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Resumen

Los antigenos del sistema Rh son los responsables de las reacciones hemoliticas asociadas a
la incompatibilidad sanguinea donante — receptor, de la inmunizacién en los pacientes
politransfundidos, de la enfermedad del feto y del recién nacido (EHRN) como consecuencia de
la incompatibilidad sanguinea materno-fetal (Connie 2010; Keramati et al; 2011) y de algunas

anemias hemoliticas autoinmunes (Flegel, 2011).

Debido a que algunas variantes del gen RHD son dificiles de detectar serolégicamente y podrian
ser mal descritas como Rh D negativo (D-), es necesario realizar un estudio exhaustivo de los
donantes D- para identificar las unidades de hematies que potencialmente pueden causar
aloinmunizacion. Algunas de estas variantes D del sistema Rh potencialmente inmunogénicas,
como DEL, D parcial, y algunos tipos weak D, con frecuencia no son detectados por pruebas
serolégicas de rutina (Daniels, 2013a). Como consecuencia, individuos D- transfundidos con
sangre de donantes negativos mal clasificados (en realidad son D+ de dificil deteccién) pueden

sufrir riesgo de aloinmunizacion anti-D.

Para superar esta limitacion serolégica, el objetivo de este proyecto ha sido el desarrollo de una
herramienta de deteccién molecular denominada ID RHD XT, basada en PCR multiplex y
deteccioén por tecnologia X-MAP de Luminex®, aplicable tanto en pacientes como en donantes,
que nos permita detectar ciertas variantes del gen RHD, asi como los antigenos plaquetarios
HPA-1a y HPA-1b (los cuales desempefan un papel crucial por ser causantes de la

trombocitopenia fetal/neonatal aloinmune o TFNA).

Durante las fases de disefio, desarrollo de este test de genotipado en el que ademas se han
cumplido los criterios preestablecidos de calidad y en el los resultads en los estudios de

verificacion realizados son positivos se puede afirmar que el ensayo es preciso y fiable.

El desarrollo de este ensayo constituye una herramienta aplicable en la rutina de los bancos de
sangre como apoyo a la serologia, lo que conduce a una mejora de la calidad de la asistencia
sanitaria en la poblacién reduciendo los problemas inmunolégicos asociados a la terapia

transfusional.




Introduccion

1. Sistema Rh

| 1.1 Descripcion

El complejo y muy polimérfico grupo sanguineo Rh (ISBT- 004 — RH) es uno de los 36 sistemas
de grupos sanguineos humanos conocidos (ISBT, 2019a) (Avent, 2000). Su interés clinico en la
rutina transfusional, la obstetricia y la hematologia se debe a la implicaciéon de sus anticuerpos

en los procesos inmunes de hemolisis.

Los antigenos del sistema Rh sélo se encuentran en humanos y algunos primates no humanos,
como, por ejemplo, los chimpancés y gorilas, y se expresan unicamente en la membrana de los
hematies y en las células precursoras de linaje eritrocitario (Schenkel-Brunner, 2000). Son los
responsables de las reacciones hemoliticas asociadas a la incompatibilidad sanguinea donante
— receptor, de la inmunizacién en los pacientes politransfundidos, de la enfermedad del feto y del
recién nacido (EHRN) como consecuencia de la incompatibilidad sanguinea materno-fetal
(Connie 2010; Keramati et al; 2011), asi como de algunas anemias hemoliticas autoinmunes
(Flegel, 2011). Asimismo, en Antropologia, estos marcadores sanguineos se han utilizado para
estudiar las relaciones evolutivas entre diversos grupos poblacionales (Cavalli-Sforza et al.,
1994).La complejidad del sistema esta en que, hasta el momento, se han definido 60 antigenos
(ISBT, 2019b) de los cuales cinco (D, C, c, E y €) son clinicamente relevantes por su alta
inmunogenicidad (Baptista-Gonzalez, 2005; Denomme, 2011) y su capacidad de inducir la
produccion de aloanticuerpos cuando no se respeta la compatibilidad donante-receptor para
cada uno de ellos (Mufiiz et al., 2012a). A nivel molecular en el sistema se han definido mas de
250 alelos, de manera que su estructura genémica es muy polimérfica (ISBT, en el 2010 se
estimo que, a nivel mundial, 373.300 neonatos se vieron afectados con la enfermedad hemolitica
Rh, con una prevalencia estimada de 276 por 100.000 nacidos vivos. Y para regiones especificas
como el sureste asiatico / paises del Pacifico, Latinoamérica, Norte de Africa/Medio Oriente, Sur
de Asia, Africa sub-sahariana y Europa Oriental/Asia central, su prevalencia ha sido estimada en
57, 252, 278, 385, 386 y 529 por cada 100.000 nacidos vivos, respectivamente. Estas cifras
contrastan con la prevalencia de enfermedad Rh de 2,5 por 100.000 nacidos vivos observada en
paises que tienen una buena infraestructura de salud, que incluyen el cuidado perinatal y

neonatal coordinado para todos los embarazos (Urdaneta et al., 2018).

1.2 Descubrimiento e historia del sistema Rh

Existe cierta controversia sobre a quién atribuir el descubrimiento del sistema Rh. El primer tipo
de sangre rhesus fue descubierto en 1937 por Landsteiner y Wiener, quienes lo nombraron

después de un factor similar encontrado en la sangre de mono Macacus Rhesus. La importancia
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de semejante hallazgo no fue evidente hasta que, en 1939, Levine y Stetson publicaron en un
primer informe sobre las consecuencias clinicas del factor Rh no reconocido. Describieron sus
consecuencias clinicas en el contexto de un caso de reaccion hemolitica sufrida por una mujer
que habia sido transfundida con sangre ABO compatible de su esposo y que previamente habia
dado a luz a un feto muerto (Trucco Boggione, 2016). Los anticuerpos observados por Levine,
hallados en el suero materno, aglutinaban los glébulos rojos, incluidos los del esposo, del 80%
de la poblacién ABO de individuos de origen europeo. A la vista de este hallazgo, Levine y
Stetson atribuyeron la incompatibilidad transfusional a la presencia, en la madre, de un
anticuerpo formado por inmunizacion a un antigeno fetal, heredado del padre. Este anticuerpo
seria el responsable de la reaccion frente a los globulos rojos del esposo, asi como del cuadro
clinico desarrollado por el hijo (Trucco Boggione, 2016), hoy llamado enfermedad hemolitica

fetoneonatal (EHRN) o eritroblastosis (Levine, et al., 1939).

En 1940, Karl Landsteiner y Alexander S. Wiener hicieron la conexion con su descubrimiento
anterior, y aislaron anticuerpos generados por conejos y cobayas inmunizados con sangre de
mono Macacus rhesus (suero anti-rhesus) (Trucco Boggione, 2016). Estos originaban un hetero-
anticuerpo que aglutinaba no sélo los hematies de macaco, sino también los hematies del 85%
de individuos de origen europeo, al igual que ocurria con el suero de la gestante descrita por
Levine. Se establecié una identidad genética entre ambos antigenos y asi subsecuentemente
paso6 a denominarse antigeno Rh. Los individuos cuyos eritrocitos eran aglutinados por el suero
anti-rhesus fueron clasificaron como Rh positivos, mientras que el 15% restante se denominaron

Rh negativos (Trucco Boggione, 2016).

En ese momento, los investigadores creyeron que éste era el mismo anticuerpo descrito en el
caso de Levine un afio antes, y consideraron que los anticuerpos de origen animal y humano
identificaban un mismo factor presente en los eritrocitos humanos y de monos (Trucco Boggione,
2016).

El motivo de la confusion fue que el anticuerpo hallado por Landsteiner y Wiener reacciona con
los hematies que en la actualidad son clasificados como D positivo, pero también con los D
negativo, aunque preferentemente con los primeros. Al diluir el suero para eliminar la reactividad
anti-especie, la Unica reaccion que persistia era con los eritrocitos D positivo creando la falsa
impresion de que ésta era la especificidad del anticuerpo (Landsteiner et al, 1941, Trucco
Boggione, 2016). Hasta 1961 no quedd completamente aclarada dicha confusion, cuando Levine
y col. demostraron que el anticuerpo de origen humano y el anticuerpo anti-rhesus de origen
animal no reaccionaban con un unico antigeno (Trucco Boggione, 2016), sino con dos, el
antigeno Rh, definido por los alo-anticuerpos que estaban presentes en el caso descrito por
Levine, y el antigeno LW (Landsteiner—Wiener), definido por los hetero-anticuerpos producidos

con los hematies de Macacus rhesus (Levine, et al., 1963). Este segundo antigeno es mas
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abundante en los hematies Rh positivo, lo que explica la confusion inicial. (Avent, 2000; Scott,
2004).

A pesar de ello, se habia extendido tanto el término Rh en la practica transfusional que se
mantuvo el nombre, si bien el anticuerpo humano descubierto por Levine y Stetson esta dirigido
contra el antigeno “D” del sistema Rh. En la practica médica, el término “Rh positivo” y “Rh
negativo” sigue definiendo la presencia o ausencia del antigeno D en un individuo (Trucco
Boggione, 2016).

A mediados de los afios cuarenta, se identificaron cuatro antigenos mas. Estos antigenos eran
dos pares de antigenos antitéticos, es decir, antigenos producidos por diferentes alelos de un
determinado locus, denominados C/c y E/e relacionados estrechamente entre si y a su vez con
el antigeno D.

Durante los ultimos 20 afos se ha ido ampliando el conocimiento sobre la variabilidad genética
del locus RH, los cuales han contribuido a la descripcion de numerosos alelos. Los estudios en
diferentes poblaciones han puesto de manifiesto las distintas prevalencias de estos alelos con
las consiguientes implicancias clinicas, tanto en la practica transfusional como en el control

inmunohematologico de las embarazadas (Trucco Boggione, 2016).

1.3 Nomenclatura del sistema Rh

En 1943, Fisher y Race, asumieron que las tres series de los antigenos (D, C y E) estaban
codificados por 3 genes separados, cada uno con dos alelos, siendo sus antigenos D/d, C/c y
E/e respectivamente (Fisher y Race, 1946; Trucco Boggione, 2016). Estos 3 Joci estarian
estrechamente ligados formando los haplotipos Dce, DCE, DCe, DcE, dce, dCe, dcE y dCE,
haplotipos que se transmiten de una generacién a otra como una unidad o complejo génico. Cada
gen controlaria la presencia del antigeno correspondiente en los eritrocitos (Fisher y Race, 1946;
Trucco Boggione, 2016). El sistema o nomenclatura Fisher-Race es el que se usa mas

comunmente en la actualidad.

La otra teoria sobre la herencia del sistema Rh fue propuesta en 1951 (Wiener, 1951) y se basaba
en la asuncion de un solo gen con multiples alelos. Cada gen produciria un antigeno sobre el
cual podrian identificarse varios factores, capaces de reaccionar con los anticuerpos especificos
(Trucco Boggione, 2016). El sistema Wiener utilizé la nomenclatura Rh — Hr. En esta teoria un
alelo R1 da lugar a los "factores sanguineos” Rho, rh' y rh" (correspondientes a la nomenclatura
moderna de los antigenos D, C y E) y el alelo r para producir hr' y hr" (correspondiente a la

nomenclatura moderna de los antigenos c y e) (Wiener, 1951).
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En 1962, se propuso una nomenclatura de tipo numérico independiente de la genética del
sistema Rh (Rosenfield, 1962). Cada antigeno es identificado con un numero asignado
previamente al antisuero con el cual reacciona. De tal manera, para expresar un determinado
fenotipo, el simbolo Rh es seguido por el nimero del antisuero utilizado, demostrando asi la
reaccion positiva y la presencia del antigeno. En el caso de una reaccién negativa, se anota el
numero del antisuero precedido de un signo menos (Rosenfield et al., 1962; Trucco Boggione,
2016).

Posteriormente, en 1986 se hipotetizo la existencia de dos loci estrechamente relacionados entre
si, el primer locus era D con dos alelos, "D" y "no D", y el segundo era CcEe, con 4 alelos: "ce",
"Ce", "cE"y "CE" (Tippet, 1986). Esta teoria coincide, a excepcion de la existencia de un antigeno

"no D", con el modelo propuesto por Colin y et al. (1990).

El modelo de Colin y cols. plantea la presencia de dos genes altamente homadlogos con similar
organizacion molecular en el genoma de individuos D positivo que denominaron RHD y RHCE,
mientras que en el locus RH de individuos D negativo so6lo se encontraria el gen RHCE (Colin et
al., 1991; Trucco Boggione, 2016).

Por ultimo, la International Society of Blood Transfusion (ISBT) propuso una nomenclatura para
el sistema Rh el cual tiene asignado el numero 004 y cada antigeno tres digitos mas. Asi, al
antigeno D le corresponde 001, al C 002, al E 003, al c 004, al e 005 (Trucco Boggione, 2016),y
asi sucesivamente (https://www.isbtweb.org).

En la actualidad, la terminologia empleada para referirse por escrito a los antigenos, genes y
proteinas Rh esta sujeta a las siguientes reglas: los antigenos se expresan empleando sus
correspondientes letras (D, C, c, E, €), los genes RH se expresan empleando mayusculas vy,
generalmente, en cursiva (RHD y RHCE) y, finalmente, las proteinas se expresan como RhD, o
Rhce, RhCe, RhcE y RhCE, segun los antigenos presentes en ellas (Daniels, et al., 1995; Trucco
Boggione, 2016).

En la Tabla 1 se muestran las nomenclaturas propuestas por Fisher- Race, Wiener, Rosenfield
y de la ISBT para los principales antigenos del sistema Rh y la equivalencia entre ellas (Trucco
Boggione, 2016).
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Tabla 1. Nomenclatura para los 5 antigenos principales del sistema Rh.

Nomenclaturas

Fisher-Rice Wiener Rosenfield ISBT
D Rh, Rh1 004001
C rh' Rh2 004002
E rh" Rh3 004003
c hr' Rh4 004004
e hr" Rh5 004005

1.4 Estructura molecular del locus Rh

El cluster Rh esta constituido por dos genes homélogos, RHD y RHCE, en el brazo corto del
cromosoma 1 en la posicion p34.3-36.13 y ocupa aproximadamente 450 Kb (Trucco Boggione,
2016). El gen RHD codifica el antigeno D y su ausencia se representa como “d”, y el gen RHCE
codifica los antigenos C, c, E y e (Daniel, 2013a).

Los dos genes, RHD y RHCE, estan a una distancia de unos 30kb y presentan una orientacion
opuesta, enfrentandose por sus extremos 3', es decir, el gen RHD esta ubicado en posicion 5'
con respecto al gen RHCE (5°- RHD-3'- 3"-RHCE-5") (Figura 1).

Los extremos 3’ de los genes estan pues separados por un espacio de aproximadamente 30 Kb
en donde se localiza un pequefio gen de siete exones llamado SMP1 (Small Membrane Protein
1), en igual orientacion que el gen RHD (Trucco Boggione, 2016). Adicionalmente, el gen RHD
esta flanqueado por dos segmentos de ADN, denominados caja Rhesus 5’ y caja Rhesus 3’ con
una longitud de aproximadamente 9 Kb, las cuales tienen un 98,6% de identidad de secuencia y
se encuentran en idéntica orientacion (McGeoch et al.,1992; Okuda et al, 1999; Trucco
Boggione, 2016) (Figura 1).

Rhesus Rhesus
box box

Figura 1. Esquema genes paralogos RHD y RHCE. (Imagen tomada de Daniels G. Human Bood Groups. 3rd
edition ed: Blackwell Science; 182-258; 2013).
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El gen RHCE posee cuatro formas alélicas mas comunes denominadas RHCE*ce, RHCE*Ce,
RHCE*cE y RHCE*CE, responsables de los distintos fenotipos Rh (Trucco Boggione, 2016).

Los principales polimorfismos para C/c y E/e se asocian a sustituciones de aminoacidos en el
segundo y cuarto dominio extracelular de la proteina RhCE, respectivamente; el antigeno “C”
esta determinado por la presencia del aminoacido Ser (serina) en posicién 103 de la proteina,
mientras que el antigeno “c” esta determinado por la presencia de Pro (prolina) en la posicion
103. El antigeno “E” esta determinado también por Pro en la posicién 226, mientras que el

antigeno “e” esta determinado por la presencia de Ala (alanina) en la misma posicion de la
proteina (Huang et al., 2000; Okuda et al., 2000; Le Van Kim et al, 2005).

Esta similitud de secuencia es debida a que los genes RHCE y RHD surgieron de la duplicacion
de un gen ancestral comun (Avent, 2000; Huang et al, 2000; Avent, 2001); se puede observar
que ambos estan compuestos por 10 exones de aproximadamente 69 Kb de ADN cada uno y
presentan mas de un 93.8% de identidad de secuencia en sus secuencias nucleotidicas
codificantes (Wagner et al. 2000; Wagner et al. 2002).

Como consecuencia de esta similitud de secuencia, se generan procesos de conversion génica
que producen numerosos reordenamientos entre ambos genes, lo que origina genes RH
hibridos. Estos cambios son los responsables principales de la gran diversidad de los antigenos
clinicamente relevantes en la compatibilidad sanguinea (Credidio et al. 2001; Wagner et al.
2001). Como ejemplo, el origen de un alelo con dos copias de RHD es el alelo Ce de RHCE. El
exon 2 del alelo C de RHCE es idéntico al exén 2 de RHD, incluso en la posicién que codifica el
antigeno C (Simsek et al., 1994; Carritt ef al.,1997), lo que sugiere que el alelo Ce surgié6 como
resultado del intercambio no reciproco de secuencias entre RHD en el alelo ce de RHCE (Carritt
et al.,1997). Otro ejemplo es el descrito por Nuttle et al. (2013), en el que mediante la duplicacion
segmental de 9kb anteriormente mencionada (Rhesus Box), cuyas dos copias flanquean el gen
RHD, se produce una recombinacién no homéloga (NAHR) que resulta en una deleciéon y un
aduplicacion del gen RDH en los individuos de HapMap NA20814 y NA19204 mediante Molecular

Inversion Probes (MIPs).

Ademas, la delecién del gen RHD, responsable del fenotipo D negativo, parece haber surgido
por el entrecruzamiento desigual (recombinacién no homologa) de las cajas Rhesus entre dos
haplotipos RH mal alineados en “trans”, dando lugar a una caja Rhesus hibrida (Figura 2)
(Wagner et al., 2000; Flegel, 2011; Trucco Boggione, 2016). Asi, los individuos con el fenotipo D

negativo resultan homocigotas para esta delecion.
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Caja Rhesus 5° RHD Caja Rhesus 3" SMP1 RHCE

Caja Rhesus hibrida

Figura 2. Deleciéon del gen RHD. En la figura se representan el gen RHD flanqueado por las cajas Rhesus 5’ y 3,
el gen SMP1 y el gen RHCE ubicado en orientacion opuesta. Un entrecruzamiento desigual entre las Cajas
Rhesus 5’ y 3’ (representadas en forma de rectangulos fucsia y celeste, respectivamente) causa la delecion del
gen RHD y la generacion de una Caja Rhesus hibrida [Imagen tomada de Trucco Boggione C. (2016)].

Los individuos que expresan el antigeno D pueden ser homocigotos (dos copias del mismo alelo
RHD), hemicigotas (un solo alelo RHD) o heterocigotas (dos alelos RHD diferentes) para el gen
RHD (Trucco Boggione, 2016).

| 1.5 Antigenos del sistema Rh: Antigeno D

Los antigenos del sistema Rh se expresan en dos proteinas transmembrana de los eritrocitos:
RhD (CD240D) y RhCE (CD240CE). La primera lleva al antigeno D (Rh1) y sus variantes, y la
segunda los antigenos C, E, c y e (Rh2 al Rh5) en diferentes combinaciones (CE, cE, Cey ce)y
variantes (Flegel, 2007; Bangham, 2014).

El antigeno D es el mas inmunogénico dentro del sistema Rh. Ademas, de la delecién total o
parcial del gen RHD, aproximadamente 2% de individuos de origen europeo, y sobre todo los
individuos de origen africano (15%), presentan cambios en el gen RHD que dan origen a
proteinas que no expresan todos los epitopos del antigeno D 0 no se ensamblan en la membrana
eritocitaria (Wagner et al., 2000; Wagner et al., 2002). Estas variaciones en la expresion del
antigeno D originan los fenotipos 'Weak D', 'Partial D' y 'DEL' (D elution) (Westhoff, 2010). Los
fenotipos DEL son aquellos cuya proteina habitualmente “normal” se expresa a muy bajos niveles
y cuyo gen RHD suele estar integro, lo que no debe confundirse con un fenotipo D negativo

causado por la delecién completa del gen RHD (lo que se suele representar como dd o D-).

A. Fenotipo D

El fenotipo de los eritrocitos humanos se establece en funcién de la expresion de los antigenos
eritrocitarios correspondientes. La asociaciéon que se establece entre fenotipo y su
correspondiente genotipo mas probable puede establecerse en funcién de la frecuencia alélica
poblacional.
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Alrededor del ~85% de los caucasicos presentan un fenotipo D-positivo El fenotipo D negativo
presenta un porcentaje inferior, siendo en caucasicos donde este fenotipo minoritario es mas
frecuente con un ~15%, seguido por africanos ~3-7% y en las personas del Este asiatico, con

alrededor del ~1%.

Para conocer el genotipo frecuente en cada poblacién es importante determinar o inferir el
haplotipo mas probable. La prevalencia de los haplotipos Rh por grupo poblacional se muestra
en la Tabla 2. Como ejemplo, si el fenotipo de los glébulos rojos de un paciente es D+ C- c+ E-
e+ y el paciente es euroamericano, el genotipo (combinacion de haplotipos) mas probable seria
Dce/dce; sin embargo, si el paciente es afroamericano (africano), lo mas probable es que sea
Dce/Dce porque en afroamericanos la ocurrencia del haplotipo Dce es mayor (44%) que la del
haplotipo ce (26%) (Daniels, 2013a).

El haplotipo Rh mas comun en caucasicos (42%), nativos americanos (44%), y asiaticos (72%)
es DCe, mientras que en africanos subsaharianos (59%) es Dce.

Tabla 2. Frecuencia (en %) de los haplotipos Rh en los tres principales grupos poblaciones (caucasicos,

africanos, asiaticos). Tabla adaptada de Daniels G. Human Blood Groups. Chapter 5.

Haplotipo Frecuencias
CDE Caucdsicos Africanos Asiaticos
DCe 0,4205 0,0602 0,7298
dce 0,3886 0,2028 0,0232
f)cE 0,1411 0,1151 0,187
Dce 0,0257 0,5908 0,0334
dcE 0,0119 0 0
dCe 0,0098 0,0311 0,0189
DCE 0,0024 0 0,0041
dCE 0 0 0,0036
'B.  Fenotipo D variante

Antes de comenzar a explicar los distintos fenotipos D variantes, hay que entender qué significa

el término “D variante”.

En los afios 50-60 se desarrollé el concepto de mosaico de piezas para el antigeno D normal,
de tal manera que se definen las variantes del antigeno D normal como aquellos mosaicos que
carecen de algunas de dichas piezas. Asi, una persona cuyo antigeno D carece de algunas
piezas del mosaico y ha sido inmunizada por D normal puede producir un anticuerpo contra las
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partes (piezas) que le faltan; un anticuerpo que, en la mayoria de las pruebas de rutina, se

comportara como anti-D.

En la década de 1980, con la produccion de anticuerpos monoclonales humanos contra el
antigeno D, el concepto del mosaico se reemplazé por el concepto de epitopos D. Un epitopo o
determinante antigénico, es el sitio o porcidon inmunodominante de un antigeno, a través del cual

se une con un anticuerpo o receptor de una célula del sistema inmune (Vega Robledo, 2009).

Existen variantes cualitativas (Partial D) y cuantitativas (Weak D) dependiendo de la expresion
del antigeno en la membrana de los eritocitos. Se diferencian en que las cualitativas presentan
una estructura alterada de la proteina RhD, mientras que las cuantitativas presentan una
expresion reducida de antigenos D en los globulos rojos (Daniels, 2013b). En este sentido, los
individuos portadores de variantes cualitativas, son susceptibles de desarrollar una
aloinmunizacién hacia los epitopos ausentes del antigeno D, produciendo anticuerpos anti-D;
mientas que los portadores de las variables cuantitativas no se encuentran en riesgo de

aloinmunizacion (Daniels, 2013b; Sandler et al., 2015; Trucco Boggione, 2016).

En cualquier caso, resulta de interés notar que la tipificacion serolégica de rutina de Rh D no
puede distinguir entre subtipos D débiles (variantes cuantitativas) o varios fenotipos D parciales

(variantes cualitativas) (Flegel et al. 2014; Sandler et al. 2015).

B.1) Fenotipo D parcial ('Partial D')

El fenotipo D parcial ocurre en menos del 1% de la poblacién europea. Las bases moleculares
que explican este fenotipo pueden ser de tres tipos: 1: alelos hibridos RHD/ RHCE, 2: mutaciones
puntuales en los segmentos extracelulares de la proteina y 3: mutaciones puntuales o
mutaciones puntuales dispersas, es decir, multiples mutaciones ubicadas en diferentes regiones
de la proteina RhD lo que puede originar una expresion alterada su antigeno (Flegel et al., 2002,
Muhiz et al., 2012a).

El tipo 1: alelos hibridos RHD/ RHCE : su base molecular principal es la conversion génica, entre
el gen RHD y RHCE lo que origina alelos hibridos RHD-CE-D (Dean, 2005). La estructura en
tandem vy la orientacién en direcciones opuestas de los genes RHD y RHCE facilita las
recombinaciones genéticas entre ellos y dan lugar a alelos hibridos de tipo RHD-CE-D o RHCE-
D-CE (Muhiz et al., 2012a).

Estos eventos de conversion génica producen no sélo la pérdida o sustitucion de exones
completos sino, por consiguiente, la pérdida o sustitucién también de aminoacidos localizados
en los dominios extracelulares de la proteina RhD lo que modifica la estructura del antigeno D

(Avent et al., 2000; Westhoff et al., 2016). Se origina asi una proteina quimérica suficientemente
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similar para insertarse correctamente en la membrana de los glébulos rojos, pero carente de
varios epitopos encontrados en la proteina RhD completa (Dean, 2005). Ademas, también se
pueden producir nuevos epitopos (Rouillac et al.,1995; Wagner et al., 2004).

La variedad de fenotipos D parciales estan definidos por sus diferentes epitopos D en la
superficie externa de la membrana de los glébulos rojos. Se han descrito mas de 30 fenotipos

parciales D diferentes. (Kérmdczi et al., 2004).

Desde un punto de vista clinico, es esencial que los donantes ‘Partial D’ se etiqueten como
Rh D positivos, y por otro lado los pacientes, que estan en riesgo de generar aloinmunizacion
anti-D tras la exposicion un antigeno D (Kérmoczi et al.,, 2004), deben tratarse como D

negativos.

B.2) Fenotipo D débil (‘Weak D')

Las variantes cuantitativas del antigeno D (weak D) expresan un numero menor de sitios
antigénicos por eritrocito (<5000) comparado con un fenotipo D positivo normal (Flegel, 2006;
Flegel 2011; Daniels, 2013b; Trucco Boggione, 2016).

El fenotipo weak D es el mas comun de los fenotipos poco frecuentes asociados al sistema Rh
en la poblacion de origen europeo, con una frecuencia de entre el 0,2 y el 1% (Haer-Wigman et
al. 2013; Wagner et al. 2009) y esta asociado a un haplotipo DCe o DcE (inusual) (Brecher,
2005). En la poblacion africana, sin embargo, es bastante comun y suele asociarse al haplotipo
Dce (Brecher, 2005).

La base molecular de la expresién débil de D es heterogénea, pero todos los ejemplos publicados
hasta ahora obedecen a mutaciones puntuales en algunos exones del gen RHD (Westhoff et al.,
2016). Estas mutaciones puntuales se localizan en la region transmembrana o intracelular.
Aunque esta localizacion, en general, no resulta inmunogénica, puede suponer una dificultad en
la insercidn de la proteina en la membrana del hematie originando una expresion disminuida de
antigeno D (Wagner et al, 1999; Flegel et al, 2007; Muiiz et al., 2012a; Sandler et al, 2017). En

la mayoria de los casos, esta es la causa mas comun en personas de ascendencia europea.

Otra causa de la expresion debilitada del antigeno D esta basada en un efecto de posicion, es
decir, modificaciones en la expresion de un determinado antigeno como consecuencia de la
presencia de un alelo homologo que codifica otro antigeno sélo cuando esta en posicion cis o
trans respecto al primero (Brecher, 2005; Trucco Boggione, 2016). Por ejemplo, el llamado efecto
trans, describe la expresién deprimida del antigeno D, debido a la presencia del gen para el
antigeno C en el cromosoma homologo. Asi, los eritrocitos de un individuo DCe/dce expresan

mas antigeno D que las células Dce/dCe que presentan un efecto supresor ejercido por RHC en
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posicion trans a RHD en el cromosoma homologo (Westhoff, 2007). Esta situacion también es
conocida como 'D-débil' o 'Du de alto grado’, debido a la reaccién débil de aglutinacion que
presentan las células con algunos tipos de reactivos anti-D monoclonales (Rouillac et al., 1996).
Sin embargo, la expresién weak D se encuentra principalmente asociada a individuos

hemicigotos, con un unico alelo RHD que ademas tiene una alteracion genética.

Y, por ultimo, también se han descrito sustituciones de un solo nucledtido en la regién promotora
causan una reduccion en la expresion del alelo lo que origina que los antigenos produzcan
reacciones débiles con algunos antisueros monoclonales en la rutina clinica. Existen 3 variantes
descritas RHce (5'-UTR-10C>T) (Bugert et al., 2009), RHD*5-UTR-115C y 5-UTR-83T (Fennell
et al., 2017).

La determinacién molecular de los distintos alelos permitio clasificar los tipos de Weak segun la
mutacién responsable de la expresion disminuida del antigeno D (Flegel et al., 2002). Mas de
147 tipos de weak D estan incluidos en la base de datos de Rhesus [http://rhesusbase.info/]
(Sandler et al., 2017). Es importante destacar que los tipos weak D tipo 1 (RHD: c. 809 T>G),
weak D tipo 2 (RHD: c. 11564 G>C) y weak D tipo 3 (RHD: c. 8 C>G) son los mas comunes entre
los subtipos D débiles, constituyendo el 90-95% de los casos encontrados en europeos (Flegel,
2011) (Tabla 3).

Tabla 3. Fenotipos Weak D mas frecuentes.

Fenotipo Cambio nucleotidico = Cambio aminoacidico Exén RHD Localizacion
Weak D type 1 RHD:c.809T>G p.Val270Gly 6 Transmembrana
Weak D type 2 RHD:c.1154G>C p.Gly385Ala 9 Transmembrana
Weak D type 3 RHD:c.8C>G p.Ser3Cys 1 Intracelular

Los pacientes con delecion de un alelo D y presencia de weak D tipo 1, 2 y 3 no son susceptibles
de desarrollar respuesta inmunogénica, por lo tanto, pueden considerarse a efectos
transfusionales como si fueran Rh D positivos, y no precisando de practicas clinicas especiales
en este sentido (Noizat-Pirenne et al. 2007; Westhoff et al., 2016) y, por tanto, transfundirles

sangre Rh positiva sin causarles ninguna reaccion transfusional.

En el caso de donantes weak D tipo 1, 2 0 3, éstos deben considerarse como D+ y, por lo tanto,
potencialmente inmunogénicos. Cada tipo de weak D tiene una expresion distinta de antigeno D
en los eritrocitos que hace que la deteccion seroldgica antigeno-anticuerpo pueda ser variable
(Brecher, 2005; Sandler et al., 2015).

El algoritmo de decisién en pacientes con serologia D débil o no concluyente se muestra en la
Figura 3.
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Negative Discrepant/inconclusive Positive
or (and concordant with
strength of reaction patient history, if
weaker than expected available)
(serologic weak D
phenotype)
-
Candidate for RhIG Send for RHD genotyping Not a candidate for RhIG
RhD-negative for transfusion for weak D types RhD-positive for transfusion
Weak D type 1,2, or 3 Weak D type 1,2, 0r3
Not detected Detected
-May be at risk for forming anti-D -Not at risk for forming anti-D
- Candidate for RhIG Not a candidate for Rh1G
- RhD-negative for transfusion ‘RhD-positive for transfusion
Tipo de muestras para procesar con ID RHD XT

Figura 3. Clasificacion realizada por Sandler et al (2015) del tipo de muestras cuyo resultado serolégico es weak
D y deben resolverse mediante genotipado de RHD. El test de genotipado discrimina los genotipos weak D tipo
1, 2 y 3 del resto de genotipos para determinar, en el caso de embarazadas, si son candidatas a la profilaxis con
anti-D inmunoglobulina (RhIG) y en el caso de pacientes si estan en riesgo de aloinmunizacién. Las muestras
que se van a poder genotipar con ID RHD XT estan enmarcadas con una linea azul.

Desde el punto de vista seroldgico, se distinguen dos implicaciones de los antigenos weak D. La
primera hace referencia a la expresion débil del antigeno o la ausencia de determinadas regiones
imprescindibles para que los anticuerpos empleados en los métodos estandar lleven a cabo su
reconocimiento. La segunda es consecuencia de las limitaciones propias del mercado, que no

puede ofrecer anticuerpos comerciales frente a todos los antigenos sanguineos.

Un ejemplo es el Weak D tipo 2, que presenta una cantidad muy reducida de antigeno D, y puede
no detectarse con algunos reactivos comerciales anti-D o con algunos tests. Esto implica
discrepancias en la tipificacion de D, es decir, el paciente podria ser D+ o D- en distintos centros
o incluso en el mismo centro por el uso de reactivos de distintos fabricantes o por cambiar la

técnica de tipado (Daniels 2013a).

A la vista de las implicaciones para la practica transfusional hemos incluido en este trabajo como
variantes detectas por el test genético que proponemos, denominado ID RHD XT, las variantes
Weak mas frecuentes: weak D tipo 1 (RHD: c. 809 T>G), weak D tipo 2 (RHD: c. 1154 G>C) y
weak D tipo 3 (RHD: c. 8 C>G)

C. Fenotipo DEL

El fenotipo DEL presenta trazas del antigeno D en el glébulo rojo que sélo pueden detectarse
mediante la técnica adsorcion-elucion, por eso se le considera el positivo conocido mas débil en
el sistema de grupos sanguineos Rh (Li et al., 2009). Un D positivo homocigoto normal tiene
alrededor de 30.000 sitios antigénicos D por célula (Rodriguez-Moyado et al., 2004), mientras
que en un DEL (D elution) presenta aproximadamente 20-40 sitios por célula (Kérmdczi et al.,

2005) debido que su unico alelo D esta alterado. A pesar de esta baja cantidad si se transfunde
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sangre DEL a individuos D negativos, éstos estan en riesgo de desarrollar aloinmunizacién anti-
D (Nuchnoi et al., 2014).

Las variantes DEL se caracterizan por presentar una expresion minima del antigeno D en la
membrana eritrocitaria (Trucco Boggione, 2016). Son muy comunes en Asia oriental (China y
Japon), donde alrededor del 10-30% de los individuos aparentemente D negativo son fenotipos
DEL (Li et al., 2009). También se puede encontrar en poblaciéon de origen europea, pero la

frecuencia de fenotipo es muy baja 0.1% (Gardener et al., 2012).

Los mecanismos que originan un fenotipo DEL son muy diversos como: splice-site mutation
(alteracion en la secuencia de ADN que ocurre en el limite de un exén y un intrén), lo que hace
que el ARNm inmaduro no se procese eficientemente a ARNm maduro. En unos pocos casos se
origina por una missense mutation (sustitucion de un solo par de bases alterando el cédigo
genético lo que produce un aminoacido diferente al habitual), o porque se produce una variante
en el promotor que hace que el gen no se transcriba eficientemente, pero la proteina que se
expresa sigue siendo “normal”. Otro origen es el denominado frameshift mutation (insercion o
eliminacion de un numero de pares de bases, no multiplo de tres, cuya consecuencia es alterar
la pauta de lectura generando una proteina estructuralmente (y funcionalmente) anémala,
aunque con el gen RHD basicamente integro; y por ultimo, a long deletion (una delecion
considerable) del gen RHD (Wagner et al., 2001, Wagner et al.,2005).

En poblaciones asiaticas el alelo RHD (1227G>A) es el responsable de mas del 95% de los
portadores de un fenotipo DEL (Trucco Boggione, 2016), por lo que se considera como marcador
genético de este grupo poblacional (Chen et al., 2004). Este cambio nucleotidico es generado
por un splice-site en el exén 9 del gen RHD. El polimorfismo esta localizado en el sitio de corte y
empalme ubicado en el limite exdn 9-intron 9, generando un transcrito de ARNm que carece del
exon 9 de referencia (Chen et al., 2004; Li et al., 2009; Trucco Boggione, 2016).

Otra variante que genera un fenotipo DEL es RHD(IVS3+1G>A), la cual ha sido identificada

unicamente en poblaciones de origen europeo (Polin et al., 2009).

D. Fenotipo D negativo

D.1) Delecidn total o parcial del gen RHD

El fenotipo Rh D negativo mas comun es consecuencia de una delecion (total o parcial) del gen
RHD. Es una condicidon homocigota con la ausencia de ambos alelos del gen. El punto de ruptura
se localiza en la regién de las cajas del Rh (1463 pb) (Baptista-Gonzalez, 2005). Frecuentemente
forma parte de un haplotipo junto con el alelo RHCE*ce (Wagner et al., 2000; Wagner et al.,
2001).
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La delecion completa del gen (la perdida de las copias) presenta una frecuencia observada en
poblacién de origen europeo del ~15%, mientras que en africanos sub-saharianos es del ~5-8%,
y se considera un tipo de sangre poco frecuente y no rutinaria en asiaticos (< 1%) (Reid et al,
2004; Connie 2010).

