Autocontrol negativo

– Reacción negativa con Rhnull y D-- glóbulos rojos

La biología molecular convencional 
no será suficiente …



Caso Clínico 3

• Genotipado por array

– RHD sin mutaciones y RHCE*ce/*ce

• Secuenciación de Sanger

– RHCE*ceMO en homocigosidad

– hrS y Hr neg; hrB y HrB neg



Caso Clínico 3

• Donadora desde Chile, mujer

• Tipada como O RhD-

• En el tipaje Rh con outro reactivo:

–  RhD+ (3+ de aglutinación com anti-D)

Biologia molecular 
convencional?

NO



Caso Clínico 3

• PCR-real time
– RHD intron4 y exon 7 → NEGATIVO

– RhD- predicto

• RHCE DNA-array
– RHCE*cE/*ceAR

– RHCE*ce48C,712G,733G,787G,800A,916G

• Predicto: RhD-; rr’’ (C-, c+, e+, E+)

Que extraño es eso



Caso Clínico 3

• Secuenciación Sanger

– RHD*deletado/*deletado

– RHCE*cE /

– RHCE *ce697G,712G,733G,744C



“...Formation of a D like epitope”



Caso Clinico 4 

• Mujer embarazada sensibilizada con Ac contra 
antígeno de alta frecuencia

– Anti-Vel??

– Muestra para investigación molecular

• Recién nacido con anemia profunda

– Aumento rápido de la bilirrubina

– Necesidad urgente de transfusión ¡Hay! Faltaba la latína



Panel- GR AGH /Liss Papaína

1 3+ 4+

2 3+ 4+

3 3+ 4+

4 3+ 4+

5 3+ 4+

6 3+ 4+

7 3+ 4+

8 3+ 4+

9 3+ 4+

10 3+ 4+

11 3+ 4+

AC 0 0
Predicción del fenótipo

 mediante genotipificación:

Vel+



Biología molecular – DNA array

• RHCE*ceAR/*ceAR

• Fenotipo previsto: hrS y Hr negativos



¿Existe alguna otra alternativa?

• Mujer embarazada sensibilizada con Ab contra 
antígeno de alta frecuencia
– Anti-Vel??
– Muestra para investigación molecular

• RHCE*ceAR en homocigosidad
– Anti-hrS y anti-Hr

• Recién nacido con anemia profunda
– Aumento rápido de la bilirrubina
– Transfusión de glóbulos rojos de la madre



BUSCA DE DOADORES RAROS



Ausencia de antígeno poblaciona de 
alta frecuencial

Wr(b-)Di(b-)

Vel-

k-

Sc1-Yt(a-)

Jo(a-)

Js(b-)Kp(b-)

U-

K0

Lu(b-)

Hy-

Co(a-)

Cr(a-)

GE:-2

Kn(a-)

Gy(a-)



Ausencia de antígeno poblacional de 
alta frecuencia

Wr(b-)

Di(b-) Vel-

k-

Sc1-Yt(a-)

Jo(a-)

Js(b-) Kp(b-)

U-

K0
Lu(b-)

Hy-

Co(a-)

Cr(a-)

GE:-2

Kn(a-)

Gy(a-)

Mayor relevancia
para transfusión

Relevancia para la transfusión
variable



Distribución en la población

Di(b-) Jo(a-)
Js(b-)

U-
Hy-

Población brasileña muy heterogénea
Raza autodeclarada de dudoso valor



Suma de múltiples fenotipos inusuales

s-

e-

Jk(a-) 

s-

Do(b-)

c-

M-

Jk(b-)

Fy(b-)

Problema potencial en los pacientes
con anemia de células falciformes 

Hiper-respondedores



Búsqueda de donantes raros

Fenotipado Biología molecular

Microarray PCR convencional

SNapshot Taqman Real Time PCR

Secuenciación



Métodos Moleculares - Microarray

Ventajas

Múltiples antígenos y donantes por ensayo

Independiente de antisueros

3 k- 2 Co(a-b+)
1 Kpa(a+b-) 9 Yt(a-b+)
6 Js(a+b-) 6 Kn(a-b+)
5 Lu(a+b-)
1 Di(a+b-)
1 Joa-

5000 
donantes



Métodos Moleculares - Microarray

Desventajas

Costo de la extracción de ADN

Caracterización molecular de múltiples donantes
para identificar un caso raro

La asociación con la serología es esencial para 
ptimización de herramientas



Fenotipos de ascendencia africana

Raza autodeclarada • R0r (C-, E-) + Jk(b-) + Fy(b-)

• Fy(a-b-) 

• S-s-

Variantes 
RHCE

Hy-, Jo(a-);U-; Js(b-)



• 2.500 donantes

• 217 R0 o R1 negro autodeclarado 

• 12 Donantes  hrS o hrB negativos
•

• ~70% con fenotipo Duffy null Fy(a-b-)



Fenotipos varios

Screening con antieticos 
de baja frecuencia:

Kp(a+)
K+

Di(a+)
Lu(a+)

Screening con
antissueros

Vel-
Ge-2

Lu(b-)
Yt(a-)

Confirmación 
Molecular







Real Time PCR

¿Por qué no buscar la ausencia
de los antígenos donantes 

en pool?



Real Time PCR → Fenótipo Vel-

CATCCGCTTGTTTTACAGTGAAGCCACAGCCTGGCCACCTGTCTTGATCTCCCCACCGAGAAGGCCCCGC 

CCCTCCCGCTGCAGCCCCACAGCATGCAGCCCCAGGAGAGCCACGTCCACTATAGTAGGTGGGAGGACGG 

CAGCAGGGACGGAGTCAGCCTAGGGGCTGTGTCCAGCACAGAAGAGGCCTCACGCTGCCGCAGGTGAGGG 

Deleção 17nt 

Fenótipo Vel- → Deleção 17nt éxon3 do gene SMIM1



Real Time PCR→ Fenotipo Vel-

gDNA Vel-

DNA plasma
Vel-

DNA plasmático
Pool 6 donantes

1 Vel-



PCR en tiempo real com ADN residual 
da rotina NAT viral

Genotipado de 
donantes por 

PCR RFLP

Confirmación de 
la deleción 

homocigota de 
17nt

Genotipado de donantes en 
un pool por PCR en tiempo 
real con excedentes de ADN

Pool +

Genotipado
individual por PCR en 

tiempo real

Descomposición 
del pool: 

extracción manual 
de ADN

Identificación del 
donante con la 

deleción de 17 nt



Real Time PCR

Ventajas

Económicamente muy atractivo

Permite el genotipado de múltiples donantes por 
ensayo

Genotipado de donantes en pools

Alternativa cuando hay una búsqueda de un fenotipo 
específico



Real Time PCR

Desventajas

Difícil selección de antígenos

Solo unas pocas variaciones moleculares permiten este enfoque

No evalúa simultáneamente otros antígenos de eritrocitos



Sequenciamento Genoma Humano



Secuenciación del genoma completo

93% de acuerdo con SNAp-shot

Necesita una profundidad 15x

Posibilidad de búsqueda de donantes raros





Conclusões

Los métodos moleculares son herramientas importantes para 
la búsqueda de donantes raros y

resolución de casos complejos

Técnica de Microarray
✓ Genotipado de antígenos eritrocitarios relevantes

✓ Opciones comerciales

Secuenciación del genoma completo
Identificación de nuevas variantes nulas

Precio progresivamente reducido



GRACIAS

caludinardo@gmail.com
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