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Porque genotipificar pacientes?
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PCR-RFLP

- PCR especifico de alelo (AS-PCR)
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- PCR Multiplex
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Permite la evaluacion de pocos antigenos en cada reaccion

Util para la resoluciéon puntual de casos inmunohematoldgicos

Técnica que requiere mucho tiempo para su aplicacion en
el genotipado de antigenos multiples




Determinacion del fenotipado predicto de
multiples antigenos de GR

ADN
paciente
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Sanger Sequencing
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A LIFE DECODED

Secuenciacion de préoxima generacion
(Next Generation Sequencing)

157

e Secuenciacion por sintesis ("Secuenciacion por sintesis")
* Procesamiento de millones de reacciones de secuenciacion en paralelo

 Mas rapido y econdmico que la secuenciacion convencional







Que te parece ser la solucion mas
costo efectiva para el genotipado
de pacientes?




Las protagonistas




Caso 1 QI

-3
Mujer, 56 anos (‘ /
Afrodescendente — -

Transfusion previa por el nascimiento del
primero hijo

Neoplasia de pulmon

S

Indicada cirurgia curativa



Caso 1

* Tipaje: A+ (débil)
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Muestra

* RAI: positivo
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Anti-e like

Antiuerpo contra antigeno de alta frecuencia

Diagrama
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Caso1l-Y ahora???

a) Hacer pruebas de compatibilidade hasta
tener um resultado negativo

b) Transfundir GRs de tipo R2R2
c) El resultado es sugestivo de variante de RH
d) Cancelar la cirurgia y indicar quimioterapia
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a) Hacer pruebas de compatibilidade hasta
tener um resultado negativo

b) Transfundir GRs de tipo R2R2
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Caso 1- Genotipado

 DNA-array (resultado en el dia seguiente)
— RHD*DAR/*DAR
— RHCE*ceAR/*ceAR

* Prediccion fenotipica
— D parcial
— cy e parciales
— hrS y Hr negativo



Caso 2 \l |

e 24 anos, Caucasiana, A+

Falencia del higado
Indicacion de transplante

-mm-

Muestra

Muestra 3+
4C



Puedes seguir com la serologia?

A) Si, porque tengo anti-sueros y GR raros

B) No, tengo solo el kit mas basico de anti-
sueros y GR raros

C) No, solo tengo los reactivos comerciales



Caso 2

* Pruebas sorologicas adicionales

Muestra 0 3+

* Prueba molecular em real time PCR
— Prediccion Vel negativo




Caso 3

e 33 anos, Lupus diagnostico reciente
 Hb 2g/dL; Ht 8%
 Embarazada 6 semanas

— Fertilizacion in vitro



Caso 3

e 33 anos, Lupus diagnostico reciente
* Hb 2g/dL; Ht 8%
* Embarazada 6 semanas

— Fertilizacion in vitro

Muestra



Caso 2

e Aloadsorcion con 3 aliquotas de GR com
fenotipos distintos tratados com ZZAP

— Después de 3 repeticiones

adsorcion | adsorcion | adsorcion

Muestra 4+ 4+ 4+



El genotipado puede ayudar?




Caso 3

* Genotipado por el DNA-array

— Transfusion de GRs compatibles con el fenotipado

 R1R1; K-; Jka(a-b+); Fy(a-b+); S-s+

— Sin hemolisis

 Anti-c identificado

— Despues de 1 més de corticoesteroides



Porque genotipificar los donantes?

disponibilidad de
antisueros
comerciales

Busqueda de Proteinas

donantes variantes(RhD
raros = y RhCE)




¢Queé es raro?

Suma de
multiples
fenotipos
inusuales

Ausencia de
antigeno de alta
frecuencia
poblacional




Ausencia de antigeno poblacional de
alta frecuencia




Ausencia de antigeno poblacional de
alta frecuencia

Riesgo transfusional Riesgo transfusional variable

DOD
- o O @

@O
e, N OD




Hro, Hr, U, Js®,
Hy , En?

Jk3

Di°, Jra

Yt?




Estratégias de Busqueda

Fenotipado Biologia molecular
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Microarray PCR convencional

W

SNPshot PCR en tiempo real

Secuenciacion iz




Métodos Serologicos

Suero de donante o pacientes sensibilizados

Antisueros comerciales cuando disponibles

Microplaca Gel Tubo

) : N o v |

L

Diagnastic Erifols, SA



Métodos Serologicos

Ventajas Desventajas

v’ Bajo costo v" Disponibilidad baja de
sueros humanos

v’ Libre de extraccién de ADN

v" Indisponibilidad de sueros
comerciales

v’ Resultados falsos negativos
U, Vel, k

v" Nimero donantes probado
limitado




Métodos DNA-array

Ventajas
v' Multiple antigenos y donantes por ensayo

v’ Independiente de los antisueros

5000 3 k-; 2 Co(a-b+)
donantes 1 Kp( a+b-) 9 Yt (a-b+)
6 Js (a+b -) 6 Kn (a-b+)
) 5 Lu( a+b -)
PRO§SANGUE 1 Di( a+b -)
1Joa -




Cual es |la mejor estrategias de
busqueda de donantes raros?

a) Genotipado
b) Fenotipado
c) Los dos juntos




Fenotipos de ascendencia africana

 ROr (CE-)+ 3k (b-) + Fy (b)

* Fy(a-b-)
e S-g-
Variantes Hy- , Jo (a-);U-; Js (b-)

RHCE



Effectiveness of strategies to screen for blood donors with RH
variants in a mixed population

Fabio Augusto Abreu de Almeida e Marcia Regina Dezan e Valeria Brito Oliveira e ... Vanderson Rocha e

Alfredo Mendrone-Junior e Carla Luana Dinardo & e Show all authors

Published: January 14, 2020 = DOI: https://doi.org/10.1016/j.transci.2020.102720 W) Check for updates

e 2.500 donantes
217 RO o R1 se autoidentificaron como negros
e 12 donanteshrS-o hrB -

e ~70% con fenotipo Duffy nulo = Fy (a-b -)




Caso 1

Mujer, 56 anos
Afrodescendente
Anti-hrS y anti-Hr

2 donantes compatibles
Cirugia exitosa |




Fenotipos diversos

Seleccidn basada en criterios
fenotipo de
baja frecuencia:

Deteccidn con
antisueros

Anti-Vel
Anti-Ge?2
Anti-Lub
Anti-Yta

Kp (a+)
K+
Di(a+)
Lu(a+)

Confirmacion
Molecular
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PCR en tiempo real

Y | P
éPor qué no buscar la ausencia
del antigeno de alta frecuencia en po
De donantes?




PCR en tiempo real = Vel

transfusion. .org

DONOR INFECTIOUS DISEASE TESTING

High-throughput strategy for molecular identification of Vel-
blood donors employing nucleic acids extracted from plasma
pools used for viral nucleic acid test screening
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Caso 2

L ——

e 24 anos, Caucasiana, A+ | s

* Falencia del higado
* Indicacion de transplante

* Donante localizada
* Transplante exitoso




Secuenciacion del genoma humano

Cost per Human Genome

$100,000,000

$10,000,000

Moore’s Law
$1,000,000

$100,000

$10,000

$1,000

$100
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Conclusiones

Métodos molecular son herramientas importantes para la resolucion de
casos dificiles y para la busqueda
donantes raros

Indicacion precisa y em combinacion com serologia
llevan a resultados costo-efectivos




Con el genotipado

caludinardo@gmail.com
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