Ademas existen numerosas variantes alélicas que originan fenotipos D negativos cuyas
proteinas RhD no expresan los epitopos del antigeno D 0 no se ensamblan en la membrana
eritrocitaria (Gowland et al., 2014; Trucco Boggione, 2016). A continuacion, en los apartados D.2
y D.3, se detallan las variantes D negativas que se han incluido en este proyecto y que forman
parten del test genético desarrollado (D.2 “Alelo RHD*Pseudogen o RHD*y” y apartado D.3
“Alelo hibrido RHD*Dllla-CE (3-7)-D”). Existe un gran interés clinico en la rutina transfusional en
clasificar correctamente este tipo de fenotipos D negativos, causados frecuentemente por las
variantes descritas previamente (RHD deletion, RHD*y y RHD*Dllla-CE (3-7)-D), incluidas en el
desarrollo del test ID RHD XT, objetivo de este proyecto.

D.2) Alelo RHD*Pseudogen o RHD*{s

El alelo RHD*Pseudogen o RHD*y contiene un inserto de 37 pares de bases (pb) en la region
intron 3—exoén 4 que produce un cambio en la pauta de lectura que introduce un codoén stop en
la posicidon 210. El inserto es una duplicacion de una secuencia que comprende los extremos 3’
del intron 3 y 5’ del exén 4 del gen RHD. Ademas, se encontraron mutaciones puntuales de
cambio de sentido en los exones 4 (c.609G>A), 5 (c.654G>C, c.667T>G, c.674C>T) y 6
(c.807T>G) (Trucco Boggione, 2016). El haplotipo mas comun es RHDy-RHCE*ce (Singleton et
al., 2000; Rodrigues et al., 2002). En un estudio realizado en poblacion africana con individuos
D negativos (82), se determind que la frecuencia del total de individuos para la variante
RHD*Pseudogen (RHD*y) estaba presente con un 66% (Singleton et al., 2000; Wagner et al.
2000; Szulman et al. 2012; Khosroshahi et al., 2019).

D.3) Alelo Hibrido RHD*DIIIA-CE (3-7)-D

Esta variante esta formada por los exones 1, 2, parte del 3, 8, 9y 10 pertenecientes al gen RHD,
y el fragmento restante del exén 3y los exones del 4 al 7 del gen RHCE (Trucco Boggione, 2016).
Ademas, también presentan las sustituciones nucleotidicas ¢.733C>G y c.1006G>T y segregan
junto con un alelo RHCE*ce (Figura 4). En el mismo estudio, anteriormente citado, se determiné
que la frecuencia del total de individuos para la variante RHD*Dllla-CE (3-7)-D estaba presente
en el 15% y tan s6lo un 18% carecia completamente del gen RHD (Singleton et al., 2000; Wagner
et al. 2000; Szulman et al. 2012; Khosroshahi et al., 2019).
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c.186G>T c¢.410C>T c.733C>G c.1006G>T

Figura 4. Estructura molecular del alelo RHD*Dllla-CE. En magenta se indican los exones provenientes del gen
RHD, mientras que en gris se sefalan los provenientes del gen RHCE. Las lineas verticales rojas indican los
SNPs caracteristicos de esta variante [Imagen tomada de Trucco Boggione C. (2016)].

Todos estos fenotipos D negativos estan incluidos en el test de genotipado desarrollado en este
proyecto.
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2. Sistema plaquetario humano (Human Platelet Antigens
(HPA)

Las plaquetas, al igual que el resto de componentes sanguineos, presentan en la superficie
externa de su membrana estructuras polimérficas e inmunogénicas. Estas estructuras
genéticamente determinadas y localizadas en las proteinas, glicoproteinas y glicolipidos, pueden

asimismo causar aloinmunizacion durante el embarazo, la transfusion sanguinea o el trasplante.

2.1 Nomenclatura de los HPAs

Historicamente, los antigenos plaquetarios especificos se denominaban con el nombre de los
pacientes sensibilizados en los que fue identificado el anticuerpo. Esta nomenclatura fue
complicandose con el paso de los afios, especialmente cuando un nuevo antigeno era
identificado simultaneamente por mas de un grupo de investigadores, lo que originaba una

controversia sobre la paternidad del descubrimiento y la denominaciéon que debia emplearse.

A la vista de esta probleméatica, en 1990 Von Dem Borne y Décary propusieron un sistema
simplificado llamado Human Platelet Antigens (HPA), revisado posteriormente por en 1998 por
Santoso y Kiefel, y recientemente (2003) por Metcalfe et al. Segun esta nomenclatura, un
antigeno plaquetario especifico es denominado antigeno plaquetario humano (HPA) solo cuando

sus bases moleculares son conocidas.

A su vez, los HPAs son agrupados en sistemas basados en la existencia de aloanticuerpos que
definen tanto al antigeno tético como al antitético, es decir, antigenos producidos por diferentes
alelos de un determinado locus.

Los sistemas HPA son designados cronolégicamente HPA-1, HPA-2, HPA-3, etc. de acuerdo
con el orden de la fecha de su descubrimiento, y se designan alfabéticamente en orden segun
su frecuencia (de alta a baja) en la poblacién estudiada, nombrando al de mayor frecuencia como
“a” y al de frecuencia mas baja como “b”. Una designacién “w” es agregada después del nombre
del antigeno si aun no se ha identificado un aloanticuerpo dirigido contra el antigeno antitético

(Mufiiz et al., 2012b; Quintero, 2014).

| 2.2 Bases moleculares de HPA

Actualmente se conoce la base molecular de los diferentes sistemas y antigenos plaquetarios.
La mayoria de alelos pertenecientes a los diferentes sistemas son polimorfismos debidos a una
mutacion de tipo puntual, con cambio de sentido, en la secuencia del DNA codificante, es decir,
en un cambio de base que comporta a su vez un cambio de aminoacido (aa) en la secuencia de

la proteina expresada a partir de ese alelo.
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Se conocen hasta 27 aloantigenos plaquetarios especificos que han sido definidos por sus
correspondientes anticuerpos identificados en diferentes procesos clinicos de etiopatogenia
inmune. Doce de estos antigenos se hallan agrupados en seis sistemas bialélicos que van del
HPA-1 al HPA-5 mas el sistema HPA15. Los 15 antigenos restantes no tienen un antigeno
antitético, probablemente porque al tratarse de antigenos de baja frecuencia la posibilidad de
encontrar individuos homocigotos para el antigeno antitético susceptibles de inmunizarse es muy

remota.

En los sistemas HPA-1 al HPA-5 existe un antigeno de alta frecuencia que es denominado “a” y
otro de baja frecuencia que es denominado “b”, a excepcion, del sistema HPA-15 en el que las
frecuencias de ambos antigenos son similares. La frecuencia para cada uno de estos antigenos

varia segun la poblacién de estudio.

La mayor parte de los aloantigenos plaquetarios identificados hasta el momento residen en
alguno de los complejos glicoproteicos llb/llla, 1b/IX, la/lla o en la proteina CD109. La
glicoproteina (GP) Illa (CD61) es la mas polimoérfica y da cabida a la mayoria de aloantigenos
plaquetarios. Junto con la GP llb (CD41) constituye el complejo heterodimérico llb-llla del que
existen de 50.000 a 80.000 copias/plaqueta, y que pertenece a la familia de moléculas conocidas
como integrinas (integrina B3allb). La GP b (CD41) y la GPllla (CD61) estan codificados por los
genes ITGA2B e ITGB3, respectivamente localizados en el brazo largo del cromosoma 17
(bandas g21-23) a lo largo de un segmento de 260 kb (Curtis et al., 2014). En la GP llla residen
los polimorfismos correspondientes a los sistemas HPA-1 (residuo 33), HPA-4 (residuo 143),
HPA-6w (residuo 489), HPA-7w (residuo 407), HPA-8w (residuo 633), HPA-10w (residuo 62),
HPA-11w (residuo 633), HPA-14w (611 del), HPA-16w (residuo 140), HPA-17w (residuo 195),
HPA-19w (residuo 137) y HPA-21w (residuo 628). En la GPIIb se localizan los polimorfismos de
los sistemas HPA-3 (residuo 843), HPA-9w (residuo 837) y HPA-20w (residuo 1949) (Mufiiz et
al., 2012b).

A. HPA-1

El antigeno plaquetario humano HPA-1 es uno los polimorfismos mas estudiados y presenta dos

isoformas alélicas, a y b.

Los anticuerpos HPA-1a son los aloanticuerpos plaquetarios mas frecuentemente detectados en
la practica clinica, y son los causantes del 85% de los casos de trombocitopenia aloinmune del

feto y del neonato (TAIFN) confirmados seroldgicamente (Curtis et al., 2014).

La frecuencia del antigeno HPA-1b en comparacion a HPA-1a, es comunmente mas baja en
poblaciones caucasicas, y los individuos con el tipo de plaquetas HPA-1b/1b son aquellos que

pueden producir anticuerpos contra HPA-1a (Curtis et al., 2014). En el alelo HPA-1b, una citosina
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se sustituye por timidina en el exén 2, lo que se traduce fenotipicamente en la sustitucion de

prolina por leucina en la posicion 33 de la GPIllla madura (Bottiger et al., 2000).

3. Importancia clinica de los sistemas sanguineos Rh y HPA

| 3.1 Aloinmunizacién

En la respuesta inmunoldégica se puede generar aloanticuerpos o autoanticuerpos (Sapatnekar
et al., 2014). Los autoanticuerpos son aquellos que reaccionan contra los antigenos propios.
La mayoria de estos anticuerpos parecen ser inespecificos (Avent ef al, 2000). Los
aloanticuerpos, en cambio, se producen cuando una persona ha estado en expuesta, a través
de una transfusion de sangre o por un embarazo, principalmente a hematies, pero sin descartar
las plaquetas, de otra persona (Jungbauer et al., 2012). La incidencia de aloinmunizacién durante
el embarazo es aproximadamente del 0.24% (Heddle et al., 1993) mientras que en pacientes

pre-transfundidos puede llegar al 3-10% (Hendrickson et al., 2016).

Existen algunos factores descritos implicados en el desencadenamiento de esta respuesta
inmunoldgica, como son el numero de embarazos, el numero de transfusiones, el diagnostico
clinico, el tratamiento del paciente, los factores genéticos, o las diferencias poblacionales entre

donante y receptor (Villa et al. 2011).

La mayor parte de la informacién sobre la aloinmunizacién contra antigenos eritrocitarios
proviene del estudio de la enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN) y de individuos
politransfundidos. Los individuos pueden desarrollar anticuerpos unicos o multiples, y en ambos

casos, la especificidad para el sistema Rh es la mas frecuente (Alfonso Valdés et al., 2006).

En los pacientes politransfundidos aumenta el riesgo de aloinmunizacién segun aumenta el
numero de transfusiones, algo que se ha detectado entre el 1-9% de los individuos (Villa et al.
2011; Jungbauer et al., 2012). Otros pacientes, donde la tasa de aloinmunizacion es muy alta
(hasta un 40-50% de dichos pacientes seran aloinmunizados y formaran multiples
aloanticuerpos) son los individuos con anemia de células falciformes (Balbuena-Merle et al.,
2019). Otro ejemplo de estas tasas elevadas de aloinmunizacion, con frecuencia alrededor del
30%, son los pacientes con talasemia, enfermedad hereditaria donde se produce una ausencia
o reduccion de la expresion de las cadenas a o 3 globina (subunidad proteica de la hemoglobina)
dando lugar a las alfa o beta talasemia, respectivamente, (Jungbauer et al., 2012). Desde el
punto de vista molecular, las talasemias obedecen a mutaciones de genes de la globina que, de
alguna forma, alteran el mecanismo de sintesis. En la a-talasemia, tales mutaciones consisten
en delecciones de parte o todo un gen, y en otras, como en la B-talasemia, a sustituciones de un
nucleétido en los intrones (IVS), en la vecindad de éstos, en los exones, que alteran la
transcripcion o la maduracion del RNAm y dificultan o impiden la traduccién (Malcorra, 2001).
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En el caso de la aloinmunizacion plaquetaria los antigenos especificos plaquetarios desempefian
un papel crucial en la trombocitopenia fetal/neonatal aloinmune (TFNA), explicada en el apartado
3.3, asi como en la denominada "purpura postransfusional” (PPT) (Mufiz et al., 2012b). La PPT
es una complicacién muy rara en la que el recuento de plaquetas desciende rapidamente de 4 a
14 dias después de una transfusion de eritrocitos. Casi todos los pacientes son mujeres
multiparas que tipicamente recibieron transfusién de glébulos rojos durante un procedimiento
quirurgico. La etiologia exacta es incierta. Sin embargo, la hipétesis mas aceptada es que un
paciente que es negativo para el antigeno plaquetario humano 1a (HPA1a) desarrolla
aloanticuerpos debido a la exposicion al antigeno HPA1a del feto durante el embarazo (Vazquez
et al., 2002).

3.2 Sistema Rh: Enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN) o
eritroblastosis

A Descripcion

La enfermedad hemolitica del feto y el recién nacido (EHRN), también llamada "eritroblastosis
fetal", se caracteriza por presentar la mayor tasa de destruccion de glébulos rojos. Segun la
etiologia, la hemdlisis en recién nacidos puede ser mediada por inmunidad o por causas no
inmunes. La hemdlisis inmunomediada debido a la incompatibilidad del grupo sanguineo entre
la madre y el feto es la causa principal de EHRN (Das, 2019). Las causas no inmunes incluyen

a-talasemia, defectos en la membrana eritrocitaria o enzimaticos.

La eritroblastosis fetal por causas inmunes es un tipo de anemia hemolitica que se produce como
consecuencia de la incompatibilidad entre los antigenos eritrocitarios fetales y maternos. Los
hematies del feto son destruidos por el sistema reticulo-endotelial fetal después de producirse
una reaccion antigeno-anticuerpo (Rodriguez et al., 2004). El principal antigeno eritrocitario
responsable de esta aloinmunizacién (también denominada isoinmunizacion) es el antigeno D
del sistema sanguineo Rh (Borrell, 2014). Los anticuerpos de especificidad anti-Rh(D) se originan
como consecuencia de la destruccion de los hematies fetales inducida por la accion de
aloanticuerpos 1gG especificos derivados de la madre que atraviesan la placenta, y que
reaccionan con el antigeno de origen paterno presente sobre los hematies del feto y ausente de

los eritrocitos maternos (Kennedy, 2011).

Aunque existen mas de 60 antigenos eritrocitarios diferentes capaces de provocar una respuesta
inmune, la morbilidad significativa se asocia principalmente con el antigeno D del grupo Rh (Das,
2019). La prevalencia de anticuerpos de glébulos rojos que no sean anti-D con capacidad para
inducir EHRN es de aproximadamente 1 de cada 500 embarazos (Koelewijn et al., 2008). En

resumen, la EHRN se produce mayoritariamente en gestantes con fenotipo RhD negativo cuyo
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feto es RhD positivo (Borrell, 2014). A continuacion, describiremos el proceso de aloinmunizacion

durante el embarazo.

B. Aloinmunizacion durante el embarazo

En general la aloinmunizacién puede ser causada por embarazo, transfusiéon de sangre o
trasplante o injerto de tejido / 6rgano, debido a la diferencia genética entre los individuos
(Urbaniak, 2002). En estos casos, al exponerse el tejido/érgano a un antigeno eritrocitario

extrafio, se activa el sistema inmunitario, que esta mediado por linfocitos.

Cuando una embarazado Rh negativa se expone a un antigeno D se generan dos respuestas.
Una, la llamada respuesta primaria, donde los hematies fetales pasan a la madre durante el
embarazo (20-30%), pero sobre todo durante el parto (70-80%). La sensibilizaciéon materna se
produce con el paso transplacentario de aproximadamente 0,5-1,5 ml de sangre. Estos antigenos
desencadenaran la respuesta primaria, que se caracteriza por la formaciéon de una escasa
cantidad de anticuerpos IgM que no atraviesan la placenta por su elevado tamafio (Fernandez
et al., 2000; Lopez de Roux et al., 2000). Los IgM pueden aparecer tan tempranamente como a
las 4 semanas después del estimulo; aunque usualmente la respuesta oscila entre 8 y 9 semanas
(Lopez de Roux et al., 2000), como consecuencia, que se orgine la EHRN en la primera gestacion
(0,4-2% de todas las EHRN) es muy raro y, en cambio, es mas frecuente cuando la mujer esta

sensibilizada previamente por transfusiones (hasta el 33% de EHRN) (Fernandez et al., 2000).

Ocurrida la primaria, basta un pequefio estimulo del mismo antigeno, simplemente con 0,03 mL
de sangre D-positiva, ya se desencadena la respuesta secundaria. Esta respuesta produce la
formacion de anticuerpos IgG, que pasan faciimente la barrera placentaria y son los
responsables de la destruccion progresiva de los hematies fetales. La placenta es una barrera
natural presente entre la madre y el feto y sélo los anticuerpos IgG pueden atravesar la placenta.
Segun avanza el embarazo la concentracion media de anticuerpos IgG va aumentando en el
feto, teniendo a término, una concentracion mas alta que en la madre. Las subclases de IgG1y
IgG3 son mas eficientes en la hemdlisis que IgG2 e IgG4, aunque las cuatro clases se transfieren

eficientemente a través de la placenta (Sanz et al, 2006).

Estas IgG comienzan a producirse al de 48 horas y su punto maximo lo alcanzan a los 6 dias. La
destruccion de los hematies ocurre por dos mecanismos: 1.- activando el sistema del
complemento hasta la fase de lisis celular (hemodlisis intravascular) y 2.- a través de la unién del
anticuerpo anti-D a los receptores Fc de los macréfagos, produciéndose a nivel del bazo la lisis

de los eritrocitos (hemdlisis extravascular) (Fernandez et al., 2000; Lépez de Roux et al., 2000).

Esta respuesta secundaria es mas rapida, potente y especifica que la primaria (Brinc et al., 2009).
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C. Inmunoglobulina anti-D

La prevencion de la isoinmunizacién Rh disminuye la probabilidad de enfermedad hemolitica del
recién nacido (eritroblastosis fetal) en un embarazo futuro con un feto D positivo. Asi, el riesgo
de que una madre RhD negativa pueda ser aloinmunizada por un feto RhD positivo puede
reducirse del 16% a menos de 0.1% mediante la administracién apropiada de RhIG (Karanth et
al., 2013). The American College of Obstetricians and Gynecologists (ACOG) recomienda que,
independientemente del tipo de sangre fetal, todas las mujeres D negativas reciban RhIG
aproximadamente a las 28 semanas de gestacion, y nuevamente poco después del parto en el
caso de un bebe D positivo. El 92% de las mujeres que desarrollan anticuerpos anti-D durante
el embarazo lo hacen en ese tiempo o después de las 28 semanas de gestacion (Chilcott et al.,
2003).

La inmunoglobulina Rho (D) (RhIG) suprime la formacion de anticuerpos anti-D en mujeres D
negativas que han estado expuestas a sangre positiva como resultado de un embarazo u otras
afecciones obstétricas (aborto, amniocentesis, embarazo ectépico, etc), es decir, se evita la

isoinmunizacion Rh (Grifols, 2018).

3.3 Sistema HPA: Trombocitopenia fetal o neonatal aloinmune (TFNA)

'A.  Descripcién

La trombocitopenia fetal/neonatal aloinmune (TFNA) se produce como consecuencia de la
destruccion de las plaquetas fetales/neonatales inducida por un aloanticuerpo plaquetario
presente en el suero materno y dirigido contra un antigeno plaquetario especifico fetal heredado
del padre. Se estima que entre 1.000 y 2.000 recién nacidos pueden nacer con esta patologia y
actualmente se considera que la TFNA es la causa mas comun de trombocitopenia neonatal
grave (< 20.000 plaquetas) con una prevalencia aproximada de 1 entre 2.500 neonatos (Kaplan,
2007; Muniz et al., 2012b).

La TFNA es una complicacién homologable a la enfermedad hemolitica del recién nacido por
incompatibilidad Rh (D), pero a diferencia de aquélla, aproximadamente un 30%-50% de los
casos se producen con la primera gestacion (Mufiz et al., 2012b). En la poblacion embarazada
de origen europeo, el 2,1% es negativo para HPA-1a, de los cuales el 10% producira
aloanticuerpos contra HPA-1a (1 de cada 500 embarazos), lo que lleva a una trombocitopenia

severa en aproximadamente 1 de cada 1.500 embarazos (Winkelhorst et al., 2019).
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4. Métodos de identificaciobn del fenotipo sanguineo:
inmunohematologia

La inmunohematologia engloba estudios seroldgicos, genéticos, bioquimicos y moleculares de
antigenos asociados con estructuras de la membrana de las células de la sangre, asi como, las
propiedades y reacciones de todos los componentes sanguineos.

Esta area de conocimiento ha permitido el desarrollo de una medicina transfusional que incluye
no solo la transfusion de sangre, sus componentes y derivados, sino también, el estudio de la
patogénesis, diagnodstico, prevencion y manejo de la inmunizacion asociada a transfusiones,

embarazo y trasplante de 6rganos.

4.1Métodos serologicos

La serologia ha sido durante décadas la técnica empleada para la determinacion de los grupos
sanguineos eritrocitarios. Se basa en la capacidad antigénica de los grupos sanguineos

empleando anticuerpos que reconocen e identifican dichos grupos (Daniels, 2013b).
Los anticuerpos de los grupos sanguineos son de dos tipos:

Anticuerpos IgG: constituyen alrededor del 73% de las inmunoglobulinas totales. Por
su tamafio, atraviesan con facilidad la placenta, causando la enfermedad EHRN. Los
anticuerpos IgG no producen aglutinacion de los glébulos rojos antigénicos suspendidos

en solucion salina; solo los recubren y sensibilizan.

Anticuerpos IgM: constituyen alrededor del 8% de las inmunoglobulinas totales. Son
mucho mas grandes que los IgG, por lo que no pueden atravesar la placenta, de manera
que no provocan EHRN. Aglutinan con facilidad los globulos rojos suspendidos en
solucién salina y su vida media es de apenas 10 dias. Durante las reacciones antigeno-
anticuerpo, a menudo activa el complemento (conjunto de moléculas plasmaticas
implicadas en distintas cascadas bioquimicas para mejorar la respuesta inmune al
activarse como resultado de la interaccion antigeno-anticuerpo), causando, mas que

aglutinacion, la hemodlisis de los eritrocitos, (Garcia, 2009).

A. Hemaglutinacién

Es el método mas comun para conocer el fenotipo sanguineo. Los glébulos rojos del paciente se

testan con antisueros especificos para los antigenos de interés.
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Se produce la fijacién de los anticuerpos a los antigenos que estan en la membrana de los
eritrocitos, formando una red que mantiene unidas las células. Este proceso se divide en dos

etapas:

1.- Sensibilizacion: los anticuerpos se adhieren fisicamente al antigeno especifico de la

superficie de los glébulos rojos.

2.- Aglutinacion: los anticuerpos provocan aglutinacion fisica de las células. Esta etapa sélo se
desencadena modificando las condiciones de temperatura, pH, fuerza idnica, etc
(Garcia, 2009).

B. Prueba de antiglobulina o prueba de Coombs

Las IgG como ya se ha comentado sensibilizan los eritrocitos y no producen aglutinaciéon. En
1945, Coombs y colaboradores describieron una prueba para detectar estos anticuerpos no
aglutinantes (Coombs et al.,1945). Es la técnica mas utilizada en inmunohematologia. Este
analisis puede detectar la presencia de anticuerpos en suero que reaccionan con antigenos en
la superficie de los glébulos rojos. Los componentes principales del reactivo antiglobulina son los
anticuerpos anti-lgG y anti-C3 (C3d/C3dg); la actividad anti-IgA y anti-IgM no es imprescindible
pero deseable. La presencia de estos anticuerpos permite la deteccion de autoanticuerpos IgM
(no aglutinantes) e IgA en la prueba de antiglobulina directa (PAD) para el diagnostico de la
anemia hemolitica autoinmune (AHAI) que, en ocasiones, por las dificultades en su deteccion,
estan involucrados en la etiologia de la AHAI "Coombs negativa". La prueba de Coombs detecta,

como minimo, entre 200 y 500 moléculas de IgG por hematie (Bencomo-Hernandez et al., 2010).

Hay dos tipos distintos de la prueba de Coombs: el directo y el indirecto.

B.1) Prueba de antiglobulina directa

Se utiliza para demostrar el recubrimiento in vivo de eritrocitos con anticuerpos, principalmente
IgG o con el complemento (C3). Los eritrocitos obtenidos de una venopuncién, se lavan 3 veces
con solucién salina, a continuacion, se realiza una suspension en solucion salina al 2-5% con los
hematies lavados. Se mezclan dos gotas de la suspension y de los reactivos de antiglobulina
humana (AGH), se centrifugan e incuban. Los anticuerpos del reactivo se unen a IgG o al C3 si
estan en la superficie de los hematies produciendo la aglutinacion, indicativo de un resultado

positivo.

La prueba de antiglobulina directa se utiliza en la investigacion de enfermedad hemolitica del feto
y del recién nacido, anemia hemolitica autoinmune, hemdlisis inducida por drogas y en el estudio
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de las reacciones aloinmunes contra eritrocitos transfundidos recientemente (Garcia, 2009)

(Figura 5).

B.2) Prueba de antiglobulina indirecta

En este caso, tras incubar con eritrocitos el plasma (parte de la sangre que contiene el suero y
los factores de coagulacion) o suero (parte de la sangre sin factores de coagulacién y donde se
encuentran una gran concentracion de anticuerpos) se realiza un lavado para eliminar las
globulinas no unidas. La aglutinacion, que ocurre cuando se agrega AGH, indica que el
anticuerpo se ha unido a un antigeno especifico presente sobre el eritrocito. Esta prueba se
utiliza en la determinacién del fenotipo de hematies, en pruebas de compatibilidad cruzada, en
donde el suero y los antigenos eritrocitarios son desconocidos, en el screening de suero de

donantes y pacientes para anticuerpos, etc (Weisbach et al., 2006) (Figura 5).

Prueba de Coombs directa
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anticuerpos ligados a la de los d ti-h nos células, uniéndose a los anticuerpos en
(reactivo de Coombs). los glébulos rojos

glébulos rojos.

Prueba de Coombs indirecta
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Figura 5. Prueba de antiglobulina o Coombs. El Coombs directo se usa para determinar si hay anticuerpos
(IgG) o complemento (C3) unidos alamembrana de los eritrocitos. Los eritrocitos del paciente son incubados
con anticuerpos anti-lgG y anti-C3. Sihay presenciade IlgG o C3 enla membrana de los eritrocitos, se presenta
aglutinacion y la prueba es positiva. El Coombs indirecto se usa para detectar si hay anticuerpos IgG en el
suero del paciente contra los eritrocitos. El suero del paciente se incuba con el reactivo con eritrocitos.
Posteriormente se agrega el suero de Coombs (que contiene anticuerpos anti-lgG). Si hay autoanticuerpos o
aloanticuerpos contra los eritrocitos, se presenta aglutinacion y la prueba es positiva. Imagen tomada de
https://es.wikipedia.org/wiki/Prueba_de_Coombs.

31



Introduccion

C. Técnica adsorcion-eluciéon

Para casos serolégicos complejos se utilizan técnicas mas sensibles como las técnicas de
adsorcién-elucién basadas en la modificacion de los factores que determinan la reaccioén
antigeno — anticuerpo y en la caracteristica de reversibilidad de la misma. Estas técnicas juegan
un rol importante para identificar anticuerpos en muestras con resultado positivo en la prueba de
antiglobulina directa, para detectar antigenos expresados débilmente, para concentrar y purificar
anticuerpos, para la separacion anticuerpos en suero con presencia de multiples anticuerpos, etc
(Pajares-Zamudio, 2017).

En este caso, aunque un anticuerpo puede no causar aglutinacion directa, puede adsorberse
sobre hematies antigeno - positivos. En este sentido, su posterior recuperacion a partir de los
hematies recubiertos demuestran que se ha producido una interaccién antigeno-anticuerpo
(Peralta et al., 2015).

D. Prueba de adherencia de células rojas en fase sélida (Solid-phase
red blood cell adherence assay - SPRCA)

Los ensayos en fase solida se han desarrollado como alternativas a las pruebas de rutina
basadas en la hemaglutinacion. En la determinacion ABO y Rh en fase solida se emplean placas
cuyos pocillos han sido recubiertos previamente con el anticuerpo, a los que posteriormente se
adicionan los hematies. Si las células expresan el correspondiente antigeno, se adhieren a las
paredes del pocillo, si no ocurre reacciéon antigeno-anticuerpo, las células se van al fondo del

pocillo (prueba directa).

En el caso de pruebas indirectas se utilizan componentes de los eritrocitos, por ejemplo,
proteinas especificas de membrana que son fijadas a los pocillos de la microplaca.
Posteriormente, se adiciona el suero o plasma problema a los pocillos recubiertos con eritrocitos.
Una fase de lavado elimina las inmunoglobulinas no unidas, se afaden células sensibilizadas
con anti-lgG y se observa la reaccién. Al igual que en la prueba directa, se observa reaccion

positiva cuando los eritrocitos se adhieren a las paredes del pocillo (Sandler et al., 2000)

Esta técnica también se ha desarrollado para la deteccion de anticuerpos-antiplaquetarios. Las
membranas de las plaquetas son fijadas a la superficie de los pocillos. A continuacion, se procede
igual que antes, anadiendo el plasma o suero problema y la reaccion IgG ligada a los hematies
(Ouwehand et al., 2006).

E. Aglutinacién en microcolumnas de gel

La aglutinacion en microcolumnas de gel se fundamenta en la cromatografia por filtracion. En

este caso, los eritrocitos se hacen pasar a través de la columna mediante centrifugacion. El medio
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de la columna separa los eritrocitos aglutinados de los no aglutinados, de acuerdo al tamafio del

agregado

Como muestra la Figura 6, en la parte superior de la columna se depositan las gotas de sangre,
a continuacién, se centrifuga la tarjeta (Figura 7), que contiene las microcolumnas, y los
hematies sensibilizados reaccionan con el antisuero especifico. En un resultado positivo los
aglutinados, formados por la reaccion antigeno-anticuerpo, se observan a lo largo del gel o en la
parte superior, mientas que un resultado negativo, los hematies no sensibilizados van al fondo

de la microcolumna (Garcia, 2009).
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Figura 6. Esquema que muestra la reaccion de aglutinacién en las microcolumnas de gel. En la parte superior se
deposita las gotas de sangre, a continuacion, los hematies sensibilizados reaccionan con el antisuero especifico
durante la centrifugacion. El resultado positivo se observa los aglutinados a lo largo del gel o en la parte superior,
mientas que un resultado negativo los hematies no sensibilizados van al fondo del microtubo. Imagen tomada
de Miller A., Viano L. (2014). Microtécnica de aglutinacion en gel. Fundamentos y técnicas basicas. Montevideo-

Uruguay.

En la Figura 7 es un ejemplo de una tarjeta que detecta los antigenos mas relevantes del sistema
Rh (D, C, c, E, e). La reaccion de aglutinacion se ha originado que aquellas muestras en las que
estaba presente alguno de los antigenos. Los resultados positivos muestran aglutinados en la

parte superior del microtubo (resultados C, D, e) a diferencia de los resultados negativos c, E.
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Figura 7. Ejemplo de tarjeta con microcolumnas de gel. Con esta tarjeta se determinan los antigenos D, C, c E,
e. Resultados positivos la aglutinacion se forma en la parte de arriba del gel (ver resultado C, D, €) y los
resultados negativos en el fondo de la columna (ver resultados c, E). La columna ctl es el control propio del test.
Imagen tomada de Miller A., Viano L. (2014). Microtécnica de aglutinacion en gel. Fundamentos y técnicas
basicas. Montevideo-Uruguay.

F. Inmunofluorescencia

Las pruebas de inmunofluorescencia permiten la identificacion y localizacion de antigenos tanto
dentro como en la superficie de las células. La base de este proceso es la siguiente: es posible
unir un fluorocromo, como la fluoresceina o ficoeritrina, a una molécula de anticuerpo sin alterar
su especificidad o su capacidad para unirse al antigeno. Asi, la union del anticuerpo marcado
con fluoresceina al antigeno de la célula, hace que la célula cubierta con el anticuerpo unido
aparezca de un color (verde, amarillo brillante o rojo) dependiente del fluorocromo. Los
anticuerpos fluorescentes pueden ser usados en procedimientos directos o indirectos, siendo la
fluorescencia analoga a la aglutinacién como punto final. En las pruebas directas, el anticuerpo
marcado con fluoresceina es especifico para el antigeno de interés. En la prueba indirecta, se
adiciona antiglobulina marcada con fluoresceina a las células que han sido incubadas con un

anticuerpo no marcado de especificidad conocida (Garcia, 2009).

Las técnicas de inmunofluorescencia también son usadas para las plaquetas, en cuyo caso se
denomina 'Prueba de inmunofluorescencia para plaquetas' (PIFT). Esta técnica evidencia la
presencia de los aloanticuerpos del suero problema fijados en la membrana de las plaquetas

control mediante una antiglobulina humana fluorescente (Davoren, et al. 2004).

G. Citometria de flujo

El fundamento de la citometria de flujo consiste en hacer pasar las células alineadas y de manera

individual por delante de un laser y medir la luz emitida por cada una de las células a medida que
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lo atraviesan. De esta forma, el sistema mide, por un lado, el grado de dispersion de luz (indicador
del tamafio, forma y estructura de la particula) y, por otro lado, si las particulas han sido tefiidas
con una o mas moléculas fluorescentes, el laser excita estas moléculas proporcionando una
informacion bioldgica adicional relacionada con cada particula individual, como la actividad
metabdlica, el contenido en ADN o la presencia de determinados marcadores intracelulares o de
superficie. De forma precisa el sistema 6ptico y electrénico recogen tanto la luz dispersada como
la fluorescencia emitida por cada particula para luego convertirla en una sefial digital que puede
ser interpretada por el ordenador para su analisis (Juan et al., 2014). Asi, el objetivo del analisis
por inmunofluorescencia en citometria de flujo es asignar a cada célula a un grupo especifico de
células que compartan propiedades comunes. El primer paso es identificar las células de interés
y distinguirlas de los otros tipos celulares; a continuacion, se puede usar la inmunofluorescencia
para determinar la proporcién o el nimero de células que poseen un determinado marcador. Se
puede conocer aspectos fisicos de la célula (tamafio y complejidad) y determinar la presencia o
ausencia de determinados antigenos (habitualmente entre 3 y 4) en los diferentes
compartimentos celulares (superficie celular, citoplasma, mitocondria y nucleo) lo que contribuye

a aumentar, tanto la especificidad como la sensibilidad de la prueba (Ramirez et al.,2004).

Asimismo, los anticuerpos inmunofluorescentes se han usado en citometria de flujo para
cuantificar la hemorragia feto-materna, para identificar las células transfundidas y medir su vida
media en los receptores, para medir niveles bajos de IgG unida a las células, asi como para

distinguir la expresién homocigota de la heterocigota de los antigenos de los grupos sanguineos.

'H.  ELISA

Asimismo, en los bancos de sangre se usan también las pruebas de inmunoabsorcién ligado a
enzimas, conocidas como ELISA por sus siglas en inglés (Enzyme-Linked Immuno Sorbent

Assays) para identificar antigenos o anticuerpos.

El ELISA es una técnica en la que el antigeno inmovilizado se detecta mediante un anticuerpo
enlazado a una enzima capaz de generar una reaccion cuyo producto, por ejemplo, un colorante,
puede ser medido espectrofotométricamente (Garcia, 2009). El anticuerpo conjugado a la
enzima, que suele ser una fosfatasa alcalina o una peroxidasa, se emplea en los ensayos tipo
sandwich, directos o indirectos, etc. Esta enzima no interfiere ni en la especificidad del anticuerpo
ni en la actividad enzimatica. Dicha union anticuerpo-enzima o antigeno-enzima ha de producirse
durante un determinado periodo de tiempo para que se produzca la solucién coloreada que es

cuantificada mediante un espectrofotémetro.

Esta prueba se ha usado para detectar y medir IgG unida a las células y asi demostrar

hemorragia feto-materna. Cuando se examinan eritrocitos, la prueba se denomina prueba de
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antiglobulina ligada a enzima o ELAT (en inglés, Enzyme-Linked Antiglobulina Test). Esta técnica

también se utiliza para identificar los anticuerpos plaquetarios.

l. MAIEA (Monoclonal antibody-specific immobilization of erytrocyte
antigens) y MAIPA (Monoclonal Antibody Immobilization Platelet
Antigens)

MAIEA es un inmunoensayo disefiado principalmente para localizar antigenos de grupos
sanguineos de proteinas especificas de membrana de glébulos rojos. El ensayo implica la
incubacién de glébulos rojos con dos anticuerpos, uno humano y otro no humano, generalmente
un anticuerpo monoclonal de roedor, pero también es posible utilizar anticuerpos policlonales de
origen de conejo, que reacciona con una porcion diferente de la misma membrana proteica. Se
obtiene un resultado negativo cuando los anticuerpos usados se unen a diferentes componentes
de la membrana, por lo que no se forma complejo trimolecular. También se obtiene un resultado
negativo cuando el anticuerpo monoclonal y el anticuerpo humano compiten por el mismo
epitopo. Para un resultado positivo, ambos anticuerpos deben unirse a la misma proteina de
membrana (Petty et al., 1997).

En el caso de las plaquetas la técnica se denomina MAIPA. Es una técnica muy sensible ya que
se puede definir simultaneamente la especificidad del anticuerpo detectado y la glicoproteina en
la cual se localiza el antigeno, asi como, determinar si las inmunoglobulinas estan dirigidas contra

antigenos HLA u otros especificos de plaquetas (Li et al., 2018)
4.1.1 Limitaciones de los métodos serolégicos

A pesar de que las técnicas serolégicas son sencillas, robustas y eficaces, presentan, como
cualquier otra técnica, algunas desventajas, que describimos a continuacion. Limitaciones que
se pueden solventar mediante el uso de técnicas moleculares como con el uso del test

desarrollado en este proyecto.

Asi, por un lado, los reactivos y métodos utilizados estan disefiados para detectar la mayor
cantidad de anticuerpos clinicamente significativos, pero no para los que no lo son. Es decir, la
posible presencia de anticuerpos dirigidos contra los antigenos de baja frecuencia, que pueden

no estar presentes en las células que conforman el panel.

Por otro lado, la sensibilidad de los anticuerpos, es decir, cuando el titulo de anticuerpos se
encuentre por debajo del limite inferior de sensibilidad de la prueba, aunque esté presente en el

suero no podra ser detectado (Bastos, 2012).

Y, ademas, existen varios factores que pueden influir en la sensibilidad del método, ya que

diversas variables determinan la velocidad y el grado de adsorcién de anticuerpos:
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Proporcién suero-células:

Los resultados falsos negativos de las pruebas de deteccion pueden deberse a un desequilibrio
en la relacion suero-glébulos. Si hay un exceso de anticuerpos en el sistema se puede producir
un falso negativo por efecto de prozona (es decir, hay una concentracion elevada de anticuerpos
en relacién con el antigeno disponible, lo que origina ausencia de aglutinacién o se produce
reacciones falsas negativas de aglutinacion a concentraciones elevadas de anticuerpo como
resultante de la mala formacién de estructuras de enrejado molecular y por el bloqueo estérico
por el exceso de anticuerpo) y si el antigeno se encuentra en exceso, el falso negativo puede ser
debido al efecto postzona (es decir, el antigeno esta en exceso y se saturan los sitios de unién

del anticuerpo con antigeno, de manera que no se origina la reaccion de aglutinacion).

La cantidad de anticuerpos adsorbidos por el glébulo rojo (GR) alcanza el maximo cuando la
relacion suero: GR es de aproximadamente 1000:1, aunque en condiciones normales la relacion
es mucho menor. Una relacién de dos gotas de suero por una gota de suspension globular
normalmente asegura el equilibrio adecuado entre el antigeno y el anticuerpo para permitir la
sensibilizacion de los globulos rojos y su posterior aglutinacion. Esta proporcion suero: GR varia
entre 19:1 a 70:1.

En ocasiones, cuando un anticuerpo es débil, la cantidad de suero en el sistema de prueba se
puede incrementar, lo cual proporciona mas anticuerpos para reaccionar con los antigenos
disponibles 130:1. Esto no debe hacerse cuando se utilizan medios potenciadores en la prueba
(Bastos, 2012).

Temperatura:

La temperatura 6ptima en la que un anticuerpo reacciona puede ser una herramienta para la
deteccion e identificacion. Las pruebas cruzadas de compatibilidad pretransfusionales buscan

anticuerpos clinicamente significativos, que generalmente reaccionan a 37 °C (Bastos, 2012).

Tiempo de incubacion:

Las reacciones antigeno-anticuerpo se encuentran en un equilibrio dinamico que se alcanza en
un tiempo determinado que depende de la concentracion de antigeno y anticuerpo, del tipo de
inmunoglobulina y de la configuraciéon antigénica y del fragmento de union a antigeno Fab por

sus siglas en inglés) que es la regién en un anticuerpo se une a los antigenos.

Si el tiempo de contacto es demasiado corto, no habra suficiente cantidad de células
sensibilizadas. Si, por el contrario, los tiempos de incubacion se alargan demasiado, el anticuerpo

unido puede comenzar a disociarse de la célula.
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De acuerdo con el trabajo publicado por Hughes-Jones en 1962, la absorcién maxima de
anticuerpos se logra después de cuatro horas; el 40% de esta cantidad, después de 15 minutos;
el 87%, después de una hora y el 99% después de dos horas.

El tiempo de incubacion dependera del medio en el cual se realiza la prueba. Si se hace en medio
salino, es necesario incubar el sistema durante 30 a 60 minutos; en cambio, si se utilizan medios
potenciadores, como por ejemplo LISS (solucién de baja fuerza iénica), el tiempo de incubacién

sera de tan solo 10 minutos (Bastos, 2012).

pH:

La mayoria de los anticuerpos reaccionan mejor a un pH neutro entre 6,8 y 7,2. Sin embargo,
algunos anticuerpos muestran una mejor reactividad a un pH de 6.5 lo que permite distinguir

unos anticuerpos de otros (Bastos, 2012).

Otra limitacion es la posible carencia de anticuerpos lo suficientemente especificos o sensibles
para la deteccion de las diferentes variantes de los multiples antigenos sanguineos clinicamente
significativos. En estos casos la serologia da lugar a un falso negativo, ya que el antigeno, no
detectado, si esta presente sin embargo en la superficie de los eritrocitos, lo cual podria generar
una reaccion inmunoldgica en un paciente al que se le ha transfundido con dicha sangre (Daniels,
2013b).

Finalmente, puede resultar también limitante la falta de precision a la hora del tipaje sanguineo
en pacientes a los que recientemente se les ha transfundido sangre donde coexisten glébulos
rojos del paciente y del donante. O en pacientes con anemia hemolitica autoinmune, donde la
presencia de inmunoglobulina G (IgG) unida invalida el fenotipo de los glébulos rojos por la
prueba indirecta de antiglobulina. Las técnicas de eliminacién de IgG no siempre son efectivas y
pueden destruir el antigeno de interés. (Jungbauer et al., 2012; Casas et al., 2015).

4.2 Métodos moleculares

El rapido progreso en el conocimiento de la base genética de los polimorfismos de los antigenos
de plaquetarios y eritrocitarios junto con el desarrollo comercial de la tecnologia basada en la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), ha hecho posible la deteccion de los diversos
antigenos de los grupos sanguineos (Westhoff, 2006) mediante técnicas basadas en ADN. Estas
técnicas moleculares se han usado convenientemente como pruebas suplementarias a las

técnicas seroldgicas actuales (Reid, 2003).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), técnica descrita por primera vez en 1985 por

Kary Mullis, consiste en alternar unos ciclos de altas y bajas temperaturas para obtener multiples
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copias de las regiones especificas de ADN, lo cual permite demostrar la presencia o ausencia

de alelos de interés (genotipado) de manera sencilla.

La PCR basica consta, en el caso de que se utilice una polimerasa hot-start, como ha sido en
nuestro proyecto, de un primer paso de calentamiento hasta 94-95°C durante 5-10 minutos en el
que se activa la ADN polimerasa, necesaria para replicar las hebras de ADN. Posteriormente se
realizan tres pasos: 1. Desnaturalizacién de las hebras de ADN, mediante calentamiento a ~95°C
durante 30"-1'; 2. Unién del cebador o primer a la hebra de ADN mediante enfriamiento hasta la
denominada Tm o temperatura de anillamiento del primer, a la cual se mantiene la reaccién
durante unos 10-30"; y 3. Extensién de la cadena de sintesis, a unos 70-72°C durante un tiempo
que depende de la longitud del fragmento a amplificar, a un ratio de 1kb/30"-1' que se repiten

entre ~25-40 veces dependiendo de la cantidad de producto amplificado deseado (Figura 8).

Finalizado todos los ciclos se producen dos ultimos pasos, uno de extension de la cadena a la
temperatura 6ptima de la ADN polimerasa, normalmente 72°C durante 5-10" y un enfriamiento

final de la muestra para su correcta conservacion (4-10°C) hasta la recogida de las reacciones.
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Figura 8. Dibujo esquematico en el que se muestran los pasos que se dan en una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) para amplificar un fragmento de ADN. Imagen tomada de
https://es.wikipedia.org/wiki/Reaccion_en_cadena_de_la_polimerasa.

Mediante secuenciacion de ADN, se ha observado que la gran mayoria de los antigenos de los
grupos sanguineos genéticamente definidos son la consecuencia de un polimorfismo de un solo
nucleotido (SNP) (Reid, 2003). Estos SNPs pueden estar presentes en la region codificadora del
gen, es decir, la que se traduce directamente para dar origen a la proteina, o en la regién
reguladora que se encarga de su expresion (Pajares-Zamudio, 2017). Asi, se han determinado
las bases moleculares para todos los polimorfismos de los grupos sanguineos clinicamente
importantes, ademas de las variantes raras (Daniels, 2011).

El conocimiento conjunto del fundamento de la PCR y de los polimorfismos de los grupos
sanguineos ha conllevado a la descripcion de una multitud de ensayos basados en la deteccion

de SNPs especificos de los grupos sanguineos. Estos ensayos incluyen PCR-RFLP (PCR
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seguida de digestion de los productos mediante las enzimas de restriccion especificas), PCR
especifica de alelo, PCR cuantitativa en tiempo real, tecnologia de genotipado de alto
rendimiento como microarrays (chips) (Westhoff, 2006) o como la tecnologia Luminex® xMAP™
utilizada para desarrollar el test ID RHD XT desarrollado en este proyecto asi como tecnologias
de secuenciacion de nueva generacion (Next-Generation Sequencing-NGS) utilizadas por

ejemplo mediante la plataforma MiSeq de lllumina (Giollo M., 2015; Tilley L, 2014).

Los métodos de genotipado de grupos sanguineos basados en ADN estan disponibles desde
hace mas de 10 afios, estan considerados como parte importante de la inmunogenética y son
aplicables para el diagnostico clinico en las areas de hematopatologia, servicio transfusional,
genética, etc. Su implementacion varia considerablemente entre los diferentes sistemas de
salud, especialmente entre América del Norte y Europa (Flegel, 2007). A continuacion,
describiremos mas en detalle dos de ellos, la tecnologia Luminex XMAP (utilizada en este
proyecto para desarrollar el test ID RHD XT) y la técnica basada en Next-Generation Sequencing
(NGS) (mediante MiSeq de lllumina).

A. Tecnologia Luminex XMAP

La tecnologia Luminex® xMAP™ (MAP Multi-Analyte Profiling) es una plataforma creada a
finales de la década de 1990. El principio de la tecnologia xMAP se basa en el concepto de una
matriz liquida (en suspension), en contraste con la tecnologia convencional de microarrays donde
la identidad del analito se caracteriza por su posicion en el portaobjetos de vidrio (Reslova et al.,
2017).

Esta matriz en suspension esta formada por un conjunto de microesferas o beads tefiidas
internamente con dos fluoréforos espectralmente diferentes (i.e. rojo e infrarrojo). Las diferentes
concentraciones de los colorantes internos permiten producir una matriz de 100 microesferas
espectralmente distintas. La integracién de un tercer tinte interno ha permitido la expansion de

conjuntos de microesferas de hasta un numero de 500 (Dunbar et al., 2010).

La superficie de cada conjunto de microesferas permite un acoplamiento quimico simple de
varios reactivos especificos para un bioensayo particular, tales como ensayos de acido nucleico,
inmunoensayos, ensayos de enzimas o ensayos de receptor-ligando. En este sentido, un
indicador fluorescente adicional (por ejemplo, estreptavidina-ficoeritrina (SAPE), Alexa 532, Cy3)
acoplado a una molécula objetivo, permitirasu deteccion después de una captura especifica en
la superficie de la microesfera. Existen diferentes tipos de microesferas disponibles

comercialmente (Tabla 4), y su seleccion generalmente esta determinada por el tipo de
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instrumentacion utilizada para la deteccion y el analito particular de interés (Dunbar et al., 2012;
Houser, 2012).
Tabla 4. Tipos de microesferas comerciales. La tabla muestra el tipo de microesfera, sus caracteristicas (tamaiio,

estructura, numero de microesferas disponibles en cada tipo) y el instrumento que es necesario para su
deteccion, asi como para que tipo de tipo de analito se usa (acidos nucleicos o proteinas).

Tipo de microsfera Tamarfio (pm) Estructura Sets disponibles Instrumento Analito
MicroPlex® 5.6 No magneticas 100 Basado en c.ltometla Todos
de flujo
MagPlex® 6.5 Magneticas 500 All xMAP Todos
MagPlex-TAG™ 6.5 Magneticas 150 All xMAP Acidos nucleicos
LumAvidin 5.6 No magneticas 100 Basado en c'ltometla Proteinas
de flujo
. Basado en citometia .
SeroMAP™ 5.6 No magneticas 100 . Proteinas
de flujo

En nuestro caso, las microesferas son de poliestireno de 5.6 pm de diametro y su superficie esta
cubierta por aproximadamente 108 grupos carboxilo (COOH) para el acoplamiento quimico de
reactivos especificos para un bioensayo particular, tales como ensayos de acido nucleico,

inmunoensayos, ensayos de enzimas o ensayos de receptor-ligando (Reslova et al., 2017).

Asi, la superficie de cada microesfera permite un acoplamiento quimico de reactivos especificos
para un bioensayo particular, tales como ensayos de acido nucleico, inmunoensayos, ensayos

de enzimas o ensayos de receptor-ligando

Las caracteristicas espectrales unicas de cada bead dentro del conjunto que llamamos “bead
region” permite que cada tipo de bead sea diferenciado especificamente de todos los demas en

un ensayo multiplex (Angeloni et al., 2018) (Figura 9).
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Figura 9. La tecnologia xMAP basada en microesferas teiiidas internamente. Se usan diferentes concentraciones
de fluoréforos rojos e infrarrojos para crear 100 conjuntos de microesferas distintas. Cada conjunto puede
conjugarse con una molécula objetivo especifica (lineas amarilla y naranja = acido nucleico; punto verde =
indicador fluorescente). Imagen tomada de Reslova N; Michna V; Kasny M; Mikel P; Kralik P. (2017). xMAP
Technology: Applications in Detection of Pathogens. Front Microbiol. 8: 55.
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En nuestro caso, los productos de PCR, previamente amplificados mediante PCR con dCTP-
biotina, se hibridaron con sondas de oligonucleétidos complementarias previamente unidas a las
microesferas (beads) de color, codificadas segun la tecnologia xMAP de Luminex (Figura 10).

Homozygous AA

A a

Figura 10. Esquema del ensayo Luminex mediante PCR amplificada previamente con dCTP-biotina. Cada beads
(A 'y a) tiene una secuencia de captura unica (sonda) especifica para la secuencia marcada (ADN amplificado con
biotina). Si se une la secuencia marcada a la secuencia de captura Unica (sonda) se genera una seifal de
fluorescencia (Bead A) sino se se unen genera una minima senal de fluorescencia llama background (Bead a).
Imagen tomada de Angeloni S., Cordes R., Dunbar S., Garcia C., Gibson G., Martin C., Stone V. (2018). xMAP®
Cookbook. A collection of methods and protocols for developing multiplex assays with xMAP Technology.
Luminex. 4rd Edition.

Asimismo, se utiliza un marcador fluorescente adicional SAPE acoplado al dCTP-biotina, ya que
la estreptavidina tiene una afinidad de unién extremadamente alta con la biotina, lo que permite

su deteccidén, después de una captura especifica en la superficie de la microesfera.

El analisis de las microesferas se realiza por dos laseres. El laser / LED de clasificacion roja (635
nm) excita los tintes fluorescentes internos de las microesferas, identificando asi un conjunto de
microesferas especifico de acuerdo con su firma espectral. Si el analito de interés esta presente,
el laser / LED indicador verde (525-532 nm) reconoce el indicador fluorescente unido al analito

capturado en la superficie de la microesfera (Reslova et al., 2017) (Figura 11).
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Luminex® 100/200™ system
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Figura 11. Diagrama que muestra el equipo Luminex formado por el laser rojo (635nm) que excita las
microesferas y determinada cual es cada una de los 100 tipos distintos existente y el laser verde (525-532 nm)
que reconoce molécula fluorescente unida al analito capturado en la superficie de la microesfera. Imagen tomada
de https://www.luminexcorp.com.

Los datos obtenidos con la tecnologia son semicuantitativos ya que se realiza previamente una
amplificacion mediante PCR de los fragmentos de ADN de interés vy, por tanto, no se conoce
exactamente el numero de moléculas presentes en la muestra original, sino que tan solo se

puede hacer una estimacion.

Las técnicas de deteccion multiplex de alto rendimiento como xMAP, estan disefiadas para ser
pruebas rapidas, sensibles y especificas de grandes cantidades de analitos (ensayos de acido
nucleico, inmunoensayos, ensayos de enzimas o ligandos de receptores) en una sola muestra

bioldgica lo que permite el analisis en poco tiempo de un gran numero de muestras.

Por otro lado, también existen métodos clésicos de deteccidén de reaccion unica basados en la
determinacion de acidos nucleicos como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), la PCR
cuantitativa en tiempo real (qQPCR) o la PCR transcripcion inversa (RT-PCR) y los basados en
anticuerpos como los ELISA que son considerados el “gold estandar” en muchos laboratorios. A
pesar de la implementaciéon de estos métodos para el diagnéstico molecular de rutina, su
capacidad para detectar simultdneamente multiples analitos en una sola reaccién es limitada y

esta limitacion aun no se ha superado (Reslova et al., 2017).

La creciente cantidad de datos de secuencia protedmica, transcriptémica y genémica de un gran
numero de organismos accesibles en bases de datos representa una oportunidad excepcional

para el desarrollo de nuevas tecnologias de deteccion multiplex.
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En este contexto, la tecnologia xXMAP representa una plataforma que puede beneficiarse de

todos los avances en la investigacion de ADN (Angeloni et al., 2018).

Aunque la PCR permite la amplificacion multiple de varios objetivos en una sola ejecucion, xMAP
como metodologia representa un avance significativo, y fue disefiado con el objetivo de crear
una plataforma de bioensayo de alto rendimiento, que permita un analisis rapido, rentable y

simultaneo de multiples analitos dentro de una sola muestra biolégica.

Asi, como plataforma de arquitectura abierta, el sistema xMAP ofrece muchos beneficios para el
usuario final lo que permite su implementacién en laboratorios farmacéuticos, clinicos y de

investigacion (Dunbar et al., 2010).

B. Next-Generation Sequencing (NGS). MiSeq de lllumina

Las plataformas de genotipado de ADN interrogan solo un numero limitado de SNPs.
Actualmente no es posible un analisis de todos los grupos sanguineos de interés en un solo
ensayo (es decir, hay 360 antigenos eritrociticos definidos y 33 antigenos plaquetarios
codificados por cambios genéticos en 45 genes eritrocitarios y 6 plaquetarios). Se han
identificado mas de 2,000 alelos asociados con diferencias en el fenotipo de globulos rojos o con

la produccion de anticuerpos.

Una forma posible de determinar todos los antigenos eritrocitarios y plaquetarios de interés es a
partir del uso de la secuenciacién de alto rendimiento en las que se engloban las técnicas de
secuenciacion masiva o NGS (por sus siglas en ingles: Next Generation Sequencing) (Westhoff,
2019). Una de estas plataformas NGS conveniente es la plataforma MiSeq de lllumina, la cual
esta basada en la secuenciacion por sintesis (Sequencing By Synthesis, SBS), la cual utiliza la
amplificacion clonal in vitro por medio de un PCR en puente (los fragmentos se amplifican a partir
de unos cebadores unidos a una superficie solida). En este caso, la biblioteca de secuenciacion
se prepara por fragmentacion aleatoria de la muestra de ADN, y adicion de adaptadores en los
extremos 5’y 3°, para permitir que sus cadenas desnaturalizadas puedan unirse a una superficie

solida denominada flow cell (Figura 12).

Cada fragmento se amplifica por medio de una amplificacion en puente generando clusters de
cadenas del mismo fragmento, con el fin de amplificar la sefial generada por los nucleétidos
fluorescentes incorporados a la cadena, en sintesis. Una vez realizada la amplificacion, se
procede a la secuenciacion por sintesis, como es llamada la metodologia de secuenciacién de
la plataforma lllumina. Esta metodologia utiliza nucleétidos modificados con un fluoréforo
reversible en el extremo 3°-OH que hace que estén quimicamente bloqueados, impidiendo que
otro nucledtido se afiada a la nueva cadena hasta que ese fluoréforo no sea eliminado (Mardis,

2008). Asi, al final de cada ciclo, se capta una imagen en la que se identifica el nucleétido afiadido
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y sus coordenadas en el flow cell, y se elimina el resto de fluoréforos y los bloqueantes se
escinden lo que permite incorporar otra base y continuar la sintesis de la hebra de ADN vy, por
consiguiente, la secuenciacion. Como cada base contiene un fluoréforo diferente, es posible
"leer" la secuencia de acido nucleico tras el andlisis, mediante un software especializado, de la
coleccién de imagenes obtenidas consecutivamente a medida que avanza la secuenciacion
(Mardis, 2008).

1. PREPARE GENOMIC DNA SAMPLE 2. ATTACH DNA TO SURFACE 3. BRIDGE AMPLIFICATION

P
o
< ®
Randomily fragment genomic DNA Bind single-stranded fragments randomly to Add uniabeled nudeotides and enzyme to
and kgate adapters to both ends of the the inside surface of the flow cell channels. initiate solid-phase bridge amplification
fagments.
4. FRAGMENTS BECOME DOUBLE 5. DENATURE THE DOUBLE-STRANDED 6. COMPLETE AMPLIRCATION
STRANDED MOLECULES

o i i e
| L LRl |
I.”/ |“:1 1 W) Il : I /

The erzyme incorporates nudeotides to Denaturation leaves single-stranded Several mikon dense dusters of double-
bulld double-stranded bridges on the solid templates anchored to the substrate. stranded DNA are generated in each channel
phase substrate. of the flow cell.

Figura 12. Secuenciacion por sintesis lllumina. 1) Preparacion de la libreria 2) Amplificacion del ADN y union de
los adaptadores a los extremos. 3) Generaciéon de clusteres mediante PCR en puente. 4) Clusters en cadena
doble. 5) Desnaturalizacion cadena doble para eliminar las cadenas reversas. 6) Completada la amplificacién con
millones de clusters en cada canal de la flow cell. Imagen tomada de
https://www.researchgate.net/figure/lllumina-sequencing-technology-overview-
wwwilluminacom_fig6_328743565
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Las principales desventajas en cuanto a utilizar la plataforma NGS en la rutina clinica son varias:
su elevado coste, el tiempo en obtener un resultado que puede tardar hasta varios dias, tiempo
de espera inviable en la préactica clinica de un banco de sangre, asi como el volumen de datos
generados y el manejo de los mismos. Estas desventajas se pueden compensar con
herramientas de genotipado alternativas como el test de genotipado desarrollado en este

proyecto.

4.3 Aplicaciones de los métodos moleculares en medicina transfusional

Las pruebas de aglutinacion han sido el estandar de oro para la identificacion de antigenos de
grupos sanguineos durante mas de 100 afios, pero existen algunas limitaciones (Westhoff, 2006)
superadas con el uso de los métodos moleculares. Asi las aplicaciones actuales de estos

métodos incluyen:

Pacientes politransfundidos

En pacientes que reciben transfusiones crénicas o masivas, la presencia de glébulos rojos de los
donantes en la sangre periférica a menudo hace que el fenotipo de los glébulos rojos por técnicas

de aglutinacion sea inexacto (Reid et al., 2000).

Cigosidad RhD

Las pruebas serolégicas para la expresion de D, C/c, y E/e solo pueden predecir la probabilidad
de que una muestra sea homocigética (D / D) o heterocigética (D /-) para RhD a diferencia del
genotipado molecular que permite determinar la cigosidad mediante el analisis de la presencia
de un alelo D-negativo recesivo. Como se ha comentado, varios eventos genéticos diferentes
causan un fenotipo D-negativo (RHD deletion, RHD*y y el gen hibrido D-negativo RHD-CE-D,
estos dos ultimos frecuentes en los grupos étnicos africanos subsaharianos (Singleton et al.,
2000; Rodrigues et al., 2002), por lo que, en la practica prenatal, la prueba de cigosidad RhD

paterna es importante para predecir el estado fetal D cuando la madre tiene anti-D.

Distincion entre “Weak D” y “Partial D”

Como hemos comentado anteriormente, los fenotipos Weak D presentan cambios de
aminoacidos individuales que afectan la cantidad de proteina en la membrana, o que resulta en
un numero reducido de sitios de antigeno D en los glébulos rojos. Los fenotipos Partial D
presentan cambios de aminoacidos que alteran los epitopos D, o0 a menudo son proteinas

hibridas con porciones de RhD unidas a porciones de RhCE (Flegel 2011; Daniels, 2013b).

En este sentido, la distincion entre fenotipos Weak D y Partial D es de importancia clinica, sobre

todo de este ultimo, ya que existe el riesgo de desarrollar aloinmunizacién anti-D. Los reactivos
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de tipificacion serolégica de rutina no pueden distinguir entre estos tipos de glébulos rojos, sin
embargo, las estrategias de genotipado que muestran multiples regiones de RHD si pueden
discriminar entre estos fenotipos (Westhoff, 2006).

Confirmacién de donantes RhD

Aproximadamente 0.1% de los eritrocitos de los donantes se asocia con una expresion RhD muy
débil causante de aloinmunizacion y no detectada por lo anticuerpos disponibles por lo que es
esencial que los centros donantes realicen una prueba de expresion débil de RhD para evitar
etiquetar incorrectamente una sangre como RhD-.

Y, por todo ello, este proyecto consiste en el desarrollo de una herramienta de genotipado, 1D
RHD XT disefiada en la tecnologia X-MAP de Luminex® 200™, cuya tecnologia base esta
consolidada desde afios. Las principales ventajas en la eleccion de esta tecnologia han sido: su
alto rendimiento, su capacidad de analisis multiple manera simultanea y, sobre todo, en el campo
de la medicina transfusional, la rapidez de obtener los resultados en unas pocas horas, desde la
recepcion de la muestra problema hasta su solucion. Ademas, este test va a formar parte de una
familia de ensayos desarrollados previamente que identifican antigenos eritrocitarios y
plaquetarios clinicamente mas relevantes y, por lo tanto, con este nuevo ensayo se completa un
portfolio existente y demandado por los usuarios. El test de diagnéstico desarrollado presenta

una serie de aplicaciones clinicas que se pueden resumir en:

e La evaluacion de un potencial de la aloinmunizacién anti-D en mujeres embarazadas
para evitar la profilaxis con RhlG en mujeres embarazadas.

e Ahorro de unidades de sangre D en mujeres menores de 50 afios y multitransfusion
pacientes.

e La confirmacion de las variantes D en pacientes y mujeres embarazadas.

¢ Confirmacion de donantes D negativos en mezclas de muestras de donantes (screening
de donantes) mediante screening de posibles variantes genéticas asociadas a presencia
débil de antigeno D.
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La serologia es una técnica empleada para la determinacién de los grupos sanguineos, cuyo
fundamento se basa en la capacidad antigénica de los mismos. Sin embargo, no es siempre
posible disponer de anticuerpos lo suficientemente especificos y/o sensibles para la deteccion
de las diferentes variantes de los mlltiples antigenos sanguineos existentes. Por ello, en
ocasiones la serologia puede dar lugar a falsos negativos si no es capaz de detectar la presencia
de antigenos. Un falso negativo puede dar lugar a una reaccién inmunolégica si una sangre de
este tipo entra en contacto con la de un paciente que realmente si carece de tal antigeno. Este
hecho es especialmente relevante en los denominados antigenos nulos o débiles (weak), en los
que el antigeno que define el grupo sanguineo o no se expresa, o no lo hace con suficiente nivel
0 bien carece de algunas regiones que son precisamente las que son reconocidas por los
anticuerpos usados en la deteccidon serolégica. Un ejemplo son las variantes weak D, que
determinan el fenotipo weak D que es el mas comun de todos los fenotipos asociados al sistema
RH en la poblaciéon de origen europeo, con una frecuencia de entre el 0.2 y el 1% de toda la
poblacién (Wagner et al., 2009) cuya expresion del antigeno D es baja o muy baja, pudiendo
causar su incorrecta clasificacién como falsos D negativos. Por ello, el objetivo general de este
trabajo ha sido desarrollar una herramienta de genotipado que permita caracterizar las variantes
weak D tipo 1, 2 y 3 asi como clasificar correctamente los fenotipos D negativos causados
frecuentemente por las variantes: RHD deletion, RHD*y y RHD*Dllla-CE (3-7)-D). Esta
herramienta se denomina ID RHD XT, y ha sido implementada mediante la tecnologia X-MAP de

Luminex® 200™, la cual esta basada en los principios de la citometria de flujo.
La consecucion de dichos objetivos en pacientes permitira:

- La confirmacion de las variantes D en pacientes y mujeres embarazadas.

- En mujeres embarazadas en particular, la evaluacion de una potencial aloinmunizacion
anti-D y la consiguiente reduccion de tratamiento profilactico con RhIG (Rho (D) immune
globulin).

- El ahorro de unidades de sangre D en mujeres y pacientes multitransfundidos.

La consecucion de dichos objetivos en donantes permitira:

- La aplicacién del test para el screening de pool de muestras de donantes
serolégicamente D-C/E+, es decir, detectar posibles variantes genéticas asociadas a
presencia débil del antigeno D. El andlisis en pool de muestras permite el estudio de una
gran cantidad de muestras a un coste razonable.

- La estimacién del porcentaje de donantes D negativos C + y / o E + con presencia del
gen RHD, asi como el porcentaje de portadores de D negativos con variantes D que
pueden conducir a la aloinmunizacion.

Todo ello redundara en la mejora de la calidad sanitaria de la poblacién.
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Material y Métodos

Fase 1: Disefio y optimizacion del test de genotipado
sanguineo (ID RHD XT)

Como ya hemos comentado, en este trabajo nos proponemos desarrollar un test de genotipado
sanguineo, ID RHD XT, que determina los polimorfismos de seis variantes del gen RHD, y
simultaneamente, del sistema plaquetario las variantes HPA-1a y HPA-1b. Para ello en este
capitulo se describen los “Materiales y Métodos” de las distintas fases por las que fue
evolucionando el proyecto hasta lograr una herramienta cuyos resultados de genotipos y
fenotipos predichos se reportan a partir de la combinacién de las variantes alélicas analizadas.

1.1 Descripcion del test genético: variantes seleccionadas.

Las sangres con fenotipos RhD negativos son escasas, con una frecuencia observada en
caucasicos del ~15%, en africanos sub-saharianos es del ~5-8% y en asiaticos no alcanza ni el

1% (Reid et al, 2004; Connie 2010), de ahi su enorme valor en la practica clinica.

La delecion del gen RHD se detecta por la ausencia de amplificacion simultanea de los exones
1, 6 y 9 del gen. El fenotipo Weak D es el mas comun de los fenotipos poco frecuentes asociados
al sistema Rh en la poblaciéon caucasica europea, con una frecuencia de entre el 0,2 y el 1%
(Haer-Wigman et al. 2013; Wagner et al. 2009). Y, en concreto, los tipos rs121912763: weak D
tipo 1 (RHD: c. 809 T>G), rs71652374: weak D tipo 2 (RHD: c. 11564 G>C) y rs144969459: weak
D tipo 3 (RHD: c. 8 C>G) son los mas comunes entre los subtipos D débiles, constituyendo el

90-95% de estos casos en europeos (Flegel, 2011).

El antigeno plaquetario humano HPA-1 es uno los polimorfismos mas estudiados y presenta dos
isoformas alélicas, a y b. Los anticuerpos HPA-1a son los aloanticuerpos plaquetarios mas
frecuentemente detectados en la practica clinica, y son los causantes del 85% de los casos de
trombocitopenia aloinmune del feto y del neonato (TAIFN) confirmados serolégicamente (Curtis
et al., 2014).

En la Tabla 5 se describen las variantes asociadas al gen RHD y al gen ITGB3 (sistema

plaquetario HPA-1) seleccionadas e incluidas en el test de genotipado sanguineo ID RHD XT.
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Tabla 5. Variantes alélicas determinadas con el test ID RHD XT.

Grupo sanguineo

Fenotipo predicho Alelos testados Nombre ISBT Cambio Aa Cambio Nucleétido Exon RhD
Weak D Type 1 RHD*weak D type 1 RHD*01W.1 V270G RHD:c.809T>G 6
Weak D Type 2 RHD*weak D type 2 RHD*01W.2 G385A RHD:c.1154G>C 9
Weak D Type 3 RHD*weak D type 3 RHD*01W.3 S3C RHD:c.8C>G 1
RH
D- RHD*Pseudogene RHD*08N.01 Y269X RHD:c.807T>G 6
D- RHD*DIlla-CE(3-7)-D RHD*03N.01 Several RHD-CE-D hybrid 3-7
D- RHD deletion RHD*01N.01 No protein RHD exons 1, 6 and 1,6,9
9 absence
HPA-1  HPA-1a, HPA-1b HPAla, HPA1b N.A. L33pP ITGB3: c.176T>C N.A.

1.2 Muestras bioldgicas para la construccion de la genoteca con las
variantes alélicas de interés

Durante el desarrollo del test se utilizaron muestras recopiladas durante afios por parte de
"Progenika Biopharma, a Grifols Company"”, procedentes de los distintos colaboradores e
usuarios de otros ensayos moleculares de diagnéstico de genotipado sanguineo. Estos centros
eran Hospital Vall d’Hebron (Barcelona), Centro Vasco de Transfusion y Tejidos Humanos de
Euskadi (CVTTH), Hospital clinico universitario de Santiago de Compostela (Galicia), y Grifols
Biomat - San Marcos Lab (Texas —USA).

' A) ADNS GENOMICOS

A.1) MUESTRAS DE ADN PROCEDENTES DE SANGRE TOTAL ANTICOAGULADA CON
EDTA

De las muestras de sangre total se extrajo su ADN partiendo de 200 pl de sangre total y
procesandolas con el ADN mini kit (QIAGEN) o con el QlAamp blood mini kit (QIAGEN). Al final
del proceso, los ADN extraidos fueron eluidos en 100 pl del tampon AE del kit. Usamos
indistintamente ambos kits ya que los dos presentan un principio de funcionamiento y eficiencia

similares.
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En concreto, el protocolo de extraccion utilizado fue el descrito en cada uno de estos kits de
QIAGEN. Asi, en primer lugar, se realiza la lisis de las células y para ello a los 200 yL de sangre
total se les afiade 20 pL de proteinasa K 'y 200 uL buffer AL (buffer de lisis) del kit y se incuba a
56°C durante 10 minutos. Transcurrida la incubacién se anade 200 yL EtOH 100%, se mezcla y
se transfiere el lisado a la columna de centrifugacion del kit QlAamp Mini para proceder a realizar
el paso que en la figura 10 se ha denominado "unién”. A continuacién, comienzan los pasos de
lavado con dos buffers llamados AW1 y AW2, Tras afiadir 500 uL de estos buffers sobre las
columnas, se centrifugan: primero se afiade el buffer AW1 y se centrifuga a 8000 rpm durante 1
minuto (desecha el eluido) y, a continuacién, se repite el proceso esa vez con el AW2 vy
centrifugando a 14000 rpm durante 3 minutos. Tras la ultima centrifugacion, se realiza el paso
llamado "elucion”, en el que se afiade, en nuestro caso, 100ul del buffer AE (10 mM Tris-Cl + 0.5
mM EDTA,; pH 9.0) y se centrifuga a 8000 rpm durante 1 minuto. El eluido contendra nuestro
ADN purificado (Figura 11).
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Muestra
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Lisis
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Lavado
(solucién
tampén AW1
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@a@g@ 93 aath 9 = I
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Figura 10. Dibujo esquematico con los pasos que se siguen para la extracciéon del ADN a partir de muestras de
sangre total con el ADN mini kit (QIAGEN) o con el QlAamp blood mini kit (QIAGEN).
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A.2) Lineas celulares

Procedentes tanto del National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC) como del
Coriell Institute for Medical Research, en concreto de la coleccion NIGMS, Human Genetic Cell
Repository. Todas estas muestras (ADN de sangres mas ADN de lineas celulares) conformaron
una genoteca de ADN (Tabla 6).

Esta genoteca contiene las variantes génicas que el test ID RHD XT sera capaz de determinar,
tanto del grupo sanguineo RHD como del sistema HPA 1. En la tabla 6 se muestra la referencia
a la codificacion (columna ID) de cada una de las muestras que conformaron la genoteca. Este
cédigo fue el enviado por cada uno de los centros donantes de sangre o lineas celulares, y se
mantuvo para facilitar su trazabilidad.

Tabla 6. Listado de muestras con sus genotipos para el grupo sanguineo RhD como para el sistema HPA 1.

Genotipo

ID RHD HPA

scaieozz  FDNeSKDRe Lo peatars
BGG-11-0447 RHD*weak D type 1 HPA1b/1b
Mad 1055031 RHD*weak D type 2 HPA1b/1b
Galicia 16 RHD*weak D type 2 heterozygous HPA1a/1b
Galicia 9 RHD*weak D type 3 heterozygous HPA1a/1b
RBC12 RHD*pseudogene HPA1a/1b
NA17344 RHD*Dllla-CE(3-7)-D heterozygous HPA1a/1a
NA14706 RHD deletion HPA1a/1a
Innotrain12460 RHD*weak D type 3 HPA1a/1a

A.3) Whole genome amplification

Como la cantidad de las muestras de ADN gendémico, a diferencia de las lineas celulares, era
limitada, se sometieron a una amplificacién completa del genoma con el fin de disponer de
cantidad suficiente durante toda la fase de desarrollo. Hay que tener en cuenta que estas
muestras son controles valiosos al ser variantes de baja frecuencia en la poblacion. Para ello se
empled la tecnologia denominada Whole Genome Amplification (WGA) empleando el kit
Hllustra™ Ready-To-Go™ GenomiPhi™ V3 DNA Amplification Kit (GE Healthcare). Este kit
permite obtener cantidades superiores a 40 ng de DNA gendmico a partir de muestras de 10 ng
de ADN, y permite obtener una longitud de los productos superior a 10 kb. Todo el proceso se

llevé a cabo en un termociclador Gene Amp PCR System 9700. El protocolo es el siguiente; en
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primer lugar el ADN se desnaturaliza mediante calor (95° - 3min) y después se enfria
rapidamente, en hielo durante 2 minutos para mantener la doble hebra de ADN abierta. Se
continua trabajando en el hielo y se afiaden 20 uL de la muestra desnaturalizada a las placas ya
listas para usar “Ready to go Genomiphi” que contienen los reactivos liofilizados necesarios para
que llevar a cabo la amplificacién del ADN. Esta placa se incuba a 30°C durante 90 minutos
(tiempo suficiente para alcanzar el maximo rendimiento de amplificacion) y a continuacion se
realiza la inactivacion de la enzima a 65°C durante 10 minutos. Tras la amplificacién de las
muestras se procedioé a su cuantificacion mediante un fluorimetro del tipo Qubit"Fluorometer
mediante el Qubit® dsDNA BR Assay Kit (Thermofisher scientific). La concentracion de uso de

toda la genoteca fue de 20 ng/uL

Por ultimo, estas muestras amplificadas se validaron (como controles de las variantes de interés)
mediante el método de secuenciacion Sanger y asi confirmar que el proceso de amplificacion
mediante Genomiphi no habia comprometido la fiabilidad del genotipo. El método Sanger esta
basado en el uso de dideoxinucleotidos trifosfato (ddNTPs) como terminadores de cadena. Este
método emplea como molde, ADN de cadena sencilla, un oligonuclétido de ADN (primer), una
enzima polimerasa, nucleétidos marcados mediante fluorescencia y modificados (nucleétidos
dideoxi) que terminan la extensién de la cadena de ADN. De esta forma se producen varios
fragmentos de ADN de longitud variable, de forma que se obtienen fragmentos que abarcan todo
el espectro de tamafios que componen la secuencia del fragmento de ADN en estudio. Para ello
se amplificaron las zonas de interés mediante el uso del reactivo Kapa HotStart Ready Mix (5.5
uL por fragmento a amplificar) junto con 3.3 uL de cada primer mix de cada fragmento y 2 ulL del
ADN que queremos amplificar (en nuestro caso, las muestras de genomiphi). Obtenido el ADN
amplificado se purificé mediante el ExoSAP-IT (ThermoFisher scientific). Este reactivo permitio
realizar una purificacion enzimatica del producto de PCR amplificado mediante una hidrdlisis de
los primers y de los nucleétidos en exceso. El protocolo consistié en dos incubaciones, la primera
a 37°C durante 30 minutos, donde las enzimas del reactivo digieren los primers en exceso y se
desfosforilaron los nucleétidos y la segunda a 80°C durante 15 minutos para inactivar dichas
enzimas. Finalmente, la reaccién de secuenciacion purificada se analiza en el secuenciador ABI
PRISM 3130xl capillary Genetic Analyzer de 16 capilares y el analisis de las secuencias

obtenidas se realizé6 mediante el programa SeqScape v3.0 de Applied Bioystems.

A.4) ADN sintético

Por otro lado, para utilizar como control positivo para la deteccion de los polimorfismos
analizados una vez disefiado el test, se disefiaron unos plasmidos de ADN sintético
recombinante con todas las variantes que interroga el test. El objetivo principal de usar ID RHD

CONTROL es detectar un posible fallo en cualquiera de los pasos del proceso (amplificacion de

55



Material y Métodos

ADN, hibridacién y / o proceso de marcaje) mediante la monitorizacion de las 2 sondas que

caracterizan cada polimorfismo examinado con el test.

Los plasmidos pueden utilizarse como vectores de clonaje y amplificacion de fragmentos de ADN
que se hayan insertado en los mismos mediante técnicas de Ingenieria Genética. Estos
fragmentos se replican y se transmiten a las células hijas conjuntamente con el resto del
plasmido. (Thomas et al; 2008 y Kandavelou et al; 2008). Estos plasmidos fueron sintetizados
por IDT (Integrated DNA Technologies) a quien se les facilitd las secuencias gendémicas que
contienen las variantes alélicas del gen RHD (RHD*weak D type 1, RHD*weak D type 2,
RHD*weak D type 3, RHD deletion, RHD*Pseudogene and RHD*Dllla-CE(3-7)-D) y el gen ITGB3
del sistema HPA-1. Se sinterizaron dos plasmidos; ID RHD CONTROL 1y ID RHD CONTROL 2
ambos los cuales presentaban respectivamente las variantes alélicas 1 (variantes alélicas de
baja frecuencia) y 2 (variantes alélicas frecuentes) respectivamente analizadas con el test (ver
Tabla 7). ID RHD CONTROL 1y 2 son insertos de 1761 pb en un plasmido cuyo tamafio es de
4513 pb, llamado por IDT como pUCIDT (Amp), tiene un gen que actia como marcador de

seleccién y es de resistencia al antibiético ampicilina.

Estos dos controles se utilizaron como controles positivos de procesamiento, es decir, los
controles invalidarian el resto de resultados obtenidos si sus genotipos de polimorfismo no eran

los esperados.

Tabla 7. Resultado de los genotipos de controles sintéticos (ID RHD CONTROL 1 y ID RHD CONTROL 2) de los

polimorfismos analizados.

NOMBRE DE LOS CONTROLES (ID)
Polimorfismo ID RHD CONTROL 1 ID RHD CONTROL 2

RHD: ¢.8C>G RHD: ¢.8GG RHD: ¢.8CC
RHD: ¢.807T>G  RHD: ¢.807GG RHD: ¢.807TT
RHD: ¢.809T>G  RHD: c.809GG RHD: ¢.809TT

RHD: ¢.1154G>C RHD: c.1154CC RHD: ¢.1154GG
ITGB3: ¢.176T>C ITGB3:¢.176CC ITGB3: c.176TT
RHD-CE-D hybrid RHD-CE-D hybrid RHD-CE-D no hybrid

1.3 Test de genotipado ID RHD XT.

La deteccion genética de las variantes del gen RHD se realizé con el test de genotipado ID RHD
XT. El procesamiento consiste en los siguientes pasos (ver Figura 11):

1.3.1 Amplificaciéon mediante PCR multiplex.

1.3.2 Hibridacidon y Marcaje.
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1.3.3 Deteccidn de la sefial con la tecnologia Luminex® 200™.

1.3.4 Analisis de los resultados mediante software desarrollado para el test ID RHD
XT.

1. SANGRE TOTAL 2. EXTRACCION DNA
Y PLASMA. CON QIAGEN BLOOD
MINI KIT.

'Y
-
o=
I4. HIBRIDACION 5. DETECCION DE LA SENAL 6. ANALISIS DE LOS

Y MARCAJE. CON Luminex® 200™ system RESULTADOS.

lD X1
3. AMPLIFICACION DNA:
MULTIPLEX PCR

ID XT

Figura 11. Procedimiento a seguir con el test de de genotipado ID RHD XT.

1.3.1 Amplificacién mediante PCR multiplex.

A. Disefo de primers (cebadores) especificos.

Se disefaron primers especificos y comunes, tanto para las muestras genémicas como para los
plasmidos sintéticos, para amplificar las regiones donde se localizan las variantes descritas en
el punto 1.1. Hay que tener en cuenta que dicha amplificacion se realiza mediante PCR multiplex
con marcaje de biotina. El marcaje con biotina se realiza con el fin de marcar los productos de
amplificacion para su posterior revelado con estreptavidina-ficoeritrina (SAPE). Para ello, se
incluyo la biotin-dCTP en la mezcla de PCR. La relacién optima biotin-dCTP vs dCTP libre se

establecié durante la optimizacién de la mezcla de PCR.

Para optimizar la reaccién de PCR multiplex se siguieron las recomendaciones elaboradas por
Henegariu et al. (1997), teniendo en cuenta que disefar una PCR multiplex con varios
fragmentos supone un riesgo a la hora de detectar la presencia de cada SNP de forma
concluyente si no fuera posible obtener una sefial suficiente. Para superar esta dificultad se

afiadieron, en aquellos primers en los que se vio que era necesario por la baja eficiencia en la
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amplificacion, dos pequefios fragmentos llamados TAGs, de 18 pares de bases, en el extremo
5" de cada uno de los primers forward y reverse. De esta manera la temperatura de anillamiento
de los primers se hizo mas uniforme tras los primeros ciclos y asi se facilité que todos los exones

se amplificasen con una eficiencia similar en la reaccién de PCR multiplex.

Fragmento 1 Fragmento 2
6> & 6 4
> < 362 P> ¢
0069 %6 A c@6 Q 2
% % % o
% 7. Orp. 0.
9, ’1,9 2 2
7, 9
e @be 7e, 4)0
o %o o b"/:,
o

Figura 12. Dibujo esquematico de dos fragmentos, llamados Tags, afiadidos en el extremo 5" en cada uno de
los cebadores forward y reverse de dos fragmentos de PCR.

La optimizacién de una Unica reaccion de PCR multiplex con los exones 1, 6 y 9y el intron 3 del
gen RHD deja la puerta abierta, si fuera necesario, a la inclusidon de nuevas variantes localizadas

en estos exones en futuras versiones del test.

Los genes RHD y RHCE presentan una similitud en su secuencia del 93,8% (Okuda et al. 2000).
Por lo tanto, es deseable que los primers para amplificar los exones 1, 6 y 9, asi como el intrén
3, del gen RHD fueran disefiados con secuencias especificas que permitieran la discriminacion
de los dos genes homoélogos, RHD y RHCE. Asi, los primers se disefiaron complementarios a
las secuencias intrénicas (especificas del gen RHD) flanqueantes de cada exon concreto a

amplificar, para asi evitar la amplificacion del gen RHCE altamente homalogo.

Ambos genes (RHD y RHCE) estan asimismo orientados en direcciones opuestas y su alta
identidad de secuencia los hace muy susceptibles a sufrir recombinaciones, conversiones
génicas y otras alteraciones genéticas (Henegariu et al. 1997) por lo que fue necesario disefar
una bateria de primers hasta que finalmente se consigui® un equilibrio entre sefial de
amplificacion y especificidad. El tamafo de los amplicones debe ser pequefio (100 a 300 pb)
para minimizar la posibilidad de que el impedimento estérico, es decir, el efecto producido cuando
el volumen ocupado por un grupo funcional o atomo en una molécula impide que otra parte de
la misma reaccione, afecte la eficiencia de la hibridacion (Dunbar, 2006). Es una limitacion

intrinseca a la propia tecnologia xMAP® de Luminex®.

Las secuencias de los primers se verificaron con la herramienta “primer blast’

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) para comprobar la especificidad de las regiones

de interés. La efectividad del disefio de los primers se analizé mediante un analisis de fragmentos
en un secuenciador ABI PRISM 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems) verificando los
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tamafos de los amplicones y la cantidad de fragmentos de ADN amplificados. Al tratarse de
muchos fragmentos con tamafios similares, un gel de agarosa no es lo suficientemente resolutivo
para diferenciarlos y, por eso, se utilizé la electroforesis capilar que es capaz de diferenciar
tamafios de 2 bases entre fragmentos de ADN.

El andlisis de fragmentos consiste en realizar una electroforesis a nivel capilar y una deteccién
de los fragmentos inducida por laser. Se utilizé como marcador de peso molecular el marcador
GeneScan 500 LIZ, y un solo fluoréforo para marcar todos los productos de la PCR (- FAM) que
se unio al extremo 5' de cada primer forward y reverse por lo que en la reaccién de PCR se
marcaron todos los productos. Posteriormente los distintos fragmentos se detectaron mediante

el software de analisis Peak Scanner Software v 1.0. (Thermo Fisher Scientific).

Dado que el gen RHD puede estar delecionado en la poblacién caucasica y, de hecho, es una
de las variantes que interroga el test, se incluyeron dos controles internos de amplificacion, HGH
(hormona de crecimiento) y HPA-1 (Human Platelet Antigen), para poder detectar falsos
negativos (i.e., negativos que surgen no por delecion del gen RHD sino porque la reaccion de
PCR ha sido defectuosa por error de procesamiento o falta de material genético (ADN)). HGH es
la proteina codificada por el gen GH1 cuya secuencia esta altamente conservada en el genoma
humano (Ballerini et al. 2008), por ello se eligi6 como control. Por otro lado, HPA-1 (localizado
en exon 3 de gen ITGB3), se eligid con un doble objetivo: por un lado, es una region donde no
existen deleciones, y por eso se utilizé como control interno de amplificacion, y por otro aporta
informacion adicional util para el manejo de las mujeres embarazadas HPA-1 negativas. Esta
informacion adicional esta relacionada con la llamada trombocitopenia fetal o neonatal aloinmune
(TENA) siendo la causa mas frecuente de trombocitopenia grave en el recién nacido La TFNA
es un proceso agudo donde las plaquetas fetales son destruidas durante la gestacion por un
anticuerpo circulante de tipo IgG presente en la madre, que atraviesa la barrera placentaria y va
dirigido contra un antigeno especifico plaquetar (HPA) heredado del padre. La TFNA se
considera el proceso equivalente a la enfermedad hemolitica del recién nacido por
incompatibilidad Rh, sin embargo, la diferencia con ésta, es que la TFNA puede aparecer durante
la primera gestacion hasta en un 30-50% de los casos. En la poblacion caucasica, tiene
especificidad frente al antigeno especifico plaguetar HPA-1a en mas del 80% de los casos
(Rodriguez Wilhelmi et al. 2008)

Asi, a la hora de disefar estos controles se evalud el efecto de dicho control interno sobre la
amplificacion del gen RHD, observandose que no afectaba a la sensibilidad en la deteccion de

las variantes.

Asi, el analisis de fragmentos con los primers de los exones 1, 6, 9y el intron 3 del gen RHD y

HGH se realizé tanto mediante PCR uniplex (cada uno de los fragmentos se analizé
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individualmente) como mediante PCR multiplex (todos los fragmentos juntos). Por un lado, se
verificd el tamano esperado de los amplicones y por otro, se comprobo la eficiencia de la
amplificacion en la PCR multiplex analizando el tamafio de los picos obtenidos mediante el
software de analisis. Finalmente, los primers definidos y que formaron parte de la PCR Master
MIX (PCRMM) fueron sintetizados por IDT (Integrated DNA Technologies), purificados por HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) y resuspendidos en agua, a una concentracion stock
de 100 puM.

Con esta técnica se comprobd que la intensidad de los amplificados fuese suficiente para su

posterior hibridacién con el sistema Luminex.

B. Seleccion y optimizaciéon de la composicion del buffer de PCR y de la
concentracion de Biotin-11-dCTP.

De todos los componentes que conformaron la PCR mix se observd que la seleccion del buffer
era un punto critico en la amplificaciéon especifica del gen RHD. El componente principal de
cualquier buffer de PCR es el MgClz, cofactor necesario para la actividad enzimatica de la ADN
polimerasa. La concentraciéon éptima de MgCl2 debe determinarse empiricamente para cada
polimerasa, secuencia y par de cebadores. Una concentracion no 6ptima de MgClz puede reducir
la eficiencia de amplificacion o generar productos inespecificos, respectivamente. Ademas, hay
que tener en cuenta que la concentracion libre de magnesio en el tubo de reaccion disminuye
proporcionalmente con la de agentes quelantes como el EDTA, los nucleétidos o el propio ADN,
quienes también reducen el magnesio libre (Rodriguez et al., 2004). Por ello, se realizaron
diferentes pruebas dos buffers de PCR: el QIAGEN 10x PCR Buffer (Buffer H) y el 2.05x Qlagen
Multiplex custom buffer (Buffer Q) hasta conseguir un resultado éptimo. Posteriormente una vez
seleccionado el buffer también se comprobé su especificidad con la tecnologia Luminex xXMAP®.
En el apartado de resultados “1.2 Disefio de primers especificos y optimizacion del buffer de

PCR” se puede ver qué buffer fue el selccionado y los resultados obtenidos con Luminex.

En relacién a lo anterior también se evalué la eleccion de ADN polimerasa. Se selecciond la
HotstarTag ADN polymerase (QIAGEN) enzima recombinante de alta calidad de 94 kDa
(desoxinucleosido-trifosfato:  ADN desoxinucleotidiltransferasa, EC 2.7.7.7), originalmente
aislado de Thermus aquaticus y expresado en E, coli. (QIAGEN, 2010). Esta enzima fue
seleccionada por la posibilidad de un primer paso de calentamiento (94-95°C) durante 5-10
minutos en el que se activa la ADN polimerasa lo que proporciona una mayor especificidad en la
PCR.

En paralelo, también se puso a punto la cantidad de Biotin-11-dCTP, componente incluido en la

PCR master mix. El objetivo de afiadir Biotin-11-dCTP es conseguir marcar los productos de
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amplificacion con biotina para su posterior revelado con estreptavidina-ficoeritrina (SAPE). Asi
que el volumen de SAPE también fue modulado junto con la biotina (ver apartado 1.3.3.5

Protocolo de marcaje).

La relacion ente el dCTP "frio"(sin biotina)/dCTP "caliente" (Biotin-11-dCTP) se optimizo
realizando distintos experimentos hasta ajustar las concentraciones de estos dos componentes.
Finalmente, la relacién de dCTP frio/dCTP caliente fue de 1:3, en un volumen final de 20ul de
PCR. Con el ajuste de esta relacion se logrd seguir las recomendaciones de Luminex® donde la
senal positiva debe ser por lo menos de 2 a 3 desviaciones estandar por encima del ruido de
fondo o control negativo (XMAP® de Luminex®, 2018). Se determinaron los valores de corte
apropiados para la minima Median Fluorescence Intensity (MFI) positiva mediante la realizacién
de varios experimentos en los que se procesaron muestras RHD+ y RHD-, asi como controles
negativos de procesamiento. Se utilizé un intervalo de confianza del 95% para determinar la
fiabilidad del valor de corte (Angeloni et al., 2016).

Tras la optimizacién de los componentes mas criticos, la receta del mix de PCR (1x) se definio

de la siguiente manera:

e Agua: Gibco™Sterile Distilled Water.

o PCR-buffer: QIAGEN 10x PCR Buffer (cuya composicion es: Tris-Cl, KClI,
(NH4)2S04y 15mM MgClz).

e Primers: IDT (Integrated ADN Technologies).

e dNTPs 100 mM: Jena Bioscience.

e Biotin-11-dCTP 1mM: Jena Bioscience

C. Optimizacion del programa de PCR segun el modelo de termociclador

Una vez optimizada la mezcla final de la PCR se probaron tres modelos de termocicladores
distintos disponibles en nuestras instalaciones: 1.- termociclador Gold plated 96-Well Geneamp®
PCR System 9700 (4314878G); 2.- Aluminum-plated 96-Well Geneamp® PCR System 9700
(4314879G); 3.- Veriti® 96-Well termociclador (4375786 04452300).

El programa de la PCR (ver figura 13 y tabla 9) se ajust6 a cada uno de los termocicladores para
que la reaccion de PCR fuese igual de especifica y con la misma sefial. Para ello se ajusto la
velocidad de las rampas, es decir, el cambio de temperatura en el tiempo (°C/segundo) en los
modelos Aluminum y Veriti para asemejarlos al termociclador Gold que utiliza un bloque que
trabaja a una rampa distinta (ver tabla 8). En los modelos Aluminum y Veriti se ajusto la rampa
al 70% (ver figura 13) lo que significa que el termociclador calienta y enfria al 70% de la tasa
media maxima, necesario para asemejar la forma en la que calientan y enfrian ambos bloques

comparados con el termociclador Gold. Este termociclador fue el usado como referencia porque
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versiones anteriores de los test de la familia ID (ID CORE XT e ID HPA) fueron disefiados en
este modelo de termociclador y a partir de ahi se fueron incorporando los modelos demandados

por los usuarios.

Lo que se pretendi6 fue buscar la versatilidad para que los futuros usuarios pudiesen usar varios
modelos de termocicladores con el mismo programa. Una opcién muy demandada por su parte
para incorporarla en el dia a dia de su rutina de trabajo.

Tabla 8. Tabla que muestra la velocidad rampa maxima expresda en °C/seg de los modelos de termocicladores
Gold, Aluminum y Veriti® 96-Well o Veriti® Dx 96-Well.

Termociclador Rampa max
AB 9700 Aluminium  3°C/seg
Veriti® DX 96 3,35 °C/seg
AB 9700 Gold 5°C/seg

Veriti® Dx

\ Termocicladores Aluminum y Veriti® Rampas al 70% l

|

Figura 13. Termociclador Gold, Aluminum y Veriti® 96-Well o Veriti® Dx 96-Well, donde se observan las rampas
al 70% en el termociclador Aluminum y Veriti.

Tabla 9. Programa de PCR comun para los 3 modelos de termocicladores.
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Temperatura Tiempo Ciclos
Actvacion 95°C 15 min 1
Desnaturalizacion 95°C 30s 40
Anillamiento 60°C 30s 40
Extension 72°C 80s 40
Extension final 72°C 7 min 1
Mantener 4°C 0 1

1.3.2 Hibridacidon y Marcaje.

Tras la PCR, los amplificados se hibridaron con sondas oligonucleotidicas complementarias
unidas a microesferas (beads) de color, codificadas segun la tecnologia xXMAP de Luminex®.
Esta tecnologia esta basada en beads de poliestireno de 5.6 micras de diametro tefiidas
internamente con proporciones distintas de dos fluoréforos espectralmente diferentes (rojo e
infrarrojo). Las caracteristicas espectrales uUnicas de cada bead dentro del conjunto que
llamamos “bead region” permite que cada tipo de bead sea diferenciado especificamente de

todos los demas en un ensayo multiplex (Angeloni et al., 2016).

A. Disefio de sondas oligonucleotidicas.

Para la deteccion especifica de los alelos de cada polimorfismo (asumiendo dos alelos por
polimorfismo) se utilizan dos sondas, cada una unida a una bead diferente (ver figura 14), una
complementaria a la secuencia del alelo A (referencia) y la otra especifica para el alelo B

(alternativo).

Bead-Conjugated Probe A (specific for allele A)

@ 59 "
J‘J J‘J ‘.‘.)
Bead-Conjugated Probe B (specific for allele B)

9 2 2
st a4,

Figura 14. Sondas oligonucleotidicas unidas a microesferas de distinto color (espectro) para deteccion de
polimorfismos.
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El disefio de estas sondas se realizé siguiendo las recomendaciones de Luminex® quien
aconseja un tamano entre 18-24 nucledtidos de longitud, en donde el SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) debe situarse en el centro de la secuencia de la sonda. En ciertos casos la
mutacion se puede colocar de manera descentrada para evitar la formacion de estructuras
secundarias (Angeloni et al., 2016). Para mejorar la capacidad discriminatoria se seleccionaron
oligonucledtidos de menor tamafio y para aumentar la sefial de hibridacion se seleccionaron

oligonucleétidos de mayor tamafio ya que se incorpora un numero mayor de nucleétido marcado.

En la secuencia del gen RHD, cerca del polimorfismo a genotipar, se describen otros
polimorfismos RHD, pudiendo lo que puede reducir el rendimiento de las sondas. Para prevenir
la no hibridacion o incluso un genotipo incorrecto, se utilizé inosina en las posiciones de
nucleétidos de estos polimorfismos extras. El "enfoque inosina" se ha utilizado anteriormente en
el disefio ID CORE XT (Progenika Biopharma, a Grifols Company) test de diagnostico que

determina 37 antigenos de 10 grupos sanguineos distintos, con resultados exitosos.

Por otro lado, las sondas deben de tener un grupo amino primario en el extremo 5’, para asi
acoplarse al grupo carboxilo de la bead que es activado mediante tratamiento con EDC (1-Ethyl-
3-[3-dimethylaminopropyl] carbodiimide hydrochloride). De esta manera se forman enlaces
covalentes entre el grupo carboxilo de las beads y las aminas primarias de las sondas (Figura
15) (Angeloni et al., 2016).

HN—X—_~_ CH,

*HN—CH,
Amino-Modified
Oligonucleotide

:
o —— 0@
e

Carboxylated
microsphere

N Ne S
e neling <"1
D

N* o-Acylisourea Active Oligonucleotide-Coupled
Intermediate Microsphere

Figura 15. Grupo carboxilo de las microesferas unido al grupo amino de las sondas oligonucleotidicas mediante
EDC.

A la hora de disefar las sondas se tuvo en cuenta que los SNPs a determinar podian estar
proximos entre si. En este caso, una sonda disefiada para detectar un SNP concreto podria
solapar a otra posicion nucleotidica asimismo polimérfica. Asi, la presencia de un segundo
polimorfismo podria provocar una hibridacién y una especificidad suboptima de la sonda a la
regién diana. Para solventar este problema, se disefiaron sondas en que incorporaron la inosina
en la posicién correspondiente al polimorfismo que interfiere en la deteccion del polimorfismo
interrogado por el test. De este modo se consiguié que en estos casos la sefial fuera superior a
la minima y asi discriminar correctamente los 3 genotipos posibles por bialélico (homocigoto

frecuente, homocigoto infrecuente y heterocigoto). La sefial o MFI (Median Fluorescence
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Intensity) tenia que ser superior a la minima establecida con las muestras D- o controles

negativos.

Mirando la temperatura de hibridacién de cada una de la sonda, se eligi6 la temperatura de 52°C
para todas las sondas ya que se trataba de una hibridacion multiple. Para aquellas sondas en
las que a esta temperatura su discriminacién o su sehal empeoraba, se redisefiaron sondas para

conseguir suficiente sefial y especificidad en la deteccion de todos los polimorfismos.

Todas las sondas fueron sintetizadas por IDT (Integrated ADN Technologies) y cuantificadas
mediante un espectrofotometro (NanoDrop™ 8000 Spectrophotometer - Thermo Fisher
Scientific) para confirmar que su concentracion es optima (70-130 uM) para realizar los

conjugados correspondientes (ver siguiente seccion).

B. Protocolo de conjugados

Los conjugados son el resultado del proceso de unién del grupo amino primario en el extremo 5’,
al grupo carboxilo de la bead que es activado mediante tratamiento con EDC (1-Ethyl-3-[3-

dimethylaminopropyl] carbodiimide hydrochloride).

El protocolo de conjugados recomendado por Luminex®, especifica un volumen de partida de
500 pl de beads, pero en nuestro caso éste se escalé y se adaptd a un volumen de 1 ml, ya que
se estimé que era mas costoso, tanto en material como en tiempo, repetir el proceso de
generacion de conjugados que incrementar el volumen de reaccion. Es decir, el volumen
obtenido tras el proceso de generacion de los conjugados se utiliza para conformar la Bead
Master Mix (BMM). Si no se hubiera realizado el escalado, teniendo en cuenta la frecuencia de
fabricacion estimada por parte del departamento de Produccién en relacién al consumo previsto
de lotes, el gasto de los conjugados se produciria en un breve periodo de tiempo, lo que
supondria repetir el proceso, y por consiguiente un mayor gasto que el propio beneficio obtenido

por lote.

Como punto de partida se duplicaron todos los volumenes del protocolo de Luminex®, (Protocol
5.2.1: Nucleic acid coupling; figura 16) y tras multiples ensayos, finalmente, se obtuvo un
protocolo en el que comparando las sefales y discriminacién de las variantes a testar entre

ambos protocolos los resultados fueron semejantes.
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Add micro- Wash micro- Add Add EDC solution
spheres spheres with oligonucleotide
to reaction tube MES buffer

Incubate for Add 2nd EDC Incubate for Add Tween-20
30 minutes solution 30 minutes buffer

Wash microspheres with SDS buffer and
resuspend microspheres w/TE buffer

Figura 16. Resumen del protocolo de fabricacion de los conjugados propuesto por Luminex® (Protocol 5.2.1:
Standard Nucleic Acid Coupling to xMAP Microspheres).

Uno de Ilos pasos mas criticos del protocolo fue la adicion del 1-Ethyl-3-[3-
dimethylaminopropyl]jcarbodiimide hydrochloride (EDC). Por ello, se realizaron una serie de
pruebas en este paso. Una de las pruebas fue contabilizar el tiempo transcurrido desde la adicion
del EDC al primer tubo hasta el Gltimo (numero total 14 conjugados), ya que el tiempo transcurrido
podria influir en la mayor o menor eficiencia de la conjugacion. Otra fue utilizar el buffer MES ((2-
(N-morpholino) ethanesulfonic acid, buffer esencial para la eficiencia del proceso de
acoplamiento sonda-bead mediante el EDC) en vez de agua para resuspender el EDC ya que
de igual manera la conjugacion podria verse afectada. Y, por ultimo, consideramos el utilizar

alicuotas de un solo uso respecto a un stock con varias aperturas.

En el apartado de Resultados “1.5 Protocolo de conjugados o couplings” se pueden ver
toda la optimizacion de este protocolo. Una vez definido, se procedid a elaborar todos los
conjugados de las sondas correspondientes a los SNPs de las variantes previamente

seleccionadas (Tabla 10).
Tabla 10. Tabla que recoge el listado de las sondas conjugadas con sus correspondientes beads-type.

Polimorfismo

testado Sonda N° Bead
RHD:c.8G R00130101R B033
RHD:c.8C R00130201R B034
RHD:c.807G R00560101R B035
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RHD:c.807T

RHD:c.809G

RHD: ¢.809T

RHD:c.1154C

RHD:c.1154G

ITGB3:c.176T

ITGB3:c.176C

RHD-CE-D hybrid

RHD-CE-D no hybrid

HGH

HGH

R00560201R

R00580101R

R00580201R

R00800101R

R00800201R

R01170103R

R01170203R

R01930101R

R01930201R

R01940101R

R01940201R

Material y Métodos

B036
B037
B038
B042
B043
B044
B045
B046
B047
B051

B052

Las microesferas estan tefiidas internamente con diferentes proporciones de fluoréforos rojos e

infrarrojos. Las diferentes concentraciones de los colorantes internos permiten producir una

matriz de 100 microesferas espectralmente distintas es denominamos “bead regién” o mapa de

beads. En la Figura 17, aparece marcado en color amarillo las beads recomendadas por

Luminex®, que son aquellas localizadas en el centro del mapa, evitando los extremos, y asi

optimizar su correcta clasificacion en la “bead region”.
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Figura 17. Mapa de beads del Luminex® 100/200™. El mapa de beads son las 100 microesferas distintas que se
pueden utilizar para realizar los conjugados. Cada bead tefida internamente con una proporcion distinta de dos
fluoréforos permite su diferenciacion. En amarillo estan marcadas las microesferas recomendadas por Luminex.

C. Protocolo de fabricacion de la Bead Master Mix (BMM)

La BMM se conformé con cada uno de los conjugados. Para ello se continué con el protocolo
descrito en el manual de Luminex® (Protocol 5.2.2: Oligonucleotide coupling confirmation). En
este protocolo se utiliza el buffer de hibridaciéon compuesto por TMAC (Tetramethylammonium
chloride) al 1.5X (4.5 M). EI TMAC estabiliza los pares de bases AT y CG, minimizando el efecto
de la composicion de bases en la hibridacién y, por lo tanto, permite utilizar las mismas
condiciones de hibridacion pese a usarse sondas con diferentes temperaturas de fusion
(Fitzgerald et al. 2007, Das et al., 2006, Wilson et al., 2005).

D. Protocolo de hibridacion

La hibridacién entre los productos de PCR y las beads unidas a las sondas (conjugados) se llevo
a cabo en termociclador. La temperatura 6ptima de hibridacion para cada sonda se determino
con la herramienta disponible en la web http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html, la
cual proporciona temperatura de melting (Tm) de una sonda oligonucleotidica (Figura 18). Como
se comento en el apartado “1.3.2 Hibridacién y marcaje. A) Disefio de sondas oligonucleotidicas”,
la temperatura de hibridacién se definié en 52°C para todas las sondas al ser una hibridacion
multiple y para conseguirlo se fue disefiando sondas que tuviesen conseguir suficiente sefal

(MFI) y especificidad en la deteccion de todos los polimorfismos.
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Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator

Enter Oligonucleotide Sequence Below
OD calculations are for single-stranded DNA or RNA
Nucleotide base codes

|6TG AGC cca GAG Gea ATC

Reverse Complement Strand(5' to 3) is:
GAT TGC CTC TGG GCT CAC

5' modification (if any) 3' modification (if any) Select molecule

Biotin [ B sov g

50 nM Primer .
1 Measured Absorbance at 260 nanometers
50 mM Salt (Na*)

(_cacsiate [ swap stronds }[ siasT [ mbod |

Physical Constants Melting Temperature (Ty) Calculations

Length 18 Molecular Weight 5938.6 4 GC content 61% 1 52.6 “C (Basic)

1 ml of a sol'n with an Absorbance of 1 at 260 nm 2 58.4°C (Sak Adjusted)
is 4997 microMolar 5 and contains 29.7 micrograms. > 61.31/"C (Nearest Neighbor)
RInK 33.404 call(*K*mol) deltaH 147.5 Kcal/mol
deltaG 23.6 Kcal/mol deltaS 383.3 cal/("K*mol)

Deprecated Hairpin/self dimerization calculations

5 B (Minimum base pairs required for single primer self-dimerization)

4 (Minimum base pairs required for a hairpin) [ Check s‘“-w ]

Figura 18. Ejemplo de la temperatura de melting (Tm) obtenido con en la herramienta Oligocalc. El recuadro rojo
muestra el resultado calculado por el programa.

El protocolo de hibridacion quedo definido como muestra la figura 19.

Temperatura | Tiempo (minutos)
Desnaturalizacion 95°C 02:00
Hibridacién 52°C 30:00
Mantenimiento a o w
520C 52°C

Figura 19. Detalles de tiempos y temperaturas del programa de hibridacion.

E. Protocolo de marcaje

Para el analisis de las microesferas, Luminex utiliza dos laseres. El laser / LED de clasificacion
roja (635 nm) excita los tintes fluorescentes internos de las microesferas, identificando cada una
de las microesferas de acuerdo con su firma espectral. Y si el analito de interés esta presente, el
laser / LED indicador verde (525-532 nm) reconoce el indicador fluorescente unido al analito
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capturado en la superficie de la microesfera (Reslova et al., 2017). Por eso, en nuestro protocolo
de marcaje se utiliza como marcador fluorescente el estreptavidina - ficoeritrina (streptavidin-

ficoeritrin (SAPE), por su extremadamente alta afinidad de unién con la biotina.

La estreptavidina es una proteina tetramérica aislada de la bacteria Streptomyces avidinii que
tiene una afinidad de union extremadamente alta para la biotina (Ka =10'® M™). La ficoeritrina es
una macromolécula biolégica perteneciente a la familia de las ficobiliproteinas con aplicaciones
en diversos sectores industriales como consecuencia de sus extraordinarias propiedades
espectroscopicas, tanto absorciométricas como fluorimétricas. En concreto, su elevado
coeficiente de extincién molar a 540 nM le confiere, un intenso color rosa brillante muy apropiado
para su empleo como colorante natural, mientras, que su alto rendimiento cuantico de
fluorescencia permite su deteccion con mayor sensibilidad que otros fluorocromos
convencionales. Atendiendo a sus propiedades espectroscopicas de absorcién las ficoeritrinas

presentan el maximo de absorcién es a 566 nm y el maximo de emision a 578 nm.

La elevada afinidad por la biotina de la estreptavidina combinada, con la intensa sefial de
fluorescencia de la ficoeritrina hace que los conjugados SAPE se encuentren entre los reactivos
de deteccion de fluorescencia mas sensibles (Hingorani et al. 2008). Este marcaje se realiz6 a la
misma temperatura que la hibridaciéon ya que mantener la temperatura optimiza la proporcion
sefal especifica / fondo o background que posteriormente se obtiene con el Luminex® 200™,
Es decir, la proporcién entre los valores de Median Fluorescence Intensity (MFI) obtenidos en
muestras positivas (muestra que presenta las variantes génicas analizadas con el test) y los
fondos (muestras negativas). Ademas, se realizaron pruebas para determinaron el volumen de
SAPE adecuado por muestra sin que proporcion sefial especifica/ fondo o background se viese
descompensada, es decir, sin que se viese afectada la discriminacion de los genotipos. La
premisa a la hora del analisis fue que los valores de MFls obtenidos entre muestras positivas
para cada una de las variantes y los fondos o background (muestras negativas) tuviesen la mejor

relacion MFI/discriminacion.

También se realizaron experimentos comparando la homogeneidad en las sefales obtenidas
entre el principio y el final de la placa, es decir, se analizo la intensidad obtenida en los primeros
8 pocillos de la placa y en los 8 ultimos. Esto es un punto importante a la hora de elegir la cantidad
de SAPE porque los valores de las MFIs obtenidas en una misma muestra entre el pocillo 1 y el
96 fueron distintos y en todos los casos, incrementandose la sefial en el pocillo 96 respecto al 1,
lo que podria afectar a la discriminacion. Se analizaron todos los genotipos de las variantes
alélicas detectadas con el test en el pocillo 1 y 96 y en todos los casos, a pesar del incremento
de sefal en el pocillo 96, los genotipos fueron correctos.
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Tras la hibridacién entre los productos de PCR, previamente amplificados mediante PCR
utilizando biotin-dCTP, con las sondas oligonucleotidicas unidas a las microesferas de

Luminex®, se realiz6 el marcaje mediante el SAPE.

1.3.3 Deteccidn de la sefial con la tecnologia Luminex® 200™.

La tecnologia xMAP® actia como un citometro de flujo y se basa en un conjunto de diferentes
microesferas en suspension como determinantes de la especificidad del analito. Como hemos
comentado anteriormente, los conjuntos de microesferas se tifien internamente con dos
fluoréforos espectralmente diferentes. La firma espectral es Unica para cada conjunto de
microesferas y esta determinada por diferentes proporciones de tintes internos, lo que produce
una serie de 100 conjuntos de microesferas espectralmente distintas (Figura 20) (Reslova et al;
2017).

Bead Set 12

ASIMISIBIS T I I" I )
)OOV 000009
V000000000

V090900000
V000000000
0000000000
0000000000
0002000000
0000000000

—?OQ..‘..O’

10 Unique Red Dye Concentrations

suonenuaduo) akg pasesul anbiun o1

Figura 20. Conjunto 100 microsferas que conforman la poblacion de esferas distintas tefiidas internamente con
diferentes concentraciones de fluoréforos rojos e infrarrojos.

Un primer laser rojo (635 nm) dentro del analizador Luminex® 200™ excita los tintes
fluorescentes internos de las microesferas, identificandolas de acuerdo con su firma espectral.
Si el analito de interés esta presente, un segundo laser (esta vez verde / LED 525-532 nm)
reconoce el indicador fluorescente unido al analito capturado en la superficie de la microesfera.
Es decir, el laser verde detecta la emisién de fluorescencia procedente del conjugado
fluorescente unido al producto de ADN amplificado marcado con biotina, complementario a la
sonda de cada bead. El instrumento registra docenas de lecturas para cada conjunto de beads
y produce un resultado distinto para cada analito en la muestra. Por cada tipo de bead (alelo
testado) se obtuvo la MFI (Median Fluorescence Intensity) emitida por un nimero preestablecido
de contaje de beads (parametros ajustados en software xPONENT® 3.1 de analisis de Luminex®
200™) (Figura 21).
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1.3.4 Analisis de los resultados mediante software desarrollado para el test ID RHD XT.

Los valores de MFIs (Median Fluorescence Intensity) que se obtuvieron para cada uno de los
conjugados (Bead + Sonda) se utilizaron para realizar una proporcion (ratio) con la que se
establecieron los 3 posibles genotipos de cada polimorfismo: homocigoto para el alelo A (AA);

heterocigoto (AB) y homocigoto para el alelo B (BB).

La premisa a la hora del analisis fue que los valores de MFls obtenidos entre muestras positivas
para cada una de las variantes y los fondos o background (muestras negativas) tuviesen la mejor
relacion MFl/discriminacion. Para satisfacer esta premisa, se analizaron muestras de ADN
procedentes de lineas celulares del Coriell Institute for Medical Research que presentasen cada

una de las variantes analizadas con el test.

Los datos brutos del sistema Luminex® (archivos csv que contienen el valor MFI para cada tipo
de beads) se procesaron con un software desarrollado especificamente para determinar un

genotipo y predecir un fenotipo de cada grupo sanguineo (Figura 22).

1. Unidad Luminex® SD
4. Software
XPONENT® 3.1

)

2. Analizador Luminex® 200

3. Unidad Luminex® XYP

Figura 21. Luminex® 200™ que esta formado por tres unidades: el analizador Luminex® 200™, la unidad
Luminex® SD y la unidad Luminex ® XYP.
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Figura 22. Software de analisis para determinar el genotipo y el fenotipo de las muestras analizadas con ID RHD
XT.

El procesamiento con software consistié en realizar tres pasos consecutivos: 1.- Determinar el
ratio de presencia o ausencia de cada exon del gen RHD, 2.- Determinar el ratio de MFI a partir
del polimorfismo presente de cada exén del gen RHD, 3.- Determinar uno de los 3 posibles
genotipos [homocigoto para el alelo A (AA); heterocigoto (AB) y homocigoto para el alelo B (BB)]
a partir del ratio obtenido en el punto 2. Con la informacion obtenida tras estos tres pasos, se

infieren finalmente tanto el genotipo como el fenotipo de las muestras procesadas con el test D
RHD XT.

Cabe notar que los valores de MFI obtenidos para cada uno de los polimorfismos de RHD
interrogados por el test se normalizaron utilizando los valores de MFI obtenidos de los controles
internos de amplificacion (HGH y HPA 1), obteniendo un ratio de presencia o ausencia. Este

valor de ratio determiné la ausencia o presencia de cada exon del gen RHD (Figura 23).
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Figura 23. Grafica de clasificacion de presencia (zona verde) o ausencia (zona roja) de la variante testada
obtenida con el software de analisis desarrollado para el test ID RHD XT. La region blanca se corresponde a una
region de indeterminacion genética. Si el ratio obtenido determina ausencia del exén, los polimorfismos
correspondientes no siguen el proceso de analisis de genotipado ya que se considera que existe una delecién
del exon.

Sélo si el ratio obtenido determina presencia del exén, a continuacion, se determinan los 3
posibles genotipos de cada polimorfismo: homocigoto para el alelo A (AA); heterocigoto (AB) y
homocigoto para el alelo B (BB). Un ejemplo se puede observar en la Figura 14, donde cada
punto de datos representa una muestra. Las muestras cuyo ratio de MFI para el polimorfismo 1
estuvieron dentro de la seccién de color verde (ratio MFI = 0.76) fueron genotipadas como
homocigotas para el alelo comin (AA); muestras cuyo ratio de MFI para el polimorfismo 1
estuvieron dentro de la seccion azul (ratio MFI de 0.28 a 0.70) fueron genotipadas como
heterocigoto (AB) y las muestras cuyo ratio de MFI para el polimorfismo 1 estuvieron dentro de
la seccion roja (ratio MFI < 0.23) fueron genotipadas como homocigoto para el alelo variante
(BB). Las muestras que estuvieron dentro de las secciones blancas (ratio MFI de 0.70 a 0.76 o
de 0.23 a 0.28) se clasificaron como "genotipo indeterminado”. Estas graficas se obtuvieron para

cada una de las variantes que se incluyeron en el test (Figura 24).

74



Material y Métodos

Polymorphism 1
.Q-W*.M"w@ww .:,n...; A} XKL R_'q,_'?'w. " N o 1
09 + 4 AA
08 i
- . Indeterminate
073 } Genotype
o .
w0
B
i O S 1 AB
lEL 04 ! ot
03] . . ' } Indeterminate
o ! Genotype
ol . VG e ! : . T g b a~tl L ] BB

Figura 24. Grafica de clasificacion de cada uno de los 3 genotipos posibles (homocigoto alelo comun,
homocigoto alelo variante, heterocigoto) obtenida con el software de analisis desarrollado para el test ID RHD
XT.

Para cada uno de los Probe Sets (PS) se procesaron al menos 120 muestras de ADN de cada
uno de los genotipos. En la medida de lo posible cada uno de esos datos procedié de muestras
distintas, pero en algunos grupos debido a la baja frecuencia de algunos polimorfismos, se
utilizaron réplicas de las mismas muestras para llegar a los 120 valores. En cada placa se
incluyeron controles negativos de procesamiento (agua) y los controles sintéticos (ID RHD
CONTROL 1 e ID RHD CONTROL 2) como controles positivos.

A. Robustez de la flexibilidad.

Para evaluar la flexibilidad de los resultados frente a diferentes parametros distorsionadores, se
consideraron variables que potencialmente podian afectar a los ratios de genotipado como eran:
diferentes concentraciones de ADN (0.05-200 ng / pl) en muestras ausentes, que son las que
podrian hibridar de forma inespecifica, estudio detallado en la “Fase 3: Validacién del test:
apartado 3.3 Estudio de deteccion del limite inferior" y "3.4 Estudio de deteccion del limite
superior’. Diferentes termocicladores detallado en la “Fase 3: Validacién del test: apartado 3.5
Estudio de verificacion de termocicladores’. Diferentes condiciones en el protocolo (cambios en
volumenes, en temperaturas) descrito en la “Fase 3: Validacion del test: 3.8 Estudio de tolerancia
a la variabilidad en el protocolo (Guard banding)’. También diferentes operadores (se
consideraron los resultados producidos con las mismas muestras procesadas por 3 personas
distintas), diferentes dias (6), diferentes laboratorios (3), lo que se explica en detalle la “Fase 3:

Validacion del test: apartado: 3.9 Estudio de reproducibilidad”.
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B. Andlisis estadistico y optimizacion del algoritmo de genotipado para un de
analisis automatico de los datos.

Con todos los datos generados de las 120 muestras de ADN de cada uno de los genotipos de
cada PS se calcularon los limites de genotipado para cada uno de los grupos [homocigoto alelo
A (AA); heterocigoto (AB) y homocigoto alelo B (BB)], sus minimas MFIs para cada sonda y la
XMFI (Promedio de la Median Fluorescence Intensity). Este analisis fue realizado por el
departamento de IT, y que posteriormente, se usarian en el disefio del software de analisis.

B.1) Limites de cluster para el genotipo

Lo primero que realizo el departamento IT fue crear una distribucion tedrica por alelo y averiguar
si era una distribucion "normal” (Test Shapiro) o "no paramétrica”. Una vez que se establecio el
elemento de distribucion, se calculd el percentil 99 y 95 de la curva para el BB homocigoto (grupo
1), el percentil 1 y 5 de la curva para el AA homocigoto (grupo 3), y el percentil 0.5y 2.5y el
percentil 99.5 y 97.5 para el heterocigoto AB (grupo 2), ya que se tuvo en cuenta ambos lados
de la distribucién (por lo que la distribucién va a las zonas “no call” o genotipo incorrecto, por lo

tanto, la suma de las dos colas no puede ser mas de 5% o 1% respectivamente) (Figura 25).

95 % 25% 97.5% 5%
/ 99 % os%| / N\ |o99s 1% 3
,'/ \'\ // .“\ % f \\\
/ \ / \ / \
'«/ \\ ) \ / \
0 BB — cluster 1 AB — cluster 2 AA —cluster 3 1
Homozygous mutant Heterozygous Homozygous normal

Figura 25. Representacion de los 3 clusters, la curva de distribucion teérica y sus percentiles.

Si tuviéramos en cuenta en los grupos toda la variacion real que ocurrira durante la vida util del
test, el valor de corte entre los grupos podria ser solo el calculado por los percentiles de las
curvas representadas en la Figura 24, lo que no seria preciso, ya que independientemente de la

cantidad de observaciones incluidas en la curva, sabemos que hay cierta variabilidad que aun
no se ha tenido en cuenta. Por lo tanto, se permitié un cambio tedrico (valor delta “A”) antes de

que las curvas entren en las zonas de No call (genotipado incorrecto).

Para calcular ese cambio tedrico (y con ellos los puntos de corte) hay dos criterios que debemos

cumplir: (Figura 26).
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1. La cola de la distribucién que cruza el umbral "No call" mas cercano no puede ser superior al
5%

2. La cola que va al otro grupo no puede ser mas del 1%.

Figura 26. Representacion de los 3 grupos, la curva de distribucién teérica y sus percentiles.

Como no podemos predecir el desplazamiento exacto de los grupos, calcularemos cada uno de

ellos utilizando las siguientes ecuaciones.
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- (Percentile 95) cluster 1 + A'] = (Percentile 05) cluster2 = A'I

- (Percentile 2.5) custer 2 - A2 = (Percentile 99) auster 1 + Az

- (Percentil 975) cluster 2 + AB = (Percentile 1) cluster 3 - AS

- (Percentil 5) cluster 3 = A4 = (Percentile 995) cluster 2 + A4

Resolver el "delta" nos dio el cambio permitido entre grupos:

- A'I: [(Percentil 05) cluster 2 = (Percentile 95) cluster 1] /2

- A2= [(Percentile 25) cluster 2 = (Percentile 99) cluster 1] /2

- A3= [(Percentil 1) cluster 3 = (Percentile 975) cluster 2] /2

- A4 = [(Percentil 5) cluster 3 = (Percentile 995) cluster 2] /2

Este cambio permitido se agregd o se restd al percentil correspondiente para configurar el valor

de corte. La zona de "No call" es el area entre esos limites (Figura 27).
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Figura 27. Representacion de los 3 grupos, la curva de distribucion teérica y sus percentiles, los cambios
tedricos (A) y las zonas No call.

Desde nuestro departamento, [+D, tanto en el proceso de calculo de los limites de genotipado

como una vez determinados fuimos supervisando los pasos que siguieron y asi gestionar

conjuntamente el tratamiento de los datos teniendo en cuenta los genotipos conocidos de las

muestras. Se fue valorando el efecto de esos limites calculados en cada uno de los Probe Sets

(PS) para cada uno de los 3 posibles genotipos (genotipos homocigoto frecuente (3),

heterocigoto (2) y homocigoto infrecuente o mutante (1).

78



Material y Métodos

B.2) Minima MFI para genotipado

Para calcular la minima MFI necesaria para un genotipado preciso de cada uno de los grupos,
se obtuvo los valores de fluorescencia de fondo o background no especifica de cada una de las

sondas mediante los controles negativos procesados en cada placa.

Con esos datos, en el departamento IT se generd una base de datos y a partir de ahi se cre6
una distribucion tedrica por sonda (MFI1 y MFI2 por conjunto de sonda) y se analizé si la
distribucién era "normal” (Test de Shapiro) o "no paramétrica". Una vez que se establecio el
elemento de distribucién, se calculd el percentil 99 de la curva. Esto dio el valor de la minima
MFI. La cola de distribucion que cruza con un resultado valido (por encima de la minima MFI) no

puede ser mas del 1%.

Ademas, se utilizé el promedio de las MFIs minimas de PS117 y PS194 para establecer el limite

de test valido.

Una vez establecidos los limites de genotipado y las minimas MFI, el departamento de IT generé
el software de analisis automatico de ID RHD XT, el cual usauna tabla de referencias cruzadas
para predecir los genotipos y fenotipos de los grupos sanguineos Rh y HPA-1. La tabla de

referencias cruzadas se desarrollé basandose en la literatura cientifica publicada.

Fase 2: Desarrollo del prototipo

El objetivo de esta fase consistié en evaluar la robustez del proceso de fabricacion del kit, ID
RHD XT, e identificar los parametros criticos que pudiesen tener un impacto en la calidad del test

(2.1 Optimizacion de las condiciones de fabricacion).

Para ello, se fabricaron 2 lotes de ID RHD XT que posteriormente se usaron en la "Fase 3:
Validacion del test". El primer lote fue fabricado en el departamento 1+D vy sirvio, por un lado,
como aprendizaje para el departamento de produccién (como fabricar) y, por otra parte, para
implementar posibles mejoras propuestas por este departamento en la producciéon de los
distintos componentes a escala industrial. En las fabricaciones se utilizaron lotes de materia
prima necesaria para fabricar todos los componentes que forman parte de un kit de ID RHD XT
(PCRMM, BMM, SAPE y SAPE DILUTION BUFFER) distintos entre si, dentro de la disponibilidad

que tuviese el proveedor, para testar la maxima variabilidad posible.

También se definieron los controles de calidad (2.2 Determinacion de controles de calidad)
realizados a los distintos componentes, tanto a los componentes finales que conformaban el kit
(PCR Master Mix (PMM), Bead Master Mix (BMM), SAPE y SAPE Dilution Buffer) como, a los
reactivos intermedios necesarios para su fabricacion. Esta fase, al igual que la de fabricacion, se

llevd a cabo por parte del departamento [+D, y se determinaron los parametros a los que se
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evalud su control de calidad. En esta etapa también se involucré al departamento QC (Quality
Control) como parte de su formacion como futuro responsable de la liberacion de los lotes

fabricados.

El primer lote se realizd siguiendo las instrucciones propuestas en los borradores de los
documentos denominados protocolos de produccion (PPR), que son los documentos necesarios
para la futura fabricacion del test por parte del departamento de produccion. Estos documentos
describian los pasos a seguir para la elaboracién de los distintos componentes incluidos los

reactivos intermedios que conformaban los distintos componentes.

También se realizaron los borradores de los documentos llamados PQCs (Protocols Quality
Control) necesarios por el departamento QC para efectuar los distintos controles de calidad a
cada uno de los componentes o reactivos intermedios considerados criticos en el proceso de

fabricacion.

Ambos documentos eran necesarios para fabricar segun Normas de Correcta Fabricacion (NCF)
o GMPs (Good Manufacturing Practices), es decir, normas que garantizan la calidad, el control y

la uniformidad en el proceso de fabricacion (AEMPS, 2018).

Finalizada la fabricacion y liberacién del primer lote, y habiendo cumplido todos los controles de
calidad exigidos, se realizaron las mejoras propuestas por cada uno de los departamentos
involucrados (Departamento de Produccion y Departamento QC) en los documentos borradores

(PPRs y PQCs) y asi concluirlos.

Asi, esta etapa denominada de “transferencia”, se dio por finalizada por parte del departamento
de I+D, quien traspaso a los departamentos de Produccion y QC, la responsabilidad en la

fabricacion y liberacion de los sucesivos nuevos lotes.

2.1 Optimizacién de las condiciones de fabricacion

En esta tarea, como su propio nombre indica, se definieron los requisitos para producir el test ID

RHD XT a escala industrial para su futura comercializacion.

La primera tarea fue calcular el nimero de determinaciones que se podian realizar con un kit de
ID RHD XT, un kit lo conforman los cuatro componentes PCR Master Mix (PMM), Bead Master
Mix (BMM), SAPE y SAPE Dilution Buffer. Este nimero fue una estimacion del consumo o gasto
que los futuros usuarios iban hacer del test. Esta estimacion fue realizada por dos departamentos
de manera independiente, el departamento comercial y el de soporte, es decir, quienes tienen

una relacion directa con los usuarios. EI nUmero quedé definido en 24 reacciones/test.
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A partir de este numero se definieron los volimenes necesarios para cada uno de los
componentes, es decir, las cantidades que tenian que contener cada uno de los viales que
conforman el test. Y a partir de estos calculos se definieron las cantidades minimas y maximas
de fabricacion de cada uno de los componentes, es decir, se determind el tamafio menor y mayor

de un lote.

Asi con el primer lote se validé el tamafio mas pequefio de fabricacion (40 kits) y el segundo lote,
el tamafio mayor (160 kits). Para cada uno de los componentes que constituian el kit se redacto

su protocolo con los pasos detallados a seguir, volumenes afadir, etc.

2.2 Determinacion de controles de calidad a incluir con cada kit
comercializado

Se definieron los controles de calidad para los distintos componentes, tanto para los
componentes finales que conformaban el kit (PCR Master Mix (PMM), Bead Master Mix (BMM),
SAPE y SAPE Dilution Buffer) como, para los reactivos o materias intermedias necesarias para
fabricar estos componentes. Estos controles de calidad que, a continuacion, se detallan, se
describieron en los borradores de los llamados PQCs (Quality Control Protocols), documentos

requeridos por el departamento QC (Quality Control).

2.2.1 Oligonucledétidos (Primers. Sondas y Antisondas)

Los primers utilizados para la fabricacion de la PCR Master Mix (PMM), las sondas para la
fabricacion de los conjugados y, por ultimo, las antisondas, las secuencias reversas
complementarias con el extremo 5 modificado con biotina, utilizadas para el control de calidad

de los conjugados.

Todos estos oligonucledtidos se verificaron sus concentraciones en un espectrofotdmetro
(NanoDrop™ 8000 Spectrophotometer - Thermo Fisher Scientific) proceden del proveedor IDT
(Integrated DNA Technologies) fueron enviados resuspendidos en agua a una concentracion 100
uM. El rango establecido como criterio de aceptacién dependié del valor de concentracion
minimo y maximo obtenido en la cuantificacién de 4 lotes diferentes con un total de 204 medidas.
Estos 204 datos estuvieron distribuidos en un primer lote n: 46, un segundo lote n: 50, un tercer
lote n: 58 y un cuarto lote n: 50. La diferencia entre los lotes fue que cada lote correspondia a

sintesis distinta de oligonucleétidos.
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.2.2 Control de calidad determinados para PCR Master Mix (PMM) y sus materias

ntermedias

A. Material intermedio involucrado en la fabricacién de la PMM

A.1 QIAGEN 10x PCR Buffer

El parametro a evaluar fue la conductividad. Se recopilaron los valores de conductividad de 12
lotes distintos medidos por dos operadores en dos conductimetros. Y los rangos se establecieron

de igual forma que como se hizo para la PCRMM.

A.2 DNTPS Y BIOTIN-11-DCTP

El control de calidad para los dNTPs y Biotin-11-dCTP fue las medidas obtenidas con el pH-
metro (pH GLP 21 (Crison) y las medidas de concentracion obtenidas mediante un

espectrofotometro (NanoDrop™ 8000 Spectrophotometer - Thermo Fisher Scientific).

A.2.1 pH

El proveedor de Biotin-11-dCTP (Jena Bioscience) nos informé que su rango de aceptacion en
la medida de pH era 7.0 — 8.5 y para los dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) 8.5+ 0.1. En el caso
de los dNTPs este valor se tuvo que determinar de nuevo porque el proveedor nos advirtié que
este valor lo obtenia a 4°C y las medidas realizadas fueron a temperatura ambiente y, por tanto,

habia que incluir una correccién al valor esperado.

Se realizaron medidas de dos lotes distintos de materia prima, en dos equipos y por dos
operadores para determinar si el rango se cumplia en el caso del Biotin-11-dCTP y en el caso de
los dNTPs se calculé la diferencia que existia al medir a temperatura ambiente y el rango

establecido se verificd con un lote de cada uno de los dNTPs.

A.2.2 Concentracion

Al igual que con el pH, los valores de concentracion determinados por el proveedor se tuvieron
que verificar. En el caso de los dNTPs (dTTP, dATP, dCTP y dGTP) la concentraciéon esperada
es 100-110 mM y en el Biotin-11-dCTP de 1 £ 0.1 mM.

Las concentraciones se midieron con un espectrofotometro (NanoDrop™ 8000
Spectrophotometer - Thermo Fisher Scientific) seleccionando la longitud de onda
correspondiente a cada uno de los dNTPs (dATP: 259 nm; dGTP: 253 nm; dTTP: 267 nm; dCTP:
271 nm) y para el Biotin-11-dCTP (294 nm) definida en el certificado analitico.
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Lo primero que se calcul6 fue la variabilidad de la medicion de las diferentes longitudes de onda
y a partir de esos valores se determiné una variabilidad global de la medicién para el NanoDrop™

8000 aplicable a cualquier medida realizada a los nucledétidos.

En el caso de los dNTPs, sus valores de concentracién estaban fuera de los limites de
cuantificacion del espectrémetro (limite superior 3700 ng/mL), por eso se realizé una dilucién
previa (1:200) siendo la concentracion esperada de 500 — 550 uM para cada uno de los dNTPs.
A esta concentracion esperada se le aplicé la variabilidad global y asi se determiné el rango de

control de calidad.

Esta diluciéon se tuvo que poner a punto valorando aspectos que afectan a la precision en las

mediciones, es decir, se valord la repetitividad y la reproducibilidad.

La repetitividad es la variacion causada por el dispositivo de medicion, es decir, la variacion
observada cuando el mismo operador realiza varias medidas, usando el mismo sistema de
medicién en las mismas condiciones. En cambio, la reproducibilidad es la variacién causada por
el sistema de medicion, es decir, la variaciéon observada entre diferentes operadores realizando
distintas medidas en las mismas condiciones y en el mismo sistema de medicion (Paisan et al.,
2010).

Los nucleétidos no modificados de Jena tienen una concentracién de 100-110 mM. Después de
una dilucion 1/200, la concentraciéon esperada esta entre 500 y 550 uM que se expandio a 460-
590 uM al tomar en cuenta la variabilidad de la medicién de Nanodrop 8000 (los valores se

redondearon al "0" o "5" mas cercano).

Para la biotina-11-dCTP (de Jena), no se necesité una dilucion previa de 1/200 anterior, ya que
tiene una concentracion de 1 £ 0.1 mM (o 1000 - 11000 uM). Teniendo en cuenta la variabilidad
de la medicion de Nanodrop 8000, y después de redondear los valores, se establecié una

especificacion de concentracion final de 860-1140 uM para este nucledtido.

B. PCR Master Mix (PMM)

Definidos todos los controles de calidad de las materias intermedias involucradas en la
fabricaciéon de la PMM, a continuacion, la conductividad fue el parametro elegido como control

de calidad de este componente del test.

La medida de conductividad expresa la cantidad de sales disueltas presentes en un liquido y es
inversamente proporcional a la resistividad del mismo. La medida de la conductividad se obtiene
aplicando un voltaje entre dos electrodos y midiendo la resistencia de la solucion. (Gémez et al.,

2009). En el caso de medidas en soluciones acuosas, el valor de la conductividad es
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directamente proporcional a la concentracidon de sélidos disueltos, por lo tanto, cuanto mayor sea
dicha concentracion, mayor sera la conductividad. Como tal, se puede usar por lo tanto como

control de calidad de la PMM como solucién homogénea que es.

La conductividad se midié mediante dos conductimetros EC-Metro EC-Metro GLP 31(Crison). Se
recopilaron los valores de conductividad obtenidos de la fabricacion de 24 PMM distintas y

analizadas en dos conductimetros.

Dos factores que influyen en la medida son: la agitacién de la solucion cuando se esta realizando
la medida, ya que la corriente eléctrica se debe al movimiento de iones en la disolucion y la
temperatura, que influye en dicho movimiento, por lo que la medida se debia de realizar a 20 -
25 °C.

Se establecid el rango de aceptacion, eliminando los valores atipicos o “outliers” del grupo de
datos. Para ello, se utilizé el parametro denominado desviacion absoluta mediana (DAM) porque
es una medida de dispersion estadistica. Es un estadistico robusto, siendo mas resiliente a
valores muy desviados del promedio en un conjunto de datos que la desviaciéon estandar. Se
calculé6 mediante la férmula DAM = mediana {|Xi — Me|}, para i=1 hasta n. Donde DAM es la
mediana de los valores absolutos de los residuales (desviaciones) respecto a la mediana de los
datos. Para utilizar DAM como un estimador consistente se multiplica por una constante que
depende de la distribucion y en este caso para distribuciones normales DAMxi = 1.4826. Asi, el
valor atipico fue definido como el valor 4 veces o mas desviado de DAM. Este valor se calculd

con el programa estadistico JMP v12.0.

Una vez obtenidos, el rango quedo definido mediante los valores de conductividad mas bajos y
mas altos obtenidos, ampliados en 5%, porcentaje de diferencia observado entre las medidas en
los dos conductimetros EC-Metro EC-Metro GLP 31(Crison).

Asi, como control de calidad del PMM también se tuvo en cuenta los componentes que
componian dicho reactivo y la medida de conductividad, pH y concentracion fueron los

parametros a evaluar en el material intermedio involucrado en su fabricacion.

A través de la medida del pH se conoce el grado de acidez o basicidad de soluciones acuosas
diluidas. Es en realidad una medida de la actividad de los iones hidrégeno en una solucién
electrolitica. Utilizarlo como control de calidad sirve para detectar posibles variaciones del rango

habitual o de referencia.

Y la concentracién se conoce la proporcion que hay entre la cantidad de soluto y la cantidad de
disolucién o disolvente. De igual manera que con el pH se utilizé como control de calidad para

detectar variaciones de concentracion del rango habitual.
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2.2.2 Control de calidad determinados para Bead Master Mix (BMM) y sus materias
_intermedias.

A. Material intermedio involucrado en la fabricacién de la BMM

A.1 Buffer de hibridacién

Como control de calidad, el parametro a evaluar en este caso fue la conductividad. En primer
lugar, se midieron unos patrones de conductividad conocida y, a continuacién, se midieron las
muestras problema. En total, se recopilaron los valores de conductividad de 12 lotes distintos
medidos por dos operadores en dos conductimetros para establecer un rango como criterio de
aceptacion.

Las mediciones de conductividad se realizaron utilizando 25 ml del buffer en un tubo Falcon de
50 mL y antes de medir se mezclé la solucién invirtiendo el tubo 5 veces.

Por otra parte, también se realizé un estudio de estabilidad real de 3 lotes distintos del reactivo
almacenado a temperatura ambiente en matraces de Erlenmeyer libres de ADNasas. La
conductividad fue medida a distintos tiempos (3, 6, 9, 13 meses) y finalmente se determind la
caducidad del reactivo.

Al igual que en otras ocasiones se recopilaron los datos de las distintas medidas de conductividad
y se establecié el rango de aceptacion, eliminando los valores atipicos o “outliers” del grupo de
datos. Para ello, se utilizé el parametro denominado desviacion absoluta mediana (DAM) porque
es una medida de dispersion estadistica. Es un estadistico robusto, siendo mas resiliente a
valores muy desviados del promedio en un conjunto de datos que la desviaciéon estandar. Se
calculé6 mediante la férmula DAM = mediana {|Xi — Me|}, para i=1 hasta n. Donde DAM es la
mediana de los valores absolutos de los residuales (desviaciones) respecto a la mediana de los
datos. Para utilizar DAM como un estimador consistente se multiplica por una constante que
depende de la distribucion y en este caso para distribuciones normales DAMxi = 1.4826. Asi, el
valor atipico fue definido como el valor 4 veces o mas desviado de DAM. Este valor se calculd
con el programa estadistico JMP v12.0.

Para establecer el rango de aceptacion de conductividad, se consideraron los valores de
conductividad mas bajos y mas altos obtenidos después de eliminar los valores atipicos y se

amplio el rango un 5% debido a las diferencias entre los diferentes conductimetros.
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A.2 Conjugados o couplings

El proceso de conjugacion es aquel mediante el cual que el grupo amino de la sonda se acopla
al grupo carboxilo de la bead.

Se establecieron dos controles de calidad de este proceso. El primero consistié en valorar que
el proceso de conjugacién se habia realizado correctamente, y con el segundo criterio, se
determind el rendimiento del proceso de conjugacion, es decir, conociendo la cantidad de partida

en el nUmero de beads determinar la cantidad de beads recuperadas al final del proceso.

El primer criterio se determiné mediante la hibridacién y posterior marcaje con SAPE de los
conjugados con sus antisondas correspondiente, es decir, las secuencias reversas

complementarias con el extremo 5 modificado con biotina.

Tabla 11. Ejemplo que muestra la secuencia de una sonda son su extremo 5’ tiene un grupo amino primario
modificado al final de un espaciador e 6 carbonos (5AmMC®6) y su correspondiente antisonda con su extremo

5’ biotina modificado (5Biosg).

Secuencia
Sonda /SAmMMCGE/GAGGCTAGGTGGGGGCGAG
Antisonda /5Biosg/CTCGCCCCCACCTAGCCTC

Se tuvo que optimizar la concentracién de trabajo, y para ello, a partir de la concentracion stock
100 uM de la antisonda se realizaron diluciones seriadas hasta conseguir la concentracion cuya
sefial fuera al menos un valor de MFI 10000. Este valor es la sefial en saturaciéon que al menos
se debia obtener cuando si el rendimiento en el proceso de la conjugacién ha sido éptimo
(Angeloni et al., 2018).

Se analizaron las dos concentraciones 1 uMy 100 nM que se testaron con conjugados fabricados
con un (1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl] carbodiimide hydrochloride) (EDC) control y con un
EDC que denominamos “malo” porque se sometié a humedad extrema para que se hidratara y
afectara al proceso.

Y con el segundo criterio, se calculd el nimero de beads recuperadas al final del proceso de
conjugacion mediante el Multisizer 3 Coulter counter (Beckman Coulter). El contaje de cada uno
de las particulas (beads), estén o no conjugadas, debian de ser al menos un 50% de la cantidad
de beads iniciales. Un conjugado con un menor nimero de microesferas produciria una BMM
con una bead limitante, es decir, cuando la BMM sea detecta en el Luminex el resultado emitido

seria erroneo.
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A.3 SONDAS

Al igual que los primers se cuantificaron con el espectrofotémetro (NanoDrop™ 8000
Spectrophotometer - Thermo Fisher Scientific) para confirmar que cumplian los mismos criterios,

en cuanto a su concentracioén, que los establecidos para los primers.

A.4 BUFFER MES

El buffer MES (2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid) se utiliza durante el proceso de conjugacion.
Este buffer es esencial para la eficiencia del proceso de acoplamiento sonda-bead mediante el
EDC. El control de calidad que se establecié para este buffer fue la medida de conductividad.
Para ello, se midieron unos patrones de conductividad conocida y, a continuacién, se midio la
conductividad del buffer MES. Al igual que para otros reactivos el rango establecido se determiné
con las medidas realizadas y el porcentaje de diferencia entre equipos. A su vez la fabricacion
de los conjugados se realizé en dos tandas segun el protocolo de fabricacion, y se establecio
que entre tanda y tanda se debia medir adicionalmente, como un segundo control de calidad, el
pH del buffer (MES), ya que es un punto critico de la fabricaciéon debido a que el pH afecta a la
eficiencia de la reaccion de acoplamiento sonda-bead mediante el EDC (XMAP® Luminex®.
2018).

También se realiz6 un estudio de estabilidad real durante 1 mes de 10 lotes distintos del reactivo
almacenado a temperatura ambiente en matraces de Erlenmeyer libres de ADNasas.

A.5 EDC (1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl] carbodiimide hydrochloride)

El EDC es un reactivo higroscopico que se hidrata afectando a la eficiencia de la conjugacion.
Un parametro de control de calidad que indica la presencia o no de humedad en el reactivo es
medir el punto de fusién con un MPA 100 - OptiMelt (Stanford Research Systems). Por ello
establecimos como control de calidad el valor llamado onset point, es decir, la temperatura a la

que el EDC comienza a cambiar de estado sélido a liquido.

La Tm (Melting temperature) o temperatura de fusién del EDC esta estimada en torno a los

112°C, si el reactivo estuviese hidratado este valor se alteraria.

Ademas, también se definié la llamada velocidad de rampa, es decir, el aumento de temperatura
por segundo que fue 1 ° C / minuto. Se partié de una temperatura inicial de 105°C (7° C por
debajo de la temperatura de fusion estimada del EDC (112 °C) y se finalizé en 116°C (4° C por
encima de la temperatura de fusion estimada del EDC (112 °C). Se parti6 de la premisa que el
alejamiento del punto de fusion deberia ser < a 2 ° C para considerar los resultados como

aceptables. Los rangos de punto de fusién es también llamado Melting point ranges (MP) = clear
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point — onset point, es decir, MP = punto de fusién — punto de inicio (donde empieza a cambiar
de estado solido a liquido). Los puntos de inicio debian estar alrededor de 108 ° C, mientras que

el punto de fusién se esperaba alrededor de 112 ° C.

Ademas, también se definio el coeficiente de variacion, medido en %, admisible entre los tres
capilares, es decir, como se muestra en la Figura 28 cuando se realiza la medida se introducen
3 capilares independientes que contienen el EDC y se obtiene la medida de cada capilar. Se
realizaron diversas medidas en dias, lotes y operadores distintos para diferenciar lo que era

variabilidad de lo que era error en la medida.
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Figura 28. Imagen que muestra los tres capilares que se miden en el MPA 100 - OptiMelt (Stanford Research
Systems). Cada capilar esta lleno del EDC al cual se somete a las condiciones de temperaturas programadas de
inicio y de finalizacién. Los resultados mostraron el onset point.

Se analizaron los resultados con la prueba t de Student, para ver las posibles diferencias
significativas entre dias y operadores.

B. Bead Master Mix (BMM)

Definidos todos los controles de calidad de las materias intermedias involucradas en la
fabricacion de la BMM, se definio qué control de calidad era el mas adecuado para este

componente.

El control de calidad establecido consistié en contar el nimero de conjugados presentes en la
BMM. Se realizé mediante un Multisizer 3 Coulter counter (Beckman Coulter), es decir, un
contador de particulas. Este aparato se basa en el principio Coulter que dice el aumento
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transitorio en la impedancia (resistencia al paso de una corriente eléctrica) a través del canal por
el que circula una corriente eléctrica es proporcional al volumen ocupado en cada instante de
tiempo por la particula que lo atraviesa (Beckman Coulter, 2009). Este instrumento mide
particulas de un tamafio 0.4 - 1200 ym de diametro y como las beads que conforman los

conjugados tiene un tamarfo de 5.6 um su utilizacién es compatible con nuestros objetivos.

Para establecer el rango que definiria la concentracion de beads en la BMM se calcul6 de forma
tedrica teniendo en cuenta las especificaciones del certificado analitico de las beads de Luminex
y un valor de coeficiente de variacion (CV %) establecido segun las distintas medidas realizadas.
Definido CV (%) permitido, se interpretd6 que un CV mayor del definido era un error de

procesamiento en la preparacion de las muestras a cuantificar.

2.2.3 Control de calidad para el estreptavidina-ficoeritrina (SAPE)

A. SAPE

Al utilizar distintos SAPE de varios proveedores se observé en la fase 1: Disefio y optimizacion
del test de genotipado sanguineo (ID RHD XT) que en algunos habia presencia de precipitados
que interferian con el recuento que hacia luminex de sus beads, es decir, se generaban
recuentos incorrectos por la presencia de estas particulas. El control de calidad consistié en
detectar y descartar estos SAPEs. Por lo tanto, para el SAPE, el control de calidad establecido
fue detectar la presencia de particulas mediante el Multisizer 3 Coulter counter (Beckman

Coulter).

2.2.4 Control de calidad para el SAPE DILUTION BUFFER

Para el SAPE dilution Buffer, el parametro a evaluar fue la conductividad ya que es un parametro

fiable para medir el contenido iénico en una solucion.

Se recopilaron los valores de conductividad de 5 lotes distintos medidos por dos operadores en

dos conductimetros para establecer el rango aceptado.

Al igual que en otras ocasiones se recopilaron los datos de las distintas medidas de conductividad
y se establecié el rango de aceptacion, eliminando los valores atipicos o “outliers” del grupo de
datos. Para ello, se utilizé el parametro denominado desviacion absoluta mediana (DAM) porque
es una medida de dispersion estadistica. Es un estadistico robusto, siendo mas resiliente a
valores muy desviados del promedio en un conjunto de datos que la desviaciéon estandar. Se
calculé6 mediante la férmula DAM = mediana {|Xi — Me|}, para i=1 hasta n. Donde DAM es la
mediana de los valores absolutos de los residuales (desviaciones) respecto a la mediana de los

datos. Para utilizar DAM como un estimador consistente se multiplica por una constante que
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depende de la distribuciéon y en este caso para distribuciones normales DAMxi = 1.4826. Asi, el
valor atipico fue definido como el valor 4 veces o mas desviado de DAM. Este valor se calculd
con el programa estadistico JMP v12.0.

Para establecer el rango de aceptacion de conductividad, se consideraron los valores de
conductividad mas bajos y mas altos obtenidos, después de eliminar los valores atipicos, y se

amplio el rango un 5% para incluir las diferencias entre los diferentes conductimetros.

También se realizé un estudio de estabilidad real durante 25 meses a 2-8°C de 3 lotes distintos

en los matraces Erlenmeyer libres de ADNasas.
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Fase 3: Validacion del test

Esta fase se llevé a cabo mediante la realizacion de distintos estudios necesarios para obtener
la aprobacion de marcado CE, requisito de conformidad legal obligatorio para todos los productos
que se comercialicen en la Unién Europea (UE). Para su obtencion, el organismo notificado
autorizado de la Unién Europea. TUV-SUD, evalud la conformidad del producto o test dentro de

los requisitos de la mayoria de las Directivas y Reglamentos de la UE.

Para ello los estudios se realizaron siguiendo las distintas guias del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) que promueve el desarrollo y el uso de normas y pautas de consenso

voluntario de laboratorio dentro de la comunidad de atencion médica (https://clsi.org/).

En todos los estudios se utilizaron lotes de distintos reactivos de los 4 componentes de ID RHD
XT (PMM, BMM, SAPE y SAPE DILUTION BUFFER) previamente liberados por el departamento
QC.

Ademas, en todos los estudios que se realizaron para la validacion del test se utilizé un panel de
4 muestras (NA19327 (RH1), HG01894 (RH2), NA19904 (RH3) y NA20294 (RH4), lineas
celulares del National Human Genome Research Institute (NHGRI) para la investigacion genética
humana adquiridas del Coriell Institute for Medical Research (New Jersey, EE. UU). Junto al
panel de muestras también se incluyeron en cada experimento dos muestras positivas como

control de procesamiento ID RHD CONTROL 1 y ID RHD CONTROL 2 y un control negativo
(agua).

Este panel cubria todos los genotipos y fenotipos predichos con frecuencias superiores al 1%,
con la excepcioén del resultado del fenotipo "Weak D Type 1 o D+", es decir, que expresan un
numero menor de sitios antigénicos por eritrocito comparado con un fenotipo D positivo normal,
fue reemplazado por " Weak D Type 1" (el mas frecuente clinicamente relevante “Weak D Type”).

El panel de ADN fue previamente caracterizado mediante secuenciacion bidireccional Sanger.

Este método se conoce como método didesoxi o secuenciacion por terminacion de cadena. Es
un método enzimatico que permite sintetizar, de forma secuencial, una hebra de ADN
complementaria a una hebra de cadena simple (que se utiliza como molde), en presencia de
ADN polimerasa, los cuatro 2’-deoxinucleétidos que componen la secuencia del ADN (Datp,
dGTP, dCTP y dTTP) y cuatro dideoxinucleétidos (ddATP, ddGTP, ddCTP y ddTTP). Estos
ultimos nucleétidos “especiales” o nucleétidos de parada, estan disefiados para que carezcan
del grupo 3’-OH, que permite la adicion del nucleétido consecutivo, de forma que cuando uno de
ellos es incorporado por la polimerasa se interrumpe la sintesis de la nueva hebra. Esto lleva a

que se obtengan fragmentos secuenciados de diferente tamafio, segun dénde se incorporen los
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dideoxinucleotidos. De este modo, y tras una simple electroforesis, las bandas se traducen en

los diferentes nucledtidos y se deduce la secuencia (Munshi, 2012).
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Tabla 12. Genotipos del panel de muestra.

Nombre de las muestras (ID)

Sisteme grupo sanguineo NA19327 HG01894 NA19904 NA20294
Rh RHD deletion RHD*weak D type 1 RHD*Pseudogene heterozygous  RHD*DIllla-CE(3-7)-D heterozygous
HPA-1 HPA1a/1a HPA1a/1b HPA1a/1a HPA1b/1b

Tabla 13. Fenotipos predichos del panel de muestras.

Nombre de las muestras (ID)

Antigeno NA19327 HG01894 NA19904 NA20294

D (RH1) D- Weak D Type 1 Weak D Types 1, 2 or 3 not detected (*) Weak D Types 1, 2 or 3 not detected (*)
HPA-1a + + + 0

HPA-1b 0 + 0 +

(*) RHD gene present. D- (RHD*Dllla-CE{(3-7)-D or RHD*Pseudogene genotype not detected
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Se determinaron unos criterios de aceptaciéon minimos que tuvieron que cumplir todos los
estudios, excepto en aquellos que tenian sus propios criterios y que se detallan en su

correspondiente apartado.

El resultado de antigeno correcto (“antigen call rate”) debia ser mayor o igual al 95% y el resultado
por antigeno mayor o igual 99% de los resultados esperados. Se analizé el panel de muestras y
sus correspondientes réplicas en cada uno de los estudios y se determiné los fenotipos predichos

confirmandose la aceptacion o no de los criterios.

3.1 Estudio estabilidad real

Este estudio consistid en determinar la caducidad del kit almacenado a 2-8°C. Los tiempos
evaluados fueron: 0, 3, 6, 9, 10, 12, 13, 15y 16 meses. La eleccién de estos tiempos fue porque
previamente se realizé un estudio de estabilidad acelerado a 25°C + 2°C con el que se determiné

la estabilidad del test en 16 meses.

El estudio de estabilidad también implicé evaluar la estabilidad o el impacto que podria conllevar
la temperatura de almacenamiento (2-8°C) sobre el resto de componentes que conforman el kit
(el CD que contiene el software de analisis, las etiquetas de los tubos y la caja en si misma).

En el caso de la caja y las etiquetas se verificd que no estaban deterioradas. Ademas, en la tapa
de la caja, donde esta la informacion en formato cédigo de barras, se confirmé su estado

escaneandolos con el lector de cddigo de barras.

El disefio del estudio se realizé siguiendo la guia “Clinical and Laboratory Standards Institute”
(CLSI) EP25-A (Evaluacién de la estabilidad de los reactivos de diagndstico in vitro), y se

analizaron tres lotes diferentes de ID RHD XT (lote 2, 3y 5).

En cada punto temporal se analizaron 20 réplicas del panel de muestras de ADN gendémico. El
estudio fue realizado por dos operadores y 3 lotes diferentes de enzima, uno con cada lote de ID
RHD XT. Para cada tiempo se asign6 un namero de kit concreto (Tabla 14), este numero de kit
fue calculado de forma aleatoria del total fabricados. Cada caja que contenia los reactivos que
conformaban el kit fue montado en el orden de alicuotado de cada reactivo, es decir, la alicuota
niamero 1 de los componentes del kit (PCRMM, BMM, SAPE y SAPE DILUTION) correspondia

al kit 1 de cada lote hasta llegar a la ultima alicuota cuyo numero dependia del tamafio del lote.

3.2 Estudio del vial abierto (Open Vial)

Este estudio evaluo la estabilidad del "vial abierto" (es decir, del vial en uso) de los reactivos del
kit ID RHD XT (PCRMM, Bead Master Mix, SAPE dilution buffer y SAPE) almacenados a 2-8 °C.
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Después de 6 meses de almacenamiento a 2-8°C, los kits se abrieron y testaron cada tres meses
durante un periodo de 6 meses (T6 = primera apertura. T9 = mes 3 después de la aperturay T12
= mes 6 después de la apertura) (Figura 29).

Ademas, se evaluaran dos puntos de tiempo adicionales (T13y T16) alos 7 y 10 meses después
de la apertura. Estos dos puntos se realizaron porque los resultados previos del estudio de
estabilidad acelerado 25°C * 2°C determiné la estabilidad del test en 16 meses, por lo tanto, hubo

que confirmar que un vial abierto durante ese periodo era estable.

Por lo tanto, el estudio evalud 15 meses de almacenamiento (6 meses kits cerrados + 9 meses
en uso = 15 meses).
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Figura 29. Esquema que muestra la cronologia del estudio.

Otro punto a evaluar fue el impacto en la estabilidad que podria sufrir la Bead Master Mix al tener
el reactivo a temperatura ambiente durante el tiempo de su dispensacion en cada punto del
estudio. Para ello se establecié un tiempo de 30 minutos desde que se extraia el reactivo del
refrigerador (2-8°C) hasta su devolucion a la misma temperatura. Este tiempo se determiné con
el valor medio obtenido entre distintos operadores que tardaron el dispensar una placa de 96

pocillos con una pipeta monocanal.

Durante todo el estudio se utilizaron los mismos lotes de reactivos, es decir, el mismo lote de

enzima polimerasa como el mismo lote de cada uno de los componentes que conforman el test.
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Tabla 14. Tabla con el namero de kit analizado en cada tiempo en los 3 lotes de ID RHD XT distintos.

Numero de kit analizado en cada tiempo

Lote de ID RHD XT

Tiempo (meses) 3201020002 3201020003 3201020005

48 8 121

24 4 60
3

128 16 12

37 60 81

45 115 101

68 95 136
6

25 68 58

18 32 5

97 80 35

61 66 95
9

138 99 117

92 1" 94

102 98 74

19 64 102
10

52 87 108

82 145 110
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67 17 124
4 15 65
12
124 143 59
99 135 34
136 134 21
31 136 29
13
94 40 109
107 26 125
144 36 83
143 92 78
15
137 3 75
122 50 40
71 124 42
110 23 120
16
36 5 53
87 122 41
33 77 17
Extra para repeticiones
22 137 100
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78 125
34 96
76 53
103 43
66 65
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38

62

14

43

16

3.3 Estudio de deteccion del limite inferior

Este estudio evalud el limite de deteccion inferior (LoD) para el test ID RHD XT utilizando el

modelo probit segun lo establecido en el estandar “Clinical and Laboratory Standards Institute”

(CLSI) EP17-A2. El modelo probit es un tipo de regresiéon donde la variable dependiente puede

tomar solo dos valores.

Las cuatro muestras de ADN gendmico (Panel de Muestras) se prepararon a las concentraciones

requeridas (10, 5, 2, 1, 0.1 y 0.05 ng / pl) a partir de alicuotas de 20 ng / ul previamente

preparadas (ver Tabla 15).

Tabla 15. Calculo de las diluciones necesarias para testar las concentraciones 6ptimas para determinar el limite

de deteccion inferior (LoD).

DNA input (ng) Concentracion Vol. de ADN Vol. de TE Volumen final ancentracion
stock (ng/pL) stock (uL) 0.5mM (uL) (pL) final (ng/pL)

100 NA NA NA NA 20

50 20 125 125 250 10

25 10 125 125 250 5
10 10 50 200 250 2
5 2 125 125 250 1

0.5 10 3 297 300 0.1

0.25 10 2 398 400 0.05

NA (No aplica)

Se utilizaron un total de dos lotes de reactivos diferentes tanto de ID RHD XT (lotes: 3201000002
y 3201000003), como de enzimas (lotes: 151049713 y 1540109153), un mismo termociclador.

Luminex® y operador. Ademas, el estudio debia ejecutarse en, al menos, 3 dias distintos.
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”

Se analizaron los resultados en cada nivel de concentracion de ADN y se determiné el "call rate
o el porcentaje de resultados correctos, en cada nivel y lote de reactivos. Los “call rates” se
convirtieron matematicamente en unidades de probabilidad normal acumulativa ajustandolas a
un modelo probit, es decir, un tipo de regresién para las variables de resultados binarios. Se
ajusto la regresion frente a la concentracion de ADN para calcular la tasa de aciertos de 0.95 que

determino el limite de deteccion (LoD) de cada lote de reactivos.

La concentracion a la que se obtuvo el 95% de resultados correctos se establecié como el limite
de deteccion (LoD)] del lote analizado el valor mas alto obtenido determiné el LoD del test. El

software utilizado para el analisis fue JMP v12.0.

El disefio de este estudio y su analisis cumplia con los requisitos establecidos por la guia EP17-
A2 de “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI).

3.4 Estudio de deteccidén del limite superior

Las concentraciones de ADN analizadas para deterrnimar el LoD superior se escogieron en
funcién de las concentraciones de ADN genémico obtenidas habitualmente de la extraccion de
sangre total y en las que el resultado posterior con ID RHD XT fuese 100% correcto.

Cuarenta (40) observaciones replicadas para cada muestra se analizaron en cada nivel de
concentracion de ADN (20 por lote) (Tabla 16).

Tabla 16. Concentracion de ADN testada para determinar el LoD superior.

ADN
Nivel Input (ng) Conc (ng/plL)
1 1000 200
2 750 150

El estudio fue realizado por un operador utilizandose dos lotes de reactivos de ID RHD XT
(3201000003 y 3201000004) y dos lotes de enzima polimerasa (154010915 y 151039708). El

mismo termociclador y el mismo equipo Luminex fueron utilizados a lo largo del estudio.

Se analizaron los resultados al igual que el estudio anterior y se determiné el LoD superior con

el valor menor obtenido de los 2 lotes de reactivos y que cumpliese los criterios de aceptacion.
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3.5 Estudio de verificacion de termocicladores

Se evaluaron 3 modelos diferentes de termocicladores; 1.- Geneamp® PCR System 9700 (Life
Technologies), bloque aluminio. 2.- Veriti® Dx (Life Technologies) y 3.- Geneamp® PCR System
9700 (Life Technologies) bloque “gold”.

El estudio se llevd a cabo con un operador y con un lote de reactivo de ID RHD XT 3201000001
y de enzima 151039708. Se analiz6 el panel de muestras con 3 réplicas por muestra para cada

uno de los termocicladores.

Los criterios de aceptacion para el estudio fueron definidos como Antigen call rate = 95% y correct
calls 2 99%.

3.6 Sustancias interferentes

El impacto de las posibles sustancias interferentes, sustancias enddgenas y exogenas en el
contexto de las necesidades médicas, fue evaluado mediante el analisis de tres muestras de
sangre total anticoagulada con EDTA-K2 (Tabla 17). Estas sangres fueron recopiladas de
manera aleatoria de donantes voluntarios anonimos a través de Bioreclamation IVT (New York.
USA).

El disefio del estudio se realizé siguiendo las recomendaciones de la guia “Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI) EP7-A2” (Pruebas de interferencia en quimica clinica).

Estas tres sangres, sin ningun interferente afiadido, se analizaron mediante secuenciacion
Sanger y sus resultados fueron comparados con los obtenidos en ID RHD XT en las sangres con
interferentes, afiadidos antes de realizar su extraccion de ADN.

Los criterios de aceptacion fueron que los resultados con ambos métodos, tenian que ser iguales,

ademas del resto de criterios ya descritos anteriormente para los estudios.
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Tabla 17. Sustancias interferentes y solventes testadas en el estudio.

Codigo interno Sustancias interferentes y solventes
B Bilirubina (no conjugada)
BS Solucion hidréxido de sodio (0.1 N NaOH)

Hemoglobina (hemolizado)
Lipoproteinas ricas en triglicéridos

Proteinas (Albumina)

AS Aspirina (acido acetilsalicilico)
E Etanol (100%)
I Ibuprofeno
ADN Etanol (96%)
AM Ampicilina
AC Acetaminofeno
HP Heparina
w Warfarina
DH Difenhidramina
AT Atorvastatina
D Dimetilsulféxido (DMSO 0.2%)

Por lo tanto, por un lado, alicuotas de las muestras de sangre total se enriquecieron con las
concentraciones adecuadas de sustancias interferentes para simular los estados de hemdlisis,

ictericia y lipemia (=500 mg/dL de hemoglobina, > 20 mg/dL de bilirrubina y > 3000 mg/dL de

lipoproteina rica en triglicéridos, respectivamente) en muestras de sangre. Ademas, también se

evaluo el efecto de la proteina total (>12 g/dL con > 6g/dL de albumina).

Por otro lado, como sustancias exdgenas, y en funciéon del uso previsto de ID RHD XT, se
testaron: un antibidtico (ampicilina 152 pmol/L), un analgésico (paracetamol 1324 pmol/L),
medicamentos antiinflamatorios (ibuprofeno 2425 pmol/L), anticoagulantes (warfarina 32.5
pmol/L; heparina 3000 U/L y aspirina 3.62 mmol/L), (la aspirina que a su vez también es un
analgésico), un medicamento reductor del colesterol atorvastatina (600 pg/L) y un medicamento

para la alergia difenhidramina (19.6 pmol /L).

Ademas del agua, se utilizaron como disolventes DMSO (para la atorvastatina y la warfarina),
etanol (para la aspirina, el ibuprofeno y la warfarina) y NaOH (para la bilirrubina). Como tal,

también se agregaron a la sangre para usarlos como controles.

Asimismo, el etanol (utilizado en el proceso de extracciéon de ADN) también se evalué como un
potencial contaminante, por lo que se enriquecié con etanol al 5% la muestra de ADN genémico

extraido en vez de la muestra original de sangre total.
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Por lo tanto, se probaron un total de 16 condiciones con interferentes y dos condiciones sin
interferente (i.e., condicion control). En total se analizaron 162 réplicas en el transcurso del
estudio (3 muestras, 18 condiciones (16 con interferentes y 2 sin interferente), ADN extraido por
triplicado: 3 x 18 x 3 = 162). Las extracciones de ADN de las muestras con interferentes y sin
interferentes, fueron realizadas mediante dos lotes del QlAamp Blood Mini Kit (Qiagen). Cada
extraccion se realizo por triplicado para cada condicion. Las muestras de sangre total utilizadas
fueron almacenadas a 2-8°C durante 6 semanas.

El estudio fue realizado por dos operadores con un lote de enzima (151039708) y un lote de ID
RHD XT (3201020001).

3.7 Estudio de precision intermedia

La precisiéon representa la capacidad del método de medida de dar el mismo resultado en
mediciones repetidas del mismo objeto llevadas a cabo en las mismas condiciones. En este
estudio se sigui6 la guia CLSI EP12-A2 (Evaluacion del rendimiento de la prueba cualitativa) para

su disefo.

El estudio fue realizado por 2 operadores. Cada operador realizé cada experimento al dia,
alternando los equipos (pipeta, termocicladores, Luminex, etc) en 6 dias no consecutivos,
durante un periodo de al menos 20 dias. Cada dia de experimento se analizaba el panel de
muestras por triplicado con 3 lotes de reactivos (3 lotes de enzima polimerasa y 3 lotes de
reactivos de ID RHD XT). El total de muestras del panel procesadas en el estudio fue 432, ya
que cada dia se procesaban 72 muestras (36 muestras por operador). Ademas, cada dia también
se procesaban los controles de procesamiento, ID RHD CONTROL y el Negative Control, por lo

que el total de controles al dia era de 18 (9 controles por operador).

La tabla 18, es un ejemplo de disefio de placa realizado cada dia del estudio.

102



Material y Métodos

Tabla 18. Ejemplo de disefo de placa del estudio de precision intermedia. Leyenda: RH = muestras (1-4); O = Operador (1-2); | = Instrumento (1-2); L= Lote de reactivo (L2. L3,
L5); LoD = Concentracion DNA [Baja (L), Alta (U), Nominal (N)]; Run = Namero de experimento (1-6); D = Dia (1-22); R = Replica (1-3).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

RH1_02_12 L | RH1_02_12_ 12 | RH1_02_12_L2 ID RHD RH1_02_12 L3_ | RH1_02_12 L3 | RH1_02_12_ L ID RHD RH1_02_12 L5 | RH1_02_12 L | RH1_02 12_L5_ ID RHD

2 LODL_Run1 | _LODL_Run1_ | _LODL_Run1_ | CONTROL | LODL_Run1_D1 | _LODL_Run1_ | 3_LODL_Run CONTROL 1 LODL_Run1_D1 | 5 LODL_Run | LODL_Run1_D1 CONTROL 1
_D1_R1 D1_R2 D1_R3 1 _R1 D1_R2 1_D1_R3 _R1 1_D1_R2 _R3

RH2_02 12 L | RH2_02_12_ 12 | RH2_02_12_L2 ID RHD RH2_02_12 L3_ | RH2_02_12 L3 | RH2_02_12 L ID RHD RH2_02_12 L5 | RH2_02_12 L | RH2_02_12_L5_ ID RHD

2 LODL_Run1 | _LODL_Run1_ | _LODL_Run1_ | CONTROL | LODL_Run1_D1 | _LODL_Run1_ | 3_LODL_Run CONTROL 2 LODL_Run1_D1 | 5 LODL_Run | LODL_Run1_D1 CONTROL 2
_D1_R1 D1_R2 D1_R3 2 _R1 D1_R2 1_D1_R3 _R1 1_D1_R2 _R3

RH3_02 12 L | RH3 02 12 12 | RH3_02_12 L2 . RH3_02_12_L3_ | RH3_02 12 L3 | RH3_02_12_L . RH3_02_12_L5 | RH3_02 12 L | RH3_02_12_L5 .
= - - = - - = Negative - - - = - - = T Negative - - - = T - - - = Negative

2 LODL_Run1 | _LODL_Run1_ | _LODL_Run1_ Control LODL_Run1_D1 | _LODL_Run1_ | 3_LODL_Run Control LODL_Run1_D1 | 5 LODL_Run | LODL_Run1_D1 Control
_D1_R1 D1_R2 D1_R3 _R1 D1_R2 1_D1_R3 _R1 1_D1_R2 _R3

RH4_02_12 L | RH4_02_12_ 12 | RH4_02_12_L2 RH4_02 12 L3_ | RH4_02_12 L3 | RH4_02_12 L RH4_02_12 L5 | RH4_02_12 L | RH4_02 12_L5_

2 LODL_Run1 | _LODL_Run1_ | _LODL_Run1_ LODL_Run1_D1 | _LODL_Run1_ | 3_LODL_Run LODL_Run1_D1 | 5 LODL_Run | LODL_Run1_D1
_D1_R1 D1_R2 D1_R3 _R1 D1_R2 1_D1_R3 _R1 1_D1_R2 _R3
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Los primeros dos dias, se uso el Panel de Muestras (ver arriba) a una concentracién de ADN de
2 ng/pul (el limite inferior de deteccion con un 100% de “correct calls”) y los dos siguientes dias,
el panel de muestras a 200 ng/pl (el limite superior de deteccion testado) y los dos ultimos se

analiz6 el Panel de Muestras a 20 ng/ul (concentracion de referencia).

Por lo tanto, todas las variables (operador, instrumento y lote de reactivos) se analizaron cada
"dia” con la excepcion de la "concentracion de ADN" en el que cada dia se analizaba una

concentracion determinada.

Para cada operador, instrumento, dia, lote de reactivos y concentracion de ADN, se analizaron
los resultados y se confirmé que los fenotipos predichos para todas las muestras de ADN
gendémico y sus réplicas fuesen los esperados.

Se determiné como un impacto en la precision del test si mas del 5% del total de las muestras
del panel, presentaban un resultado “No call” y/o mas del 1% un resultado fenotipo predicho
incorrecto. Es decir, se requiere para dar por valido el test que el Antigen call rate = 95% y

“Correct call’ 2 99%.

Ademas, para evaluar la variabilidad debida al operador, instrumento, dia y lote de reactivos en
los resultados del test, desde un punto de vista cuantitativo, se realizé un analisis de los
componentes de la varianza con los ratios de fluorescencia obtenidos durante el estudio tanto
para los ratios de ausencia / presencia como para los ratios de los genotipos homocigoto

frecuente (3), heterocigoto (2) y homocigoto infrecuente o mutante (1).

El modelo estadistico incluyé las siguientes variables:

“Ratio de fluorescencia” como variable dependiente.

"Operador”. "Instrumento”. "Dia" y "Lote de reactivos" como variables independientes.

Todas las variables independientes fueron consideradas como variables de efectos aleatorios.
Fueron enumerados en la declaraciéon modelo en el siguiente orden; "Concentracion de ADN"
dentro de "Dia" y “Dia" unido "operador" e "Instrumento".

Este analisis de los resultados de los componentes de la varianza se calculé mediante el software
JMP v12.
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3.8 Estudio de tolerancia a la variabilidad en el protocolo (Guard
banding)

Se define la tolerancia a la variabilidad en el protocolo como la capacidad de variacién desde el
limite de la especificidad hasta el limite de la zona de aceptacién o rechazo, es decir, cuanto
puede cambiar un pardmetro para considerarlo valido o no. Por ejemplo, modular los tiempos de
agitacion de un reactivo y valorar su posible impacto en el resultado final del proceso.

Esta tolerancia a la variabilidad en el protocolo del ensayo de ID RHD XT se evalud, desde la
etapa de amplificacion del ADN (PCR) hasta la adquisicion de datos en el Luminex®

(Amplificacion, Hibridacion, Marcaje y Adquisicion de datos).

Cada uno de los pasos principales de procesamiento del test se analizé para determinar, a partir
de un enfoque basado en el riesgo, cuales eran los puntos criticos. Asi, las condiciones testadas
se dividieron en dos grupos; las llamadas “peores condiciones” y las “mejores condiciones”. Las
“peores condiciones” englobaban cambios en los limites inferiores que hacian referencia a
tiempos de mezcla, centrifugacion y procesamiento y las “mejores condiciones” a cambios en los
limites superiores. (Tabla 19, 20, 21 y 22). También se testaron variaciones de temperatura (+
1°C), tiempos, ciclos en la PCR y volimenes (+ 25%) tanto en la amplificaciéon del ADN como en
su hibridacién (Tabla 19 y Tabla 20).

Se analizaron 3 réplicas de cada una de las muestras del panel con un lote de reactivos para

cada uno de las condiciones llamadas “peores condiciones” y las “mejores condiciones”.

Para cada condicion (“peores” y “mejores”), se confirmaron los fenotipos predichos en todas las
replicas del panel de muestras fueran 100% correctos comparados con los obtenidos en las

condiciones nominales.

Tabla 19. Condiciones testadas (limite inferior, limite superior y congelacion) correspondientes a cada uno de

los pasos a seguir en el proceso de amplificaciéon (PCR).

P 1 " . C .
Proceso aso de Método Parametro Testado Condicion
proceso
3 seg Limite inferior
Mezclar PCRMM Aglta(.:|0n amaxima Tiempo
.. velocidad
Preparacion 5 seg Limite superior
PCR Master
Mix
(PCRMM) Centrifugacion a 3 seg Limite inferior
Centrifugar tubos . . .
minima velocidad Tiempo
PCRMM 400
( 9 5 seg Limite superior
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P | , . s
Proceso aso de Método Parametro Testado Condicion
proceso
3 seg Limite inferior
Mezclar ADN Agitacién a maxima .
. ) Tiempo
polimerasa velocidad
Preparacion 5 seg Limite superior
ADN
Polymerase P .
. Centrifugacion a 3 seg Limite inferior
Centrifugar tubos - . )
; minima velocidad Tiempo
ADN polimerasa 400
( 9 5 seg Limite superior
3 seg Limite inferior
Mezclar mix de Agitacién a maxima Tiempo
reaccion de PCR | velocidad P
5 seg Limite superior
::'iip:;'acmn Centrifugar tubos | Centrifugacion a 3 seg Limite inferior
L. mix de reaccion minima velocidad Tiempo
Reaccién de PCR (400 g)
de PCR € 9 5 seg Limite superior
Mix de reaccidn 0.375 pl Limite inferior
de PCR, enzima | Pipeteo manual Volumen
(Taq) volumen 0.625 pl Limite superior
3 seg Limite inferior
Mezclar tubos Agitacién a maxima Tiempo
muestras ADN velocidad P
ADN 5 seg Limite superior
control y
muestras a
testar . Centrifugacion a 3 seg Limite inferior
Centrifugar tubos . . .
minima velocidad Tiempo
muestras ADN 400
( 9 5 seg Limite superior
Dispensacion Limite inferior
Preparacién Dlspe.r!sar Mix de . . inmediata
reaccion de PCR | Pipeteo manual Tiempo
placa PCR
y muestras ADN
60 min Limite superior
<. Centrifugar placa | Centrifugacion a 3 seg Limite inferior
Reaccién . - . .
con mix de minima velocidad Tiempo
PCR .
reaccion de PCR | (400 g) 5 seg Limite superior
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Proceso Paso del Método Parametro Testado Condicién
proceso
.USO . Limite inferior
inmediato
Almacenamiento 4°C | Tiempo
Estabilidad i .
producto PCR 96h Limite superior
Almacenamiento - Tiempo y 5 semanas Condicién
20°C Temperatura congelada
94°C Limite inferior
Activacion Programa de Temperatura
Polimerasa amplificacion PCR P
96°C Limite superior
13 min Limite inferior
Activacion Programa de Tiempo
Polimerasa amplificacion PCR P
17 min Limite superior
35 Limite inferior
. Programa de
Ciclos PCR amplificacion PCR c
45 Limite superior
94°C Limite inferior
Temperatura Programa de Temperatura
desnaturalizaciéon | amplificacion PCR P
96°C Limite superior
Programa de 26 seg Limite inferior
Tiempo | amplificacién PCR Tiempo
desnaturalizacion
34 seg Limite superior
Programa de 59°C Limite inferior
Telmperatura amplificacion PCR Temperatura
anillamiento
61°C Limite superior
Programa de 26 seg Limite inferior
Tlgmpq amplificacién PCR Tiempo
anillamiento
34 seg Limite superior
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P | , . s
Proceso aso de Método Parametro Testado Condicién
proceso
Programa de 71°C Limite inferior
Temperatura amplificacion PCR Temperatura
extension
73°C Limite superior
Programa de 70 seg Limite inferior
Tiempo extension amplificacién PCR Tiempo
90 seg Limite superior
Programa de 71°C Limite inferior
Temperatura final | amplificaciéon PCR Temperatura
extension
73°C Limite superior
Programa de 6 min Limite inferior
Tiempo final amplificacién PCR Tiempo
extension
8 min Limite superior

Tabla 20. Condiciones testadas (limite inferior y limite superior) correspondientes a cada uno de los pasos a

seguir en el proceso de hibridacion.

Proceso Paso del proceso Método Parametro Testado Condicion
Limite
10'seg inferior
Mezclar Bead Master Agitacién a Tiempo
Preparacién Mix (BMM) maxima velocidad o
Limite
placa 15 seg superior
hibridacién P
Centrifugar placa con . Limite
producto PCR Tiempo 3 seg inferior
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Proceso Paso del proceso Método Parametro Testado Condicion
C(.an.trlfugamo.n a Limite
minima velocidad 5 seg superior
(400 g)

Dispensacio | Limite
Dispensar BMM y n inmediata | inferior
afiadir producto de la Pipeteo manual Tiempo
PCR i
30 min L|m|tg
superior
Limite
34.54l inferior
Dispensar BMM Pipeteo manual Volumen
575y | Limie
superior
Limite
3wl inferior
Anadir producto de la .
PCR Pipeteo manual Volumen
5l Limitg
superior
. Limite
1 min . .
Reaccion inferior
Reaccion o .
L desnaturalizacion: Tiempo
desnaturalizacion omi
min . Limite
3 min .
superior
Reaccioén o 94°C .lelt.e
desnaturalizacion: inferior
‘iz ;s 95°C
Reaccién Reaccion Temperatura
hibridacion | desnaturalizacion P
96°C leltg
superior
25 min | -imite
inferior
., o
Reaccion hibridaciéon IncubaC|or.1 a 52°C Tiempo
en termociclador
35min | M
superior
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Proceso Paso del proceso Método Parametro Testado Condicion
sroc | Limite
inferior
. o
Reaccion hibridaciéon IncubaC|or.1 a 52°C Temperatura
en termociclador
53°C leltg
superior
sroc | Limite
inferior
Incubacién a 52°C
Mantener : Temperatura
en termociclador
53°C leltg
superior

Tabla 21. Condiciones testadas (limite inferior y limite superior) correspondientes a cada uno de los pasos a

seguir en el proceso de marcaje.

Proceso Paso del proceso Método Parametro Testado | Condicion
3 se Limite
9 inferior
Mezclar SAPE y SAPE | Agitacion a maxima )
I ) Tiempo
dilution velocidad
Limite
5 seg .
superior
Preparacion
SAPE
Limite
3 seg inferi
Centrifugacién a interior
Centrifugar SAPE minima velocidad Tiempo
(400g) Limite
5 seg .
superior
Limite
2254l inferior
Preparar mix marcaje, .
Preparacién volume de SAPE Pipeteo manual Volumen
. Limite
marcaje de 3.75 pl i
superior
la placa
Mezclar mix de marcaje Agltaglon amaxima Tiempo 3 seg .L|m|t.e
velocidad inferior
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Proceso Paso del proceso Método Parametro Testado | Condicion
Limite
5 seg .
superior
30 min Llfm |t.e
Mantener la mix de . interior
. Almacenamiento en .
marcaje hasta su . Tiempo
di . oscuridad
ispensacion . Limite
35 min i
superior
Dispensacio | Limite
n inmediata | inferior
Di .
|sper.lsar mix de Pipeteo manual Tiempo
marcaje
. Limite
5 min .
superior
. Limite
8 min . :
inferior
., . Incubacién a 52°C en )
Reaccion de marcaje ) Tiempo
termociclador
12min | -imite
superior
Reaccion
marcaje
sroc | Limite
inferior
. . Incubacion a 52°C en | Temperatur
Reaccion de marcaje )
termociclador a
Limit
53°C ©
superior

Tabla 22. Condiciones testadas (limite inferior y limite superior) correspondientes al paso de adquisiciéon de loa

datos en el Luminex.

Proceso Paso del proceso Método Parametro Testado Condicion
Transferencia | Limite
Adquisicién | Tiempo maximo de Incubacion a inmediata | inferior
de datos en | transferencia desde el | temperatura ambienta Tiempo
Luminex marcaje al Luminex en Luminex . Limite
10 min .
superior
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sre (e
Tempelrai\t’ura de Incubacion a 52°C en
adquisicion de datos . Temperatura
en Luminex Luminex i
53°C leltg
superior

3.9 Estudio de estabilidad a temperatura extrema (estabilidad al
“‘estrés”)

El disefo del estudio sigui6 la guia CLSI EP25-A (Evaluacion de la estabilidad de los reactivos
de diagnéstico in vitro), y se evalud el impacto en la estabilidad del test tras someterlo a
temperatura extremas durante su transporte.

Para ello los reactivos que conforman el kit se sometieron a ciclos de estrés de temperatura. Los
dos ciclos de temperatura evaluados cubrian una condicion de temperatura elevada (25 + 3°C),
considera elevada ya que la temperatura de almacenamiento de los kits es 2-8°C, y dos ciclos
de congelacién / descongelacion durante un periodo de 3 dias. Los kits se almacenaron

previamente durante 9 meses a 2-8 °C antes de realizar sobre ellos los ciclos de estrés.

La condicion de 25 + 3°C se realiz6 en estufa y la condiciéon congelada -20 + 5°C en congelador.
Ambas condiciones se llevaron a cabo en instrumentos donde la temperatura estaba controlada
y monitorizada. Después de someterles a estas condiciones de estrés los kits se almacenaron a
2-8 °C durante el tiempo que durd el estudio.

El rendimiento de los reactivos se evalué la primera semana después de completar los ciclos de
estrés (T9: 9 meses después de la fabricacién) y después fueron almacenados a 2-8 °C y se
analizaron los tiempos T12, T13, T15 y T16 meses desde la fabricacion del kit. Es decir, el kit
con una edad de 9 meses (T9) se almacendé a 2-8°C durante 3 meses y se analizo cuando su
edad fue 12 meses (T12), asi sucesivamente con los tiempos T13, T15y T16.

En cada tiempo se testaron 20 réplicas del panel de muestras y fue realizado por un operador,

en un mismo termociclador y equipo Luminex durante el tiempo que duré el estudio.

Para cada condicién de punto de tiempo y estrés, se confirmé que los fenotipos predichos para

todas las muestras de ADN gendmico y las réplicas fuesen 100% correctos.
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| 3.10 Estudio de reproducibilidad

El disefio del estudio se realizé siguiendo las recomendaciones de la guia CLSI EP05-A3
(Evaluacion de la precision de los procedimientos de medicion cuantitativa) y su objetivo fue

evaluar la reproducibilidad del test.

Con el disefio del estudio se estimé la variabilidad observada en tres condiciones: 1.- dia a dia
dentro del laboratorio, 2.- interlaboratorio y 3.- dentro del experimento. Evaluar estas tres
condiciones fue particularmente relevante porque en ensayos manuales como nuestro test,
donde la variabilidad de operador a operador, de instrumento a instrumento y / o de laboratorio

a laboratorio puede desempefiar un papel importante

El estudio de reproducibilidad se realizé replicando el mismo andlisis en tres sitios de

investigacion diferentes:

e Sitio 1_BSTA: Servicio de Inmunohematologia. Banco de sangre y tejidos de Aragén

e Sitio 2_QC: Company Departamento Quality Control en Progenika Biopharma. A Grifols
Company.

e Sitio 3_TX: Grifols Biomat - San Marcos Lab (Texas — USA).

En cada lugar hubo un operador distinto que realizd un procesamiento en 6 dias no consecutivos,
por lo tanto, un total de 6 procesamientos en un periodo de al menos 20 dias por lugar. Un

ejemplo del cronograma para el estudio que se envidé a cada lugar se muestra en la Tabla 23.

Tabla 23. Ejemplo de cronograma enviado a cada lugar.

Numero de la semana Dia de la semana
Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes
Semana 1 Run 1, Dia1 Run 2, Dia 5
Semana 2 Run 3, Dia 9 Run 4, Dia 11
Run 5, Dia 17
Semana 3
Semana 4 Run 6, Dia 22

Los 3 lugares usaron el mismo lote de reactivos, es decir, el lote de kit 3201020003 vy los lotes
de enzima polimerasa 154010915 y 154013297. El panel de muestras de ADN, los kits
necesarios y el protocolo de trabajo fueron enviados a cada uno de los lugares. En el envio de
estos reactivos se incluy6é un “data logger” que registraba los datos de temperatura durante su

transporte para garantizar la temperatura a 2-8°C.

En cada procesamiento se realizaron 4 réplicas del panel de muestras de ADN gendémico y una

réplica de los controles positivos y un control negativo. Para cada sitio y entre sitios, se analizaron
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los resultados y se confirmaron que los fenotipos predichos para todas las muestras de ADN
gendémico y sus réplicas fuese el esperado. Los criterios de aceptacion para el estudio eran
Antigen Call rate = 95% y Correct Calls =2 99%.

3.11 Evaluacién del rendimiento del test a partir de muestras
individuales (Performance evaluation of individual samples)

Este estudio evalud el rendimiento de ID RHD XT en comparacién con los métodos de referencia
(serologia con marcado CE y secuenciacion bidireccional por el método dideoxi de Sanger
(BDS)).

El nimero total de muestras que se analizaron fueron 1000, distribuidas siguiendo las
recomendaciones del Anexo de las Especificaciones Técnicas Comunes 2009/108 / CE para un

producto de lanzamiento de la lista A.

10% de muestras clinicas (100)

2% de muestras neonatales (20)

16% de donantes tipadas serolégicamente como Weak D (160)
71.7% de donantes random (717)

YV V V V

Se aumenté el numero de muestras fenotipicamente Weak D analizadas con el test, debido al

uso previsto del test, y asi validar, aun mas, su rendimiento con muestras especificas

Todas las muestras eran ADN gendmico extraido de muestras clinicas de sangre total enviadas
por cada uno de los 3 centros colaboradores (Banco de Sangre y Tejidos de Aragén (BSTA),
Centro Vasco de Transfusiones y Tejidos Humanos (CVTTH) y Sanquin Blood Supply (SBS) en
Amsterdam) junto con sus datos seroldgicos. Recibidas las muestras se realizé la extraccion del
ADN mediante QIAamp DNA Blood Mini Kit y se cuantific6 mediante el espectrofotémetro
NanoDrop™ 8000 (Thermofisher scientific). EI manejo que se realizdé de las muestras fue
siguiendo las medidas de seguridad adecuadas a la exposicion a posibles agentes infecciosos
presentes en las sangres, por lo que se utilizé doble guante, bata, gafas y campana de seguridad

biologica.

Cada uno de los centros fue responsable de proporcionar muestras anénimas, informar a los
individuos y / o sus familiares sobre los objetivos del estudio, informar sobre el uso de sus
muestras, es decir, fueron responsables de la obtenciéon del consentimiento informado por
escritos de los individuos y/o sus familiares, asi como de obtener la aprobacion del comité de

ética correspondiente.
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Las muestras se analizaron a ciegas y una vez obtenidos los resultados de fenotipo predichos
de RHD se compararon con los resultados de fenotipo enviados por los distintos centros

colaboradores y obtenidos de los datos de serologia.

En el caso de muestras Weak D (n = 160), sus resultados fueron comparados con los datos de
serologia y con los datos de secuenciacién bidireccional. La mayoria de los reactivos seroldgicos
de rutina para D no distinguen entre los subtipos de Weak D, sélo detectan la disminucién en el
nivel de antigeno D expresado en los glébulos rojos. Por lo tanto, se requieren métodos
moleculares como la secuenciacion bidireccional Sanger para comparar los tipos Weak D tipo 1,

2 y 3 analizados por el test.

Los resultados de fenotipo predichos obtenidos con el test para los antigenos HPA1a y HPA1b
so6lo se compararon con los resultados de la secuenciacion bidireccional Sanger en las muestras
Weak D (160 muestras inicialmente determinadas por la serologia mas otras 3 muestras

confirmadas por secuenciacion bidireccional).

El rendimiento del test se evalué en términos de sensibilidad (capacidad del test para detectar
las variantes) y especificidad (capacidad del test de para detectar las variantes correctamente)
para el grupo sanguineo HPA-1; y de precision (medida del grado de reproducibilidad o de
repetitividad del método analitico en condicionales normales de funcionamiento) para el grupo
sanguineo Rh, asi como en el “call rate”y “system failure rate” (tasa de fallo del sistema).

El estudio se realizé con un lote de ID RHD XT, un lote de enzima (151039708) y un operador.
En cada placa junto con las muestras se analizaron los controles de procesamiento (ID RHD
CONTROL 1y ID RHD CONTROL 2 y Negative Control). Por parte de los centros, las pruebas
de serologia fueron realizadas con reactivos de diagnédstico in vitro que cumplian con las
normativas europeas de marcado CE, y con los que se determinaron los fenotipos del antigeno
D (Tabla 24).
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Tabla 24. Pruebas seroldgicas con marcado CE utilizadas por cada centro con los que determinaron el fenotipo
del antigeno D (RH1) Banco de Sangre y Tejidos de Aragén (BSTA), Centro Vasco de Transfusiones y Tejidos Humanos
(CVTTH) y Sanquin Blood Supply (SBS).

CVTTH BSTA SBS
Anti-D Duo
Anti-D Duo (IgG+IgM). Anti-
(IgG+IgM). Anti-D | D Fast (1gM)
Fast (IgM)

ImmuClone Anti-D ImmuClone Anti- | Pelikloon (Sanquin)

Rapid IgM D Rapid IgM clone MS201

gmau;:og.(f')lon(; (Immucor). Clone | (RefK1113)
UM-1 (Ref. 557-5. | pjM-1 (Ref.

Rev.05/13) 557.5 Poly (Immucor).

Rev.05/13)

Anti-D(IgG+IgM).

NovaClone Anti-D(IgG+gM).
(Immucor). Ref. NovaClone
NC12A Rev. (Immucor). Ref.
02/2015 NC12A Rev.
02/2015

Los tres centros utilizaron dos Anti-D para todos los donantes (primer nivel) y para las muestras
D negativas (al menos con uno de los dos anti-D) fueron confirmadas con un método de Weak D
(segundo nivel). Las muestras Weak D detectadas no se pudieron distinguir entre Weak D o
Partial D, ni los subtipos de cada categoria.

3.12 Evaluacién del rendimiento del test a partir de mezclas de
muestras de sangre y de ADN (Performance evaluation of pooled donor
samples).

El objetivo con las muestras de sangre fue validar el ensayo de genotipado ID RHD XT para ser
utilizado como una herramienta para el analisis de muestras agrupadas D-C/E+ en la rutina

clinica. Y, por otro lado, el objetivo con las muestras de ADN de donaciones serotipadas C/E+ y
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previamente genotipadas como negativas. Weak D o Parcial D por otro método molecular, fue

validar la precision del ensayo de genotipado (ID RHD XT).

Este estudio se realizé con la colaboracion de 4 centros italianos de distintas regiones del pais

(Figura 30) quienes enviaron muestras de sangre o ADN.

Figura 30. Mapa donde se localizan los 4 centros italianos colaboradores.

El estudio se dividié en distintas fases con sus respectivas tareas, como se detalla a continuacion:

FASE 1. Seleccién de muestras de interés (realizada por los 4 centros)

TAREA 1.1. Busqueda de muestras donantes/donaciones

¢ Seleccionar donantes / donaciones D-C + / E + y donantes / donaciones
serotipadas C/E+ y previamente genotipadas como negativas. Weak D o Parcial D por
otro método molecular.
¢ Recopilar los datos de serologia y / o genotipado previos de RHD y RHCE.
e Tipo de muestras: ADN o sangre total.
o Requisitos para las muestras de sangre: volumen minimo necesario 2 ml y se
conservé y envio a 2-8°C.
o Requisitos para las muestras de ADN: volumen minimo de 25 ul a una
concentracion minima de 20 ng / pl, conservado -20°C y enviado a 2-8°C o -20°C.
Las muestras se etiquetaron con el cddigo correspondiente para la trazabilidad

de los datos.
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TAREA 1.2. Informacién de los donantes/donaciones seleccionados.

¢ Recopilar los datos de serologia y/o genotipado del donante el grupo Rh (antigenos D.
C,c.Eye)ylos test utilizados.

¢ Recopilar informacién sobre la etnicidad de los donantes, si es posible.

FASE 2. Recoleccion y envio de muestras. (realizada por los 4 centros)

TAREA 2.1 Recoleccidon de muestras bioldgicas.

Las muestras de sangre se tomaron en tubos de vacutainers con anticoagulante EDTA. El
maximo de tiempo de almacenamiento de las muestras hasta su envio fue de 7 dias. Teniendo
en cuenta los datos mencionados en la tarea 1.1, se enviaron aproximadamente 5 tubos por
semana, lo que significa el procesamiento de grupos de 20 muestras cada 2 semanas. Por lo
tanto, el periodo de almacenamiento de sangre que se validé a 2-8 °C fue durante al menos 1

mes.

Las muestras de ADN deben almacenarse (y enviarse) a -20°C.

TAREA 2.2 Envio de muestra a PROGENIKA BIOPHARMA

Las muestras de sangre se enviaron a 2-8°C en un plazo maximo de 1 semana y las muestras
de ADN a -20°C. Ademas, el envio de muestras (ADN o sangre) debe ir acompafado de los

datos correspondientes del donante, mencionados en la seccion anterior (1.2).

FASE 3. Recepcidon y tratamiento de muestras.

TAREA 3.1 Recepcidon y almacenamiento de muestras.

Las muestras de sangre almacenaron a 2-8°C durante un tiempo maximo de un mes o hasta la
recepcion de 20 muestras, nimero maximo de muestras que conforman una mezcla. También
se realizaron mezclas mas pequenas dependiendo del nimero de muestras enviadas por los

centros en el plazo maximo de 1 mes de almacenamiento de las mismas.

TAREA 3.2 Preparaciéon de las mezclas de muestras.

e Sangre: se mezclaron 200 uL de cada sangre hasta un nimero maximo de 20 en un tubo

de SmL.

¢ ADN: Cada ADN individual tenia una concentracion equivalente minima de 20 ng/uL. Se
mezclaron de 5-10 uL de cada ADN hasta un nimero maximo de 20 muestras. El

volumen mezclado dependié de la disponibilidad del ADN stock.
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El numero de grupos (20) se selecciono porque previamente se analizo la sensibilidad de ID RHD
XT en la deteccion de la presencia del gen RHD en grupos formados por distinto nimero de
muestras, siendo 20 el numero de muestras donde los resultados fueron 100% correctos.
Ademas, se evalud la frecuencia observada en la poblacidon caucasica en muestras, con los
mismos criterios de seleccion que las de nuestro estudio (D-C +/ E), con presencia del gen RHD
(Daniels. 2013).

TAREA 3.3 Extraccion del adn a partir de sangre total.

La extraccion de ADN se realizé con el QlIAamp DNA Blood Mini kit a partir de 200 pL y siguiendo
el protocolo del fabricante. También se extrajo el ADN de cada tubo de sangre individual como

control del proceso.

FASE 4. Analisis de las muestras con ID RHD XT

Todos los ADN extraidos de las mezclas de sangre y las muestras de ADN enviadas, se
analizaron con el test basado en la tecnologia Luminex® xMAP. En cada experimento se

analizaron las distintas mezclas junto con controles positivos y negativos.

FASE 5. Analisis de los resultados no concluyentes

Los resultados de muestras positivas para el gen RHD, pero no concluyentes con ID RHD XT,
se resolvieron con la tecnologia de secuenciacion de nueva generacion (Next Generation
Sequencing-NGS) empleando la plataforma MiSeq de lllumina (Giollo M., 2015; Tilley L. 2014).
Mediante esta tecnologia secuenciaremos los exones completos de RHD y RHCE vy las regiones
intrénicas adyacentes. La principal ventaja que nos aportara el uso de la tecnologia NGS es la
deteccién de polimorfismos no incluidos en ID RHD XT, tanto polimorfismos descritos como no
descritos previamente (Lane W., 2016; Liu Z., 2014). La secuenciacion NGS consta de las

siguientes fases:

A Preparacién de la libreria

Para ello, en nuestro caso esta libreria se preparé mediante la realizaciéon de dos PCRs
consecutivas. En la primera se amplifican las regiones de interés y se afiaden 2 tags (una en el
extremo 5’y otra en el 3'). Y en la segunda PCR se incluyen una etiqueta especifica (index) para
la identificacién de cada muestra, que permitira la secuenciacién de varias muestras de forma

simultanea, y un adaptador que sera necesario para secuenciarse en el MiSeq.
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Figura 31. Resumen de la preparacion de libreria mediante 2 PCRs consecutivas.

Para ello se realizaron los siguientes pasos:

A.1 Amplificacién del adn e inclusion de las tags: PCR |

La PCR | estaba conformada por dos grupos de primers, el grupo Ay el grupo B. Cada grupo
estaba formado por primers que amplificaban los 10 exones del gen RHD y RHCE, asi como el
intron 2 donde se localiza el hibrido RHCE (3-9) y el gen de la hormona de crecimiento (HGH).
Ambos grupos amplificaban las mismas regiones, pero los primers eran distintos entre los grupos,
es decir, el tener dos grupos es una medida preventiva por si fallase un grupo en el
procesamiento, estaba el otro.

La amplificacion de HGH, al igual que en el test ID RHD XT, se incluyé como control positivo de
amplificacion para evitar un falso RHD negativo. Los dos grupos de primers se disefiaron de

manera independiente, es decir, si en uno de los grupos fallaba la amplificaciéon por presencia de
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alguna variante que impedia la amplificacién de manera 6ptima de alguno de los exones, se tenia

el otro grupo para poder dar un resultado correcto

Este disefio, en gran medida redundante, se pensd que podria resultar util debido a la
complejidad del sistema sanguineo Rh, muy polimérfico, codificado por dos genes. RHDy RHCE,
que comparten un 93.8% de homologia en todos los intrones y exones codificantes (Gordana et
al. 2019).

A.2 Purificaciéon de la PCR |

Se llevo a cabo mediante el reactivo ExoSAP-IT (ThermoFisher scientific). Este reactivo permitid
eliminar los primers y nucledtidos en exceso. El protocolo consistid en dos incubaciones, la
primera a 37°C durante 30 minutos, donde las enzimas del reactivo digieren los primers en
exceso y se desfosforilaron los nucleétidos y la segunda a 80°C durante 15 minutos para inactivar

a continuacion dichas enzimas.

A.3 Amplificacién de ADN: PCR Il

A partir del producto purificado de la PCR | se realizé la PCR Il. En la PCR 1l se incluyeron los
adaptadores P5 y P7 de lllumina y los llamados index, secuencia de 8 nucledtidos conocida que
sirve para identificar cada una de las muestras (Figura 32).

P5
N
v
— —
— m—
<

\B b
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Figura 32. Dibujo esquematico de la unién los adaptadores P5y P7 y el index al producto purificado obtenido de
laPCRI.

A.4 Purificacion de la PCR |1

El producto de la PCR Il se purificé y normalizé (para tener la misma cantidad de producto de
PCR en todas las muestras) mediante las placas de normalizacién SequalPrep (Thermo Fisher
Scientific). Para ello todo el volumen de la PCR Il se purificé siguiendo el protocolo establecido
por el proveedor. Estas placas presentan una superficie de unién a acido nucleico cargada que
es "reversible" al cambiar el pH del tampon circundante. A un pH bajo, la superficie esta cargada

positivamente y se une a los grupos fosfato cargados negativamente, lo que permite la
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eliminaciéon facil de proteinas y otros contaminantes mediante un simple paso de lavado
(Invitrogen. 2008).

A.5 Cuantificacion de la PCR |1

Se realizd una mezcla de todas las muestras amplificadas, purificadas y normalizadas con el
grupo A de primers y otra mezcla con las muestras del grupo B. Estos dos grupos se cuantificaron
con el fluorimetro Qubit® (Thermofisher scientific) porque se necesitaba cuantificar Gnicamente
los fragmentos de doble cadena a concentraciones inferiores al limite permitido por el Nanodrop
anteriormente utilizado (2.5-3700 ng). A partir de los datos obtenidos se realizaron los célculos

necesarios para poder diluir la libreria tuviera una concentracion final de 3nM.

B. Secuenciacién en MISEQ (ILLUMINA)

Obtenida la libreria, se procedié a su preparacion para su posterior uso en el MiSeq (lllumina).
Para ello llevamos a cabo un proceso de desnaturalizacion con NaOH a 0.2N (lisis alcalina)
produciendo la ruptura de los enlaces de hidrégeno entre las bases del ADN lo que origina las
cadenas monocatenarias. Se mezclo en relacion volumen 1:1 la libreria a 3nM con NaOH (0.2N),
se dej6 5 minutos a temperatura ambiente y se diluyé en tampén HT1 (Hybridation buffer.
lllumina) frio hasta una concentracién de 15 pM.

En paralelo, se preparé el control "PhiX control v3" (lllumina), siguiendo los mismos pasos de
desnaturalizacién que la libreria y llevandolo a 20pM. Este control sirve como referencia para
calcular la calidad de la generacion de clusteres, de la secuenciacion y la alineacién. El genoma
de PhiX es pequefio, lo que permite una alineacién rapida, ademas, dado que su secuencia es
conocida y su contenido GC esta equilibrado (contiene aproximadamente un 45% de GC y un
55% AT), permite la estimacion de las tasas de error de la secuenciacion. Una vez
desnaturalizados y llevados a la concentracion final del PhiX 20pM y de la de la libreria 15pM, se

mezclaron en una proporcién de 550 uL de la libreria a 15pM y 50uL de PhiX a 20pM.

A continuacién, se diluyeron con el buffer HT1 los primers necesarios para la secuenciacion de
nuestra libreria (ya que las tags incluidas en la PCR de su preparacion es diferente a las
secuencias habitualmente utilizadas por lllumina), que se incluiran en el reactivo que ya contiene
los 3 primers habituales de Illlumina (y que son los que serviran para secuenciar el control PhiX),

que son:
Primer 1: primer para la para la secuenciacion de la hebra forward (read 1).
Primer 2: para la secuenciacion del index.
Primer 3: primer para la para la secuenciacion de la hebra reverse (read 2).
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Con todos los reactivos preparados se procedié a depositarlos en el cartucho proporcionado en
MiSeq Reagent Kit v3. Se siguieron las instrucciones para cargar cada reactivo en la casilla
correspondiente, es decir, en la posicion 17 llamada LOAD SAMPLE (Figura 32) se cargé la
libreria combinada con el PhiX, en la posicion 12, el primer 1 en la posicion 13 el primer 2, y en
la posicion 14 el primer 3.

Figura 32. Cartucho del MiSeq Reagent Kit v3 donde se depositan los reactivos necesarios para realizar la
secuenciacion (primers y libreria combinada con PhiX).

Preparado el cartucho se procedié a introducirlo en el Miseq junto con la flow cell incluida en el
kit MiSeq Reagent Kit v3 (Figura 33).

Cartucho

Flow cell

Figura 33: Detalle del donde se colocan la flow cell y el cartucho en el MiSeq.
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La flow cell es una lamina rectangular de vidrio (similar a un portaobjetos de microscopia éptica)
que contiene pequefios canales fluidicos, a través de los cuales se bombea las polimerasas, los
dNTP vy los buffers. Dentro de los canales se localizan los oligonucleétidos cortos
complementarios a las secuencias adaptadoras (Figura 34). La libreria de ADN que contiene los
adaptadores se diluye e hibrida con estos oligonucledétidos, inmovilizando temporalmente las
cadenas de ADN individuales en la flow cell (lllumina. 2016).

being sequenced cycle 2
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Figura 34. Imagen de la flow cell de Illumina formado por canales fluidicos donde se localizan los
oligonucleoétidos cortos complementarios a las secuencias adaptadoras.

Previo a la secuenciacion se lleva a cabo la amplificacion del ADN mediante la llamada "PCR en
puente", que emplea ciclos de extensidén del primer seguidos de desnaturalizacién quimica
(Figura 35). La amplificacion se origina con el primer complementario ligado en la flow cell donde
queda retenido para posteriormente este fragmento de DNA actia como primer para comenzar

la secuenciacion.

Las librerias de ADN se hibridan en el flow cell y esto da como resultado una separacion fisica
entre las hebras de ADN permitiendo a la ADN polimerasa la amplificacion, produciendo multiples
copias de los fragmentos de ADN o clusters (Figura 35) (Lopez de Heredia, 2016).
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Figura 35. Secuenciacién por sintesis lllumina. 1) Preparacion de ADN genémico. El ADN se fragmenta y los
adaptadores son ligados a los extremos del ADN. 2) EI ADN se une a la superficie. Los fragmentos
monocatenarios se unen en la flow cell. 3) PCR en puente. Se afaden los nucleétidos no marcados y la

polimerasa para iniciar la amplificacién. 4) Desnaturalizacion de las moléculas de doble hebra.

Cada cluster contiene aproximadamente un millén de copias del fragmento original, suficiente
para emitir una sefial con la intensidad éptima para ser detectada cada vez que se incorpora un

nucleodtido durante el proceso de secuenciacion.

La secuenciacion por sintesis, como es llamada la metodologia de secuenciacién de la
plataforma lllumina, requiere la incorporacion de una mezcla de los 4 nucleétidos en cada canal
de la flow cell junto con la ADN polimerasa y los primers. Asimismo, la secuenciacion por sintesis
utiliza nucleétidos modificados con un fluoréforo reversible en el extremo 3°-OH que hace que
estén quimicamente bloqueados, impidiendo que otro nucleétido se afiada a la nueva cadena
hasta que ese no sea eliminado (Mardis, 2008).

Al final de cada ciclo se realiza una captura de una imagen ("fotograma") en la que se identifica
el nucledtido afiadido, a continuacion, se elimina el resto de fluoréforos y los bloqueantes se
escinden, lo que permite incorporar otra base y asi, ciclicamente, se continua la sintesis de la

hebra de ADN vy la secuenciacion. Como cada base contiene un fluoréforo (color) diferente, la
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secuencia de acido nucleico se interpreta mediante un software de analisis de imagenes a

medida que avanzan los "fotogramas" (Mardis, 2008).

El nimero de ciclos fue 300 y la secuenciacion paired-end, es decir, se secuencié el fragmento
amplificado por ambos extremos. Esta secuenciacion ofrece una ventaja a la hora de realizar el
alineamiento contra el genoma de referencia, ya que permite estimar el tamafio del fragmento
original y situarlo con mayor precision en el genoma mejorando asi la cobertura de las zonas de

interés y también resulta util a nivel de deteccion de eventos estructurales (Figura 36).

a) b)
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Figura 36, a) Esquema de las lecturas paired-end (R1 y R2), b) Formacién de las lecturas paired-end mediante
PCR-puente.

C. Andlisis de datos

En primer lugar, con los archivos FASTQ se realizé un control de calidad mediante la herramienta
FastQC que determina si los archivos cumplen los minimos de calidad para poder continuar con
el analisis. El parametro que se tuvo en cuenta fue el denominado “Per base sequence quality”
que permite ver los valores de calidad para cada base en cada posiciéon. A continuacion, se
realizé lo que llamamos pre-procesado en donde se mejoran las secuencias leidas mediante el
uso de la herramienta denominada “Cutadapt” que permite eliminar la secuencia de los
adaptadores de lllumina, asi como secuencias no deseadas por presentar lecturas cuya longitud
son menores a 100 pares de bases (parametro establecido previamente). Obtenidos los fastq
mejorados se realizd el alineamiento de las lecturas obtenidas frente a nuestra secuencia de
referencia mediante el programa Tablet (programa de dominio publico). Estas lecturas se
ordenan mediante la herramienta samtools obteniéndose los archivos BAM, donde se llevo a
cabo el proceso de deteccion de variantes y el de filtrado, proceso donde se establecieron una

serie de criterios de calidad a las muestras encontradas para asi evitar dar resultados incorrectos.
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Resultados

En este capitulo describimos los resultados obtenidos del disefio del test de genotipado
sanguineo. ID RHD XT, que permite la identificacion de antigenos eritrocitarios (antigeno D) y
antigenos plaquetarios humanos (HPA) de manera simultanea. En concreto, detecta los
polimorfismos que determinan seis variantes del gen RHD, y del sistema plaquetario determina
las variantes HPA-1a y HPA-1b.

Comenzaremos describiendo los resultados obtenidos en la “Fase 1: Disefio y optimizacion del
test de genotipado sanguineo (ID RHD XT)”, a continuacion, se exponen los resultados de la
“Fase 2: Desarrollo del prototipo”, donde se evaluo el proceso de fabricacion y los diversos
controles de calidad realizados a los distintos componentes. Y, por ultimo, la “Fase 3: Validacion

del test”, donde se presentan los resultados de los distintos estudios necesarios

Fase 1: Diseno y optimizacién del test de genotipado sanguineo (ID
RHD XT)

1.Test de genotipado ID RHD XT

La deteccion genética de las variantes seleccionadas del gen RHD: RHD*weak D type 1.
RHD*weak D type 2. RHD*weak D type 3, deleciéon RHD. RHD* Pseudogen (y) y RHD*Dllla-CE
(3-7)-D y del gen ITGBS3 (sistema HPA-1): HPA1a y HPA1b fueron determinadas con el test. Este
ensayo consiste en una serie de pasos, descritos previamente de manera detallada en el

apartado Materiales y Métodos, que se pueden resumir en:

o  Amplificaciéon mediante PCR multiplex.
e Hibridacién y marcaje.
e Deteccion de la sefial con la tecnologia Luminex® 200™.

e Anadlisis de los resultados mediante software desarrollado para el test ID RHD XT.
Los pasos “Amplificacion mediante PCR multiplex” y “Hibridacién y marcaje” se fueron disefiando

y testando en paralelo ya que estan totalmente interrelacionados. A continuacién, se va ir

describiendo los resultados obtenidos hasta llegar el disefio final del test de genotipado.
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1.1 Disefio de sondas oligonucleotidicas

A. Disefio (PROBE SET) PS13

Las sondas testadas en este disefio incluyeron el cambio 8C>G (rs144969459) en la posicion
chr1:25272555 (GRCh38.p12) que se localiza en el exén 1 correspondiente al locus RHD. La
Figura 41 muestra la discriminacion entre los 3 genotipos en 6 disefios distintos de sondas. Los
resultados observados indican que la discriminacion varia mucho entre los diferentes disefios.
La diferencia entre los disefios eran varios como su longitud (pb), si el disefio estaba realizado
en la hebra directa o en complementaria y la presencia de inosina en otros polimorfismos
adyacentes, asi como la centralizacién o descentralizacion del polimorfismo en la secuencia de
la sonda (Tabla 25).

Tabla 25. Diferencias en los disefos de sondas testadas para el PS13. Marcado en verde el disefo valido.

PS13

Nombre Hebra Tamaiio (pb) Polimorfismo
A Complementaria 19 descentrado
B Directa 19 centrado
Cc Complementaria 21 descentrado
D Directa 21 centrado
E Complementaria 23 descentrado
F Directa 23 centrado

Asi, por ejemplo, el disefio PS13_D es uno de los peores porque la discriminacion entre los 3
grupos no es correcta. Si se observan los puntos en la grafica de la Figura 37 de este disefio
(cruces de color morado), que corresponden con el genotipo 3 (homocigoto normal), estan entre
0.9-0.7 y muy dispersos si se comparan con los ratios del PS13_C (0.9-1.0), que fue finalmente
la opcién elegida. Igualmente, en esta opcién el genotipo 1 (homocigoto variante) su
discriminacién mejora notablemente, existiendo una mayor distancia entre los genotipos 2 - 1

(heterocigoto - homocigoto mutante).

Ademas, en la opcion PS13_C se cumplio el criterio de aceptacion, los valores de las MFls en
las muestras heterocigotas deben tener sefiales de MFI (Median Fluorescence Intensity) >=3000.
Asi, se obtuvieron valores de MFI para la sonda del PS13_C del alelo variante (MFI1) de ~7000

y para el alelo frecuente o normal (MFI2) de ~6500.
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Figura 41. La Figura muestra 6 disefos distintos (PS13_A-F) del PS13, probe set correspondiente a genotipo
RHD*weak D type 3. En el eje Y se muestran los valores que diferencian los tres grupos de genotipos siendo el
valor cercano a 1 para el genotipo 3 (homocigoto normal), el cercano a 0.5 para el genotipo 2 (heterocigoto) y el
cercano a 0 para el genotipo 1 (homocigoto mutante). En el eje X estan representadas las muestras que se
testaron, su genotipo de referencia esta en la leyenda del grafico. Las lineas rojas estan separando el espacio
permitido para genotipar cada uno de los 3 posibles genotipos. El disefio final de sondas para el PS13_C por ser
la mejor discriminacién entre los 3 genotipos.

B. Disefio (PROBE SET) PS56

Para el probe set 56, las sondas testadas incluyeron el cambio 807T>G (rs141833592) en Ia
posicion chr1:25303327 (GRCh38.p12) que se localiza en el exén 6 correspondiente al locus
RHD. Al igual que con el anterior PS el disefio de sondas se diferencias en el tamafio, la

localizacion del polimorfismo y en que hebra fue disefiada la sonda (Tabla 26).

Tabla 26. Diferencias en los disefios de sondas testadas para el PS56. Marcado en verde el

diseno seleccionado finalmente.

PS56
Nombre Hebra Tamaiio (pb) Polimorfismo
A Directa 22 centrado
B Complementaria 22 descentrado
C Directa 20 descentrado
D Complementaria 20 centrado
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En este caso la pareja de sondas elegida fue el disefio llamado PS56_D por presentar la mejor
discriminacion obtenida entre los 3 genotipos (diamantes azules en la Figura 42). Los ratios en
cada uno de los genotipos estan muy cercanos al tedrico, es decir, el ratio del genotipo 3 dio un
valor de 0.97, el ratio correspondiente al genotipo 2 dio un valor de 0.46 y el ratio del genotipo 1
dio un valor 0.11.

Analizadas los valores de las MFIs en las muestras heterocigotas los valores superaron el criterio
de aceptacion de sefiales de MFI de 3000, siendo en la MFI 1 (alelo variante) ~7000 y la MFI2
(alelo frecuente) de ~6500.
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Figura 42. La Figura muestra 4 disefios distintos (PS56_A-D) del PS56. En el eje Y se muestran los valores que
diferencian los tres grupos de genotipos siendo el valor cercano a 1 para el genotipo 3 (homocigoto normal), el
cercano a 0.5 para el genotipo 2 (heterocigoto) y el cercano a 0 para el genotipo 1 (homocigoto mutante). En el
eje X estan representadas las muestras que se testaron, su genotipo de referencia esta en la leyenda del grafico.
Las lineas rojas estan separando el espacio permitido para genotipar cada uno de los 3 posibles genotipos. El
diseio final de sondas corresponde al PS56_D por ser la mejor discriminacion entre los 3 genotipos.

C. Disefio (PROBE SET) PS56

Para el probe set 58 las sondas testadas incluyeron el cambio 809T>G (rs121912763) en la
posicion chr1:25303329 (GRCh38.p12) que se localiza en el exén 6 correspondiente al locus
RHD. Al igual que con el anterior PS el disefio de sondas se diferencias en el tamafio, la

localizacion del polimorfismo y en que hebra fue disefiada la sonda (Tabla 27).
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Tabla 27. Diferencias en los disefios de sondas testadas para el PS56. Marcado en verde el disefio valido.

PS58
Nombre Hebra Tamaiio (pb) Polimorfismo
A Directa 23 centrado
B Complementaria 23 descentrado
Cc Directa 21 descentrado
D Complementaria 21 descentrado

En la Figura 43 los puntos de color rojo (PS58 B) muestran la mejor discriminacion de entre las
opciones testadas y por tanto fue la opcion elegida. En cuanto a sus valores de MFI, en las
muestras heterocigotas, la MFI1 y MFI2 resultaron de sehales de MFI de 8500 y 9500

respectivamente.
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Figura 43. La Figura muestra 4 disefios distintos (PS56_A-D) del PS56. En el eje Y se muestran los valores que
diferencian los tres grupos de genotipos siendo el valor cercano a 1 para el genotipo 3 (homocigoto normal), el
cercano a 0.5 para el genotipo 2 (heterocigoto) y el cercano a 0 para el genotipo 1 (homocigoto mutante). En el
eje X estan representadas las muestras que se testaron, su genotipo de referencia esta en la leyenda del grafico.
Las lineas rojas estan separando el espacio permitido para genotipar cada uno de los 3 posibles genotipos. El
diseio final de sondas corresponde al PS56_D por ser la mejor discriminacion entre los 3 genotipos.
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D. Disefio (PROBE SET) PS80

Para el probe set PS80 las sondas testadas incluyeron el cambio 1154G>C (rs71652374) en la
posicion chr1:25321889 (GRCh38.p12) que se localiza en el exén 9 correspondiente al locus
RHD.En la Tabla 28 se muestran las diferencias entre los disefios testados.

Tabla 28. Diferencias en los disefios de sondas testadas para el PS80. Marcado en verde el disefo seleccionado
finalmente.

PS80

Nombre Hebra Tamaiio (pb) Polimorfismo
A Complementaria 19 descentrado
B Directa 19 centrado
C Complementaria 21 descentrado
D Directa 21 centrado
E Complementaria 23 descentrado
F Directa 23 centrado

La Figura 44 muestra la discriminacion entre los 3 genotipos en 6 disefios distintos de sondas.
Si observamos cada uno de los disefios, la discriminacién varia mucho entre ellos asi, por
ejemplo, el disefio PS80_B es uno de los peores porque la discriminacion entre los 3 grupos no
es precisa. Los puntos en la grafica de este disefio, que corresponden con el genotipo 3
(homocigoto normal), estan entre 0.6-0.7, al igual que el genotipo 2 (heterocigoto), cuyos valores
estan entre 0.3-0.4, es decir, en ambos genotipos ese ratio empeora porque la sonda
correspondiente a la secuencia con la variante hibrida inespecificamente y hace que el ratio
disminuya. En cambio, la discriminacion de la pareja de sondas definitivas (PS80_F: puntos
naranjas en la Figura 40 donde la distancia entre los genotipos 3 - 2 (homocigoto normal —
heterocigoto) y 2 -1 (heterocigoto-homocigoto mutante) es mayor que en el resto de disefios vy,

por tanto, la discriminacion y la distancias entre los 3 genotipos, mejora considerablemente.

A continuacién, se analizaron los valores de MFI de las muestras heterocigotas, las cuales
cumplieron con el criterio de aceptacién establecido de al menos 3000. En este caso, los valores
para la sonda del PS80_F correspondientes al alelo variante fue de ~5200 y de 6100 para el alelo

frecuente o normal.
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Figura 44. La Figura muestra 6 disenos distintos (PS80_A-F) del PS80. En el eje Y se muestran los valores que
diferencian los tres grupos de genotipos siendo el valor cercano a 1 para el genotipo 3 (homocigoto normal), el
cercano a 0.5 para el genotipo 2 (heterocigoto) y el cercano a 0 para el genotipo 1 (homocigoto mutante). En el
eje X estan representadas las muestras que se testaron, su genotipo de referencia esta en la leyenda del grafico.
Las lineas rojas estan separando el espacio permitido para genotipar cada uno de los 3 posibles genotipos. El
diseio final de sondas corresponde al PS80_F por ser la mejor discriminacion entre los 3 genotipos.

E. Disefio (PROBE SET) PS117

Para el probe set PS117 las sondas testadas incluyeron el cambio 176 T>C (rs5918) en la
posicion chr17:47283364 (GRCh38.p12) en el locus ITGB3. En la Tabla 28 se muestran las
diferencias entre los disefios testados. En este PS se analizaron dos sets de sondas
(denominadas PS117_A y PS117_B) cuya unica diferencia fue su tamafio (pb) siendo la
PS117_A de 17 nucledtidos y la PS117_B de 18 (Tabla 29).
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Tabla 29. Diferencias en los disefios de sondas testadas para el PS117. Marcado en verde el disefio seleccionado
finalmente.

PS117
Nombre Hebra Tamaiio (pb) Polimorfismo
A Complementaria 17 centrado
B Complementaria 18 centrado

En este caso, la diferencia de discriminacion entre las dos sondas era muy similar (Figura 45), y
esto no fue lo que determind la eleccion de la pareja de PS117_A, sino la diferencia de sefial

(valores de MFIs) entre ambos disefios (Tabla 30).

En este caso, la diferencia de discriminacion entre las dos sondas era muy similar (Figura 45), y
esto no fue lo que determind la eleccion de la pareja de PS117_A, sino la diferencia de sefial

(valores de MFIs) entre ambos disefios (Tabla 30).
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Figura 45. La figura muestra 2 disenos distintos (PS117_A-B) del PS117. En el eje Y se muestran los valores que
diferencian los tres grupos de genotipos siendo el valor cercano a 1 para el genotipo 3 (homocigoto normal), el
cercano a 0.5 para el genotipo 2 (heterocigoto) y el cercano a 0 para el genotipo 1 (homocigoto mutante). En el
eje X estan representadas las muestras que se testaron, su genotipo de referencia esta en la leyenda del grafico.
Las lineas rojas estan separando el espacio permitido para genotipar cada uno de los 3 posibles genotipos. El
diseio final de sondas corresponde al PS117_A.
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Tabla 30. Valores de MFI para los 3 posibles genotipos en el PS117 con dos sondas de tamaiio distinto. Sonda
A: 17pb y Sonda B: 18 pb.

PS 117
Valores de MFI
Sondas (pb) Homocigoto normal Heterocigoto Homocigoto variante
A (18) 14000 13000 13000
B (17) 7000 4000 6000

F. Disefio (PROBE SET) PS193

Para este probe set se testaron 3 disefios, denominados A. B y C, que diferian en el niumero de

nucleostidos (Tabla 31).

Tabla 31. Diferencias en los disefios de sondas testadas para el PS193. Marcado en verde el disefio valido.

PS193
Nombre Hebra Tamaiio (pb) Polimorfismo
A Complementaria 23 centrado
B Complementaria 25 centrado
C Complementaria 27 centrado

Como se muestra en la Tabla 32 cualquiera de los 3 disefios resulté con valores similares de MFI
en las muestras con genotipo presente, es decir, las muestras cuyo ratio indica la presencia de
cada exon del gen RHD. Con estos resultados la opcion elegida fue la A, que correspondia con

la pareja de sondas con menor numero de nucleétidos.

Tabla 32. Valores de MFI obtenidas en 3 disefios distintos para el PS193.

PS193
Nombre del disefio de sondas
Genotipo A B -
ausentes 396 482 323

presentes 7309 7317 7153

G. Disefio (PROBE SET) PS194

El probe set 194 genotipa el locus HGH. La utilidad de amplificar HGH, fue como control positivo
de amplificacién para evitar un falso RHD negativo (por ejemplo, cuando el gen RHD no esta

delecionado pero su amplicacién es negativa). Se testaron dos disefos distintos (Tabla 33).
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En este caso solo se considero los resultados de los valores de MFI. Si se observa la Tabla 34
se comprendera por qué el disefio elegido fue el A (marcado en verde): en el disefio B existe
mucha variabilidad entre los valores de MFI entre las muestras procedentes de las lineas
celulares y las muestras obtenidas mediante la tecnologia denominada WGA (Whole Genome
Amplification) empleando el lllustra™ Ready-To-Go™ GenomiPhi™ V3 DNA Amplification Kit
(GE Healthcare).

Tabla 33. Valores de MFI obtenidas en 3 disefios distintos para el probe set PS194.

PS194
Nombre Hebra Tamaiio (pb)
A Directa 21
B Complementaria 21

Tabla 34. Valores de MFI obtenidas con los 2 disefios distintos para el PS194, gen HGH.

P194
Nombre del disefio de sondas

Muestra A B

BC131_1 9528 5068
BC131_2 9696 5102
BC131_3 9717 5031
NA14706_1 9958 10478
NA14706_2 10349 10486
NA14706_3 10364 10648
NA17344_1 9479 7474
NA17344_2 9606 7854
NA17344_3 9355 7676
NA22641_1 9612 6680
NA22641_2 9792 6788
NA22641_3 9238 6766

1.2 Disefio de primers especificos y optimizaciéon del buffer de PCR

Tanto el disefio de primers especificos como la optimizacion del buffer de PCR estan ligados, ya
que ambos estan interrelacionados y juegan un papel esencial en conseguir una amplificacion

especifica del gen RHD, lo cual es un principio fundamental para el correcto genotipado.

En cuanto a los primers, que amplifican las regiones que contenian los SNPs de interés, se

disefiaron secuencias oligonucleotidicas complementarias a las regiones intrénicas especificas
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del gen RHD (Tabla 35). Las secuencias de los primers testados no aparecen descritas por ser

propiedad intelectual e industrial de "Progenika Biopharma, a Grifols Company".

Tabla 35. Caracteristicas de los primers testados (Tamafo del amplicon. T? melting. % de GC).

sin TAGs
Gen Exon /Intron Tamaifo Amplicon (pb) Primer ID T melting GC %
PIDRO13F 56.83 52.63
1 336
PIDRO13R 57.21 42.86
6 371 PIDR056058F 60.62 55.00
PIDR056058R 58.55 55.00
RHD
PIDRO8OF 55.14 34.78
9 252
PIDRO8OR 57.29 28.57
PIDCP193F 51.79 24.00
Intron 3 193
PIDCP193R 55.77 30.77
PIDR194F 64.80 52.00
HGH - 434
PIDR194R 62.85 46.15

Como se explico en el apartado de Material y Métodos, uno de los puntos criticos que se tuvo en
cuenta en su disefio, fue el tamafio de los amplicones. En este caso, seguimos la recomendacion
de Luminex, para evitar las limitaciones intrinsecas de la técnica referentes a la sefial MFI
(Median Fluorescence Intensity) obtenidas de los amplicones en la hibridacion y la especificidad
de la amplificacion del gen RHD.

Los productos de PCR generados por estos primers se testaron mediante un analisis de
fragmentos siguiendo la receta descrita en la Tabla 36 (a) y 36 (b). Cada pareja de primers se
amplificé inicialmente mediante PCR uniplex y posteriormente se testé una PCR multiplex que

contenia todos los primers.

Junto con los primers también se testaron dos buffers de PCR: el QIAGEN 10x PCR Buffer (Buffer
H) y el 2.05x Qlagen Multiplex custom buffer (Buffer Q).

Tabla 36 (a) y 36 (b) Tabla que muestra la mezcla de reactivos que se utilizaron y con los que se
determino el tamano de los amplicones mediante analisis de fragmentos. La Tabla 36 (a) es la
receta para el QIAGEN 10x PCR Buffer (Buffer H) y la Tabla 36 (b) para el 2.05x Qlagen Multiplex
custom buffer (Buffer Q).
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Tabla 36 (a). Receta para el QIAGEN 10x PCR buffer (Buffer H)

Reactivo Volumen (pl/reacc)
H20 5,1

10x PCR Buffer 1,25
MgCl2 25mM 0,75
dNTPs 10mM 0,3
HotStartTaq Polimerasa 0,1
Primer mix 2uM 2
FAM-Tags 2uM 2

ADN (20ngulL) 3,5
Volumen total reaccién 15

Resultados

Tabla 36 (b). Receta para el 2.05x Qlagen mutiplex custom buffer (Buffer Q).

Reactivo Volumen (pl/reacc)
2.05x Qiagen multiplex custom Buffer 7,5
Primer mix 2uM 2
FAM-Tags 2uM 2

ADN (20nguL) 3,5
Volumen total reaccién 15

Tamaiio amplicon (pb)

Gen Exon / Intron sin TAGs con TAGs
1 336 372
6 371 407
RHD
9 252 288
Intron 03 193 229
HGH - 434 470

de cada amplicon.
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Tabla 37. Tamaio de los amplicones con y sin las TAGs de cada uno de las regiones de amplificacion de

El tamafio de los amplicones esperado se describe en la Tabla 37, donde se muestra el tamafio
en pb de los amplicones con y sin TAGs (extensiones oligonucleotidicas en el extremo 5 de cada
uno de los primers forward y reverse que estan en la secuencia de los primers). En total deberian
aparecer 5 picos en el analisis de fragmentos, cada uno correspondiente al tamafio con TAGs
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A. Resultados de los analisis de fragmentos

A.1) PCR uniplex con Buffer H

La Figura 46 (A. B. C) muestra el analisis de fragmentos de las amplificaciones obtenidas
mediante PCR uniplex con el Buffer H. Los resultados se obtuvieron del andlisis de una muestra
RHD positiva, es decir, con el gen RHD presente y el gen HGH (gen de la hormona de
crecimiento, con una secuencia altamente conservada en el genoma humano) siempre presente.
En cada una de las Figuras aparece una linea diagonal roja con unos puntos marcados a lo largo
de la misma que indican el tamafio del marcador de peso molecular utilizado (GeneScan™ 500
LIZ®). Este marcador de peso molecular esta formado por los siguientes tamafios de fragmentos
en pares de bases (pb) 35. 50. 75. 100. 139. 150. 160. 200. 300. 340. 350. 400. 450. 490. 500.

A su vez en cada diagrama aparecen unas lineas verticales azules que representan los
fragmentos detectados. Se ha marcado en cada figura el fragmento que corresponde a cada uno
de los exones o intrones del gen RHD esperado y del gen HGH.

Ademas, al principio de cada diagrama siempre aparecen una serie de lineas azules a bajas
intensidades en comparacion con los fragmentos detectados por parte del software de analisis.
Estas lineas corresponden con fragmentos ilegibles o inutilizables que aparecen siempre al inicio

de la lectura por parte del secuenciador, y a los que no, el software no asigna ningun tamafio.
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Figura 46 (A. B. C). Analisis de fragmentos de los amplicones de PCR uniplex con 10x buffer PCR (Buffer H). En
el eje X se indica el tamaio del fragmento en pares de bases (S), el area del fragmento (A) y la altura del fragmento
(H) y en el eje Y la intensidad de la amplificaciéon de ese fragmento. En cada figura aparece una linea diagonal
con unos puntos marcados correspondientes al tamaio del marcador de peso molecular (cual)?. Las primeras
lineas verticales azules que aparecen al inicio de cada diagrama corresponden a fragmentos ilegibles por parte
del software de andlisis y a lo que no se les asigna ninguin tamafo. A continuacién, aparecen en cada figura otras
lineas verticales con su correspondiente tamafo asignado por el software de analisis. Asi, la Figura A
corresponde con el resultado de la PCR uniplex de la pareja de primers del exén 1 del gen RHD, la Figura B
corresponde con el exon 9 e intron 3 del gen RHD y la Figura C corresponde con el exon6 del gen RHD y el gen
HGH.

A.2) PCR uniplex con Buffer Q

En la Figura 47 se muestra una linea diagonal roja y unas lineas verticales naranjas, ambas
corresponden al marcador de peso molecular. GeneScan™ 500 LIZ®, utilizado en el analisis de
fragmentos y formado por fragmentos de distinto tamafio como se ha indicado anteriormente.
Con este Buffer Q no hubo resultado en el analisis de fragmentos por eso no se observan picos

de color azul en laimagen. En la figura se ha querido mostrar las lineas verticales naranjas como
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indicativo de que el ensayo de fragmentos se ha realizado con éxito y que laausencia de lineas

azules no es debido a un ensayo no valido.

Esta ausencia de resultado ocurrié tanto para el analisis de los amplicones mediante PCR uniplex
como multiplex. Ante la posibilidad de que fuera un error experimental se decidié tener un
resultado mediante un gel de agarosa y segun los resultados obtenidos se repetia o no el andlisis

de fragmentos (ver “1.2.2 Resultados de los analisis en gel de agarosa”).
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Figura 47. Analisis de fragmentos de los amplicones de PCR uniplex y multiplex con el 2.05X Qlagen Multiplex
custom buffer (Buffer Q). El experimento no muestra ningun pico correspondiente a los tamanos de los
amplicones. Los picos naranjas y la linea diagonal roja corresponden al marcador estandar GeneScan ™ 500
LIZ.

A.3 PCR multiplex con buffer H

En la Figura 48 se muestra, como en las figuras anteriores, una linea diagonal roja unos puntos
marcados que indican el tamafio del marcador de peso molecular utilizado (GeneScan™ 500
LIZ®), y unas lineas verticales azules qure corresponden con los amplificados, y cuya altura
oscila en funcién de la intensidad de la amplificaciéon de cada uno de los fragmentos. En concreto,
estas lineas azules corresponden, como se indica en la Figura 36, con el exon1, exén 6, exén 9
e intron 3 del gen RHD y el gen HGH, amplicados correctamente al utilizar conjuntamente los
primers especificos y Buffer H mediante PCR multiplex. La muestra utilizada al igual que antes,

fue una RHD positiva.
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Figura 48. Andlisis de fragmentos de la reaccién multiplex para el exén 1. 6. 9 y el intrén 3 de RHD y HGH con Buffer H. En el eje X se indica el tamafio del fragmento en pares de bases
(S), el area del fragmento (A) y la altura del fragmento (H) y en el eje Y la intensidad de la amplificaciéon de ese fragmento. La linea roja diagonal corresponde con el marcador de peso

molecular utilizado y las lineas verticales azules a distintas intensidades son el resultado de la amplificacion de los 5 fragmentos del gen RHD mediante PCR multiplex. En cada tamaino
obtenido se ha indicado a qué fragmento del gen corresponde.
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B. Resultados de los analisis en gel de agarosa

Con los mismos sets de primers que los utilizados en los analisis de fragmento se realizé una
migracion del producto de PCR multiplex obtenido mediante el uso combinado de primers y buffer
de PCR en gel de agarosa al 3% (Figura 49). La muestra utilizada como control positivo de
amplificacion especifica del gen RHD (NA14706), corresponde con una delecion homocigota del
gen RHD. Su genotipo para el gen RHD y el RHCE es ddcc. Con esta muestra se valora la
especificad resultante de la amplificacién, por lo que soélo deberia observar la banda
correspondiente al amplicon HGH. Ademas, se utilizé el agua como Negative Control (llamado
NC en la Figura 49).

Si observamos la Figura 49 los productos de PCR obtenidos con el buffer Q se localizan a la
izquierda y a la derecha el buffer H. Con el buffer Q el resultado de la amplificacién genera
productos inespecificos cuyo tamafio de banda corresponde al tamafio esperado de
amplificacion del gen RHCE (llave blanca en la Figura 49). A diferencia de la amplificacion
obtenida con el buffer H donde no se ha generado esa inespecificidad y, por tanto, la

amplificacion es especifica del gen RHD.

Q_NA14706.2

Q_NA14706.3
H_NA14706.1
H_NA14706.2
H_NA14706.3

Q_NA14706.1

W

i
i
l
i
!
'

|

ddcc

\ ) Bandas inespecificas

Bandas HPA-1 y HGH

Figura 49. Resultado de los productos amplificados mediante PCR multiplex con los buffers de PCR. Q y H. El
gel muestra los productos de PCR obtenidos en una muestra cuyo genotipo es ddcc (muestra con una delecion
homocigota del gen RHD) con los dos buffers de PCR testados. En primer lugar, aparecen 3 réplicas de la
muestra NA14706 amplificada con el buffer Q, donde se observan unas bandas inespecificas que corresponden
con la amplificacion del gen RHCE. A continuacion, aparecen otras 3 réplicas que corresponden al buffer Hy en
donde no se observa esta amplificacion inespecifica. Finalmente, se observan los dos controles negativos (NC)
de cada uno de los buffers y el marcador de peso molecular.
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En ambos casos se observan unas bandas intensas que corresponden a los amplicones de HPA
1 y HGH (llave verde en la Figura 49), utilizados como controles de amplificacion del test, los
cuales siempre estan presentes tanto en muestras D+ como D-. Ademas, por debajo de los
100pb, en ambos buffers, aparecen unas bandas difusas que corresponden con dimeros de
primers. La parte de la derecha del gel de agarosa muestra la migracién de los controles

negativos (NC) y el marcador de peso molecular.

Por ultimo, se testaron ambos buffers con la tecnologia XMAP de Luminex y los resultados fueron

determinantes para seleccionar el buffer H, como mostramos a continuacion:

Como se muestra en la Tabla 38 los resultados de los dos buffers en una muestra cuyo genotipo
era RHCE null, es decir, no tenia que haber amplificacion del gen RHCE, el buffer Q, produjo
unas Median Fluorescence Intensities (MFIs) superiores tanto para el alelo variante (MFI1) como
para le alelo referencia (MF12) respecto al buffer H. Esto es un claro ejemplo de la inespecificidad
en la amplificacion de la PCR con este buffer. En cambio, con el buffer H, los valores obtenidos
en ambas MFIs son valores similares a los que se obtienen con un control negativo (agua), es
decir, en este caso la amplificacion obtenida es unicamente del gen RHD.

Tabla 38. Resultados de amplificacion inespecifica con buffer H y Q en una muestra cuyo genotipo es RHCE null.
INTO3 es la abreviatura de intron 3 del gen RHD. MFI 1 y MFI 2 (Median Fluorescence Intensity), la MFI 1

corresponde la sefial generada por el conjugado (sonda-bead) del alelo variante y la MFI 2 corresponde la seiial
generada por el conjugado (sonda-bead) del alelo normal o frecuente.

INTO3
Buffer MFI 1 MFI 2
368 273
H: 10x 360 312
275 270
2423 2201
Q: Multiplex 2119 1742
1720 1439

Igualmente se obtuvo el mismo resultado de amplificacion inespecifica con otra muestra cuyo
genotipo era DdCc (Tabla 39).
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Tabla 39. Resultados de amplificacion inespecifica con los buffers H y Q (Multiplex Qiagen buffer) en una muestra

cuyo genotipo es DdCc.

INTO3
Buffer MFI 1 MFI 2
225 283

H: 10x 334 351
275 233

1779 1620

Q: Multiplex 1707 1539
2153 1867

A la vista de resultados descritos quedaron definidos qué primers y qué buffer de PCR se incluian
en la receta de la mezcla llamada PCR Master Mix (PMM), es decir, el buffer H y los primers

definidos en la Tabla 35 anteriormente explicada.

1.3 Optimizacion del Biotin-11-dctp y volumen de sape (protocolo de marcaje)

Tras la eleccién de los primers y el buffer de la PCR, el siguiente objetivo fue optimizar las
condiciones del marcaje de los productos de PCR amplificados con Biotin-11-dCTP para su
posterior revelado con estreptavidina-ficoeritrina (SAPE), por lo que la puesta a punto de estos

reactivos se realizé simultaneamente.

En el caso del Biotin-11-dCTP se testaron 3 concentraciones distintas del reactivo en la mix de
PCR: 1X(1mM). 1.5X (1.5 mM) y 2X (2mM). A su vez también se testaron dos volumenes de
SAPE: 3y 3.5 uL en un volumen final en la mix de marcaje (SAPE DILUTION BUFFER + SAPE)
de 90 L.

Las Figuras 50 (A). 50 (B). 50 (C), muestran todas las condiciones testadas en cada uno de los
probe sets (PS), es decir, un total de 6 condiciones (1X + 3 puL. 1X+ 3.5 uL. 1.5X + 3 pL. 1.5X +
3.5uL. 2X + 3 uL y 2X + 3.5 uL). La Figura 50 (A. B. C) muestra la variacion en la discriminacion
entre los 3 genotipos posibles (homocigoto alelo comin, homocigoto alelo variante, heterocigoto)
en funcion de la cantidad de biotina y SAPE. En concreto, el évalo rojo de la grafica PS117 esta
sefialando muestras correspondientes al genotipo homocigoto para el alelo comun o genotipo 3;
si se observa estos puntos vemos como la ratio de discriminacién, es decir, la proporcidén
obtenida entre las MFIs, de este genotipo empeora al incrementarse la concentracién de biotina
independientemente del volumen de SAPE, ya que los puntos desplazados y corresponden a la
condicion 2X de biotina con 3y 3.5 uL de SAPE.
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Figura 50 (A). Las representaciones de las discriminaciones de cada uno de los probe sets (PS) testado con cada condicién de concentracion de biotina y volumen de SAPE. PS 13 es el
probe set correspondiente a genotipo RHD*weak D type 3; PS 56 es el probe set correspondiente al genotipo RHD*Pseudogene. En total 6 condiciones fueron testadas: 1X + 3 pL. 1X +
3.5puL. 1.5X +3 pL. 1.5X + 3.5 uL. 2X + 3 uL y 2X + 3.5 pL. En el eje X estan representadas las muestras que se testaron, su genotipo de referencia esta en la leyenda del grafico. En el eje
Y se muestran los valores que diferencian los tres grupos de genotipos siendo el valor cercano a 1 >genotipo 3 (homocigoto normal), el cercano a 0.5 >genotipo 2 (heterocigoto) y el
cercano a 0 >genotipo 1 (homocigoto mutante).
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Resultados

Figura 50 (B). Las representaciones de las discriminaciones de cada uno de los probe sets (PS) testado con cada condicién de concentracion de biotina y volumen de SAPE. PS58 es el

probe set correspondiente al genotipo RHD*weak D type 1; PS 80 es el probe set correspondiente a genotipo RHD*weak D type 2. En total 6 condiciones fueron testadas: 1X + 3 pL. 1X +

3.5pL.1.5X +3 pL. 1.5X + 3.5 uL. 2X + 3 pL y 2X + 3.5 pL. En el eje X estan representadas las muestras que se testaron, su genotipo de referencia esta en la leyenda del grafico. En el eje

Y se muestran los valores que diferencian los tres grupos de genotipos siendo el valor cercano a 1 >genotipo 3 (homocigoto normal), el cercano a 0.5 >genotipo 2 (heterocigoto) y el

cercano a 0 >genotipo 1 (homocigoto mutante).
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Figura 50 (C). (B). Las representaciones de las discriminaciones de cada uno de los probe sets (PS) testado con cada condicion de concentracion de biotina y volumen de SAPE. PS117
probe set correspondiente al genotipo de HPA-1 y el PS193 correspondiente al genotipo RHD*Dllla-CE(3-7)-D. En total 6 condiciones fueron testadas: 1X + 3 pL. 1X + 3.5 pL. 1.5X + 3 pL.
1.5X + 3.5 L. 2X + 3 pL y 2X + 3.5 pL. En el eje X estan representadas las muestras que se testaron, su genotipo de referencia esta en la leyenda del grafico. En el eje Y del PS117 se
muestran los valores que diferencian los tres grupos de genotipos siendo el valor cercano a 1 >genotipo 3 (homocigoto normal), el cercano a 0.5 >genotipo 2 (heterocigoto) y el cercano
a 0 >genotipo 1 (homocigoto mutante). En el eje Y del PS193 se muestran los valores que diferencian los dos grupos de genotipos siendo los valores superiores a 1 >genotipo presente
y el cercanos a 0 >genotipo ausente. En el PS 117 hay un circulo rojo para remarcar como empeora la discriminaciéon con 2X de concentracion de Biotina, independientemente de la
cantidad de SAPE en el genotipo correspondiente al genotipo 3.
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Con estos resultados de definid la concentracion del Biotin-11-dCTP en la mix de PCR como 1X
y en cuanto al volumen de SAPE en la mix de marcaje se realizé un segundo experimento que
consistié en una titulacion afiadiendo 3. 4 y 5 uL de SAPE al volumen final de 90 uL de la mix y
asi concretar qué cantidad de SAPE era la 6ptima [Figura 51 (a). 51 (b) y 51 (c)].
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Figura 51 (a). Las representaciones de las discriminaciones de cada uno de los probe sets (PS) testados con 3. 4 y 5 uL. de SAPE. EI PS 13 es el probe set correspondiente a genotipo
RHD*weak D type 3 y PS 56 es el probe set correspondiente al genotipo RHD*Pseudogene. En el eje X estan representadas las muestras que se testaron, su genotipo de referencia esta
en la leyenda del grafico. En el eje Y se muestran los valores que diferencian los tres grupos de genotipos, siendo el valor cercano a 1 el genotipo 3 (homocigoto normal), el cercano a
0.5 el genotipo 2 (heterocigoto) y el cercano a 0 el genotipo 1 (homocigoto mutante).
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Figura 51 (b). Las representaciones de las discriminaciones de cada uno de los probe sets (PS) testados con 3.4 y 5 uL de SAPE. El PS58 es el probe set correspondiente al genotipo
RHD*weak D type 1y PS 80 es el probe set correspondiente a genotipo RHD*weak D type 2. En el eje X estan representadas las muestras que se testaron, su genotipo de referencia esta
en la leyenda del grafico. En el eje Y se muestran los valores que diferencian los tres grupos de genotipos, siendo el valor cercano a 1 el genotipo 3 (homocigoto normal), el cercano a
0.5 el genotipo 2 (heterocigoto) y el cercano a 0 el genotipo 1 (homocigoto mutante).
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Figura 51 (c). Las representaciones de las discriminaciones de cada uno de los probe sets (PS) testados con 3.4y 5 uL de SAPE. El PS117 probe set correspondiente al genotipo
de HPA-1y el PS193 correspondiente al genotipo RHD*Dllla-CE(3-7)-D. En el eje X estan representadas las muestras que se testaron, su genotipo de referencia esta en la leyenda
del gréfico. En el eje Y del PS117 se muestran los valores que diferencian los tres grupos de genotipos, siendo el valor cercano a 1 el genotipo 3 (homocigoto normal), el cercano
a 0.5 el genotipo 2 (heterocigoto) y el cercano a 0 el genotipo 1 (homocigoto mutante). En el eje Y del PS193 se muestran los valores que diferencian los dos grupos de genotipos
siendo los valores superiores a 1 >genotipo presente y el cercanos a 0 >genotipo ausente.
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Los graficos de la Figura 51 (a) muestran como la discriminacién, en general, empeora segun se
aumentaba la cantidad de SAPE en la mix de marcaje, este efecto se ve en mayor o menor

medida en todos los PS.

Por ejemplo, en todos los PS menos el PS58, el genotipo 3 (homocigoto normal), que son los
valores cercanos a 1, la dispersion aumenta segun se afiade mas cantidad de SAPE, al igual
que en el PS193 donde los valores cercanos a 0, que son lo determinan el genotipo ausente,
muestran ese empeoramiento en la discriminacion y los ratios son mas dispersos, y por tanto, la

distancia existente entre las muestras ausentes y presentes era menor.

Con estos resultados el volumen de SAPE definido para afiadir a la mix de marcaje fue 3 pL.

1.4 Optimizacién del programa de PCR segun el modelo de termociclador

Se compararon los resultados obtenidos en cada uno de los tres termocicladores: 1.-
termociclador Gold plated 96-Well Geneamp® PCR System 9700 (4314878G). 2.-Aluminum-
plated 96-Well Geneamp® PCR System 9700 (4314879G) o 3.- Veriti® 96-Well termociclador
(4375786 04452300). Los resultados del termociclador Gold se utilizaron de referencia ya que
fue el unico que no permite ajustar los modos, ni las rampas del termociclador. Este termociclador
se utilizé como de referencia porque ID RHD XT forma parte de una familia de tests de
genotipado sanguineo (ID HPA XT. ID CORE XT) y estos otros ensayos usan este termociclador
por lo que el enfoque fue que todos los ensayos utilizasen los mismos equipos. El termociclador
Gold presenta un termobloque de un material distinto respecto al Veriti® y al Aluminum, que

permite una transmision del calor entre los pocillos mas uniforme.

Si se observan la Figura 52 (a). (b). (c), los resultados de discriminacion en las muestras cuya
PCR se realizé con el termociclador Aluminum y Veriti® muestra una mayor variabilidad entre las
réplicas porque los valores de MFI son bajos y, por tanto, la discriminacion entre los genotipos
empeora. Un ejemplo de este empeoramiento en la discriminacion ocurre en el PS80 donde se
ve una dispersion en las muestras con los termocicladores Veriti y Aluminum respecto al Gold
[Figura 52 (b)], otro ejemplo es el PS193, donde las muestras cuyo genotipo era presente
disminuyen tanto su sefial que hace que la discriminacion empeore hasta un nivel en el que no

es posible genotiparlas correctamente [Rectangulo rojo en la Figura 52 (c)].
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Figura 52 (a). Las representaciones de las discriminaciones de cada uno de los probe sets (PS) testados en cada uno de los distintos modelos de termocicladores (Gold. Aluminum
y Veriti). PS 13 es el probe set correspondiente a genotipo RHD*weak D type 3 y PS 56 es el probe set correspondiente al genotipo RHD*Pseudogene. En el eje X estan
representadas lasmuestras que se testaron, su genotipo de referencia esta en la leyenda del grafico. En el eje Y se muestran los valores que diferencian los tres grupos de
genotipos siendo el valor cercano a 1 el genotipo 3 (homocigoto normal), el cercano a 0.5 el genotipo 2 (heterocigoto) y el cercano a 0 el genotipo 1 (homocigoto mutante).
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Figura 52 (b). Las representaciones de las discriminaciones de cada uno de los probe sets (PS) testados en cada uno de los distintos modelos de termocicladores (Gold. Aluminum
y Veriti). PS58 es el probe set correspondiente al genotipo RHD*weak D type 1 y PS 80 es el probe set correspondiente a genotipo RHD*weak D type 2. En el eje X estan
representadas las muestras que se testaron, su genotipo de referencia esta en la leyenda del grafico. En el eje Y se muestran los valores que diferencian los tres grupos de
genotipos siendo el valor cercano a 1 el genotipo 3 (homocigoto normal), el cercano a 0.5 el genotipo 2 (heterocigoto) y el cercano a 0 el genotipo 1 (homocigoto mutante). El
PS80 aumenta la dispersion en las muestras amplificadas con los termocicladores Veriti y Aluminum.
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Figura 52 (c). Las representaciones de las discriminaciones de cada uno de los probe sets (PS) testados en cada
uno de los distintos modelos de termocicladores (Gold. Aluminum y Veriti). PS193 correspondiente al genotipo
RHD*DIlla-CE(3-7)-D. En el eje X estan representadas las muestras que se testaron, su genotipo de referencia
esta en la leyenda del grafico. Y En el eje Y del PS193 se muestran los valores que diferencian los dos grupos
de genotipos siendo los valores superiores a 1 >genotipo presente y el cercanos a 0 >genotipo ausente. EI PS
193 las muestras cuyo genotipo es presente y fueron amplificadas con el Aluminum disminuyen su senal lo que
conlleva a un resultado de genotipo incorrecto (rectangulo rojo en Figura).

Las MFIs también se analizaron y se observo (Tabla 40) que las sefiales obtenidas con el
termociclador Aluminun en las sondas que hibridan fue del 28% (menos) respecto al
termociclador Gold plated 96-Well Geneamp®, lo que explica el empeoramiento en general en
la discriminacién. En el caso del termociclador Veriti® 96-Well los ratios no se vieron afectados
y la discriminacion en todos los genotipos fue similar a la referencia, la discriminacion. En el
caso del termociclador Veriti® 96-Well los ratios no se vieron afectados y la discriminacion en

todos los genotipos fue similar a la referencia.

156



Resultados

Tabla 40. Tabla que muestra el % de senal respecto al termociclador Gold de las sondas que hibridan o no en
muestras procesadas con los termocicladores Aluminum y Veriti.

% versus Gold

Termociclador
Sondas hibridadas Aluminum Veriti®
Si -28 + 2
No -22 +15

Con estos resultados se decidio realizar un segundo experimento modificando las condiciones
de los termocicladores e intentar mejorar estos resultados, para ello en el Aluminum y en Veriti
que comparten en mismo material en el termobloque, es decir, la temperatura se transmite de
manera similar, se ajustaron sus rampas. Para ello, las rampas se ajustaron al 70% lo que
significa que el termociclador calienta y enfria al 70% de la tasa media maxima, necesario para
asemejar la forma en la que calientan y enfrian ambos bloques comparados con el termociclador
Gold.

Los resultados obtenidos se observan en las graficas de la Figura 53 (a). (b) y (c), donde se
puede observar que en el PS13 y PS80 la discriminacion entre los 3 genotipos es igual en los 3

termocicladores.

En el PS56 el genotipo heterocigoto (valores cercanos a 0.5) ligeramente mejoran con los
termocicladores Aluminio y Gold. En el genotipo homocigoto variante (valores cercanos a 0) la
discriminacion al final de la placa empeora ligeramente en los 3 termocicladores (ver circulo rojo

en PS56). Veriti >Gold >Aluminio este es el orden de mejor a peor discriminacion.

En el PS58 la discriminacion es similar en todos los termocicladores, aunque Aluminio y Gold

empeoran respecto a Veriti pero muy poco.

En el PS117 la discriminacion con los 3 termocicladores en todos los genotipos fue similar, pero
si que hubo una muestra (ver circulo rojo en PS117) en todos los termocicladores, cuya
discriminacion es claramente peor. Esta muestra fue usada previamente en otros experimentos,
asi que a la vista de los resultados se atribuy6 a un error de pipeteo en alguno de los pasos ya
sea dispensacion del volumen de ADN en la PCR, o en la hibridacion del producto amplificado,
o dispensaciéon menor durante el marcaje en el termociclador de la mix de SAPE-SAPE dilution
buffer.
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Y, por ultimo, para el PS193, la discriminacion en las muestras presentes, es decir, las muestras
cuyo genotipo es RHD*Dllla-CE(3-7)-D, fue (de mejor a peor): Aluminium > Veriti > Gold (valores
a partir de 0.7).

El PS193 fue uno de los PS donde mas diferencias se encontraron entre los 3 termocicladores
pero a pesar de los resultados (Figura 53c) las muestras genotiparon correctamente y la distancia
de los ratios entre el valor menor de una muestra presente, y el valor mayor de una ausente
estuvo lejos de dar resultado incorrecto (es decir, que una muestra presente genotipara

incorrectamente como ausente (falso negativo) y viceversa (falso positivo)).
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Figura 53 (a). Las representaciones de las discriminaciones de cada uno de los probe sets (PS) testados en cada uno de los distintos modelos de termocicladores (Gold. Aluminum y
Veriti) después de ajustar las rampas al 70% en los termocicladores. Veriti y Aluminio. PS 13 es el probe set correspondiente a genotipo RHD*weak D type 3 y PS 56 es el probe set
correspondiente al genotipo RHD*Pseudogene. En el eje X estan representadas las muestras que se testaron, su genotipo de referencia esta en la leyenda del grafico. En el eje Y se
muestran los valores que diferencian los tres grupos de genotipos siendo el valor cercano a 1 para el genotipo 3 (homocigoto normal), el cercano a 0.5 para el genotipo 2 (heterocigoto)
y el cercano a 0 para el genotipo 1 (homocigoto mutante). En el PS56 el genotipo homocigoto variante (valores cercanos a 0) la discriminacion al final de la placa empeora ligeramente
en los 3 termocicladores (ver circulo rojo en PS56).

159



Resultados

PSS8 Muestra ID PS 58 P580 Muestra ID PS 80
RBC5 A RBC5 A
NA15733 A
1,00 ::;:33 3 1,00 NA22641 3
" Al
00 o M g A i e T L ol 3
jal Lifeshare 60136 3 Lifeshare 60136 3
0,80 ¢ BCGENG650 3 0,80 BCGENG650 3
NA19100 A NA19100 3
0,70 NA17344 3 0,70 NA17344 3
BGG-14-0013 1 BGG-14-0013 3
0,60 11-0447 1 0,60 11-0447 3
Galicia 13 2 " Galicia 13 3
0.50 Galicia 14 2 0.80 B _h Galicia 14 3
b ': BGG-14-0026 3 ‘ > BGG-14-0026 1
BGG-14-0229 3 BGG-14-0229 1
0,40 Galicia 16 3 0,40 Galicia 16 2
Noelia 3 Noelia 2
0,30 ﬁ Innotrain 12460 3 0,30 Innotrain 12460 3
17-032 3 17-032 3
Galicia 10 3 Galicia 10 3
0,20 0,20 '
-t Galicia 5 3 L (AN Galicia 5 3
0,10 Mgy AW 0,10 n
B Veriti B Veriti
0,00 ¢ Au 0,00 ¢ A
Gold Gold

Figura 53 (b). Las representaciones de las discriminaciones de cada uno de los probe sets (PS) testados en cada uno de los distintos modelos de termocicladores (Gold. Aluminum y
Veriti) después de ajustar las rampas al 70% en los termocicladores Veriti y Aluminio. PS58 es el probe set correspondiente al genotipo RHD*weak D type 1y PS 80 es el probe set. En
el eje X estan representadas las muestras que se testaron, su genotipo de referencia esta en la leyenda del grafico. En el eje Y se muestran los valores que diferencian los tres grupos
de genotipos siendo el valor cercano a 1 para el genotipo 3 (homocigoto normal), el cercano a 0.5 para el genotipo 2 (heterocigoto) y el cercano a 0 para el genotipo 1 (homocigoto
mutante).
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Figura 53 (c). Las representaciones de las discriminaciones de cada uno de los probe sets (PS) testados en cada uno de los distintos modelos de termocicladores (Gold. Aluminum y
Veriti) después de ajustar las rampas al 70% en los termocicladores Veriti y Aluminio. PS117 probe set correspondiente al genotipo de HPA-1 y el PS193 correspondiente al genotipo
RHD*DIllla-CE(3-7)-D. En el eje X estan representadas las muestras que se testaron, su genotipo de referencia esta en la leyenda del grafico. En el eje Y se muestran los valores que
diferencian los tres grupos de genotipos siendo el valor cercano a 1 para el genotipo 3 (homocigoto normal), el cercano a 0.5 para el genotipo 2 (heterocigoto) y el cercano a 0 para el
genotipo 1 (homocigoto mutante). Y En el eje Y del PS193 se muestran los valores que diferencian los dos grupos de genotipos siendo los valores superiores a 1 >genotipo presente y
el cercanos a 0 >genotipo ausente. En el PS117 hubo una muestra (circulo rojo) en todos los termocicladores, cuya discriminacion es claramente peor.
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Se concluyé que los tres termocicladores eran capaces de proporcionar una sefal y
discrimininacion equivalente siempre y cuando el termociclador Veriti y Aluminium trabajaran con

rampas al 70%.

Se concluyé que los tres termocicladores eran capaces de proporcionar una sefal y
discrimininacion equivalente siempre y cuando el termociclador Veriti y Aluminium trabajaran con

rampas al 70%.

1.5 Protocolo de conjugados o couplings

Los conjugados son el resultado del proceso de unién del grupo amino primario en el extremo 5’,
al grupo carboxilo de la bead, que es activado mediante tratamiento con EDC (1-Ethyl-3-[3-

dimethylaminopropyl] carbodiimide hydrochloride).

A la hora de optimizar el protocolo de conjugados, procedimos inicialmente como muestra la
Figura 42 (a) y (b) con 4 probe sets (PS13. 56. 58 y 117) y comparamos la discriminacion entre
el protocolo de 500 puL y el de 1 mL. No testamos volumenes menores de 500 pL ya que existe
un riesgo en el contaje minimo que le pedimos al conjugado cuando se realiza su control de
calidad. Es decir, los viales stock de las beads son de 1 mL, en el caso de conjugados de 500
uL con un mismo vial se pueden fabricar dos conjugados distintos. Después de muchas
fabricaciones de conjugados en una de ellas, cuando se realizé el segundo conjugado con un
vial previamente usado tuvimos problemas en el contaje de beads y detectamos que se debi6 a
un problema en la homogenizacion del vial stock. Ante esta problematica se descart6 el uso de

volumenes inferiores.

Si se observa la Figura 54, se ve que en los 4 PS con el protocolo de 1 mL empeoran ligeramente
la discriminacion de sus ratios, haciendo que la distancia entre los 3 genotipos sea menor. Este
movimiento de los ratios esta correlacionado con que los valores de MFI obtenidos que fueron
menores con el protocolo de 1 mL, entre un 20-30% inferiores. La sefial mejoré modulando la
cantidad de SAPE a 3 pL. [como se explica en el apartado 1.3 Optimizacién del Biotin-11-dCTP

y volumen de SAPE (Protocolo de marcaje)] donde se testaron 3. 4 y 5 pL.
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Figura 54 (a). La Figura muestra los conjugados realizados siguiendo el protocolo de 500 pL vs 1 mL de partida de volumen de beads. PS 13 es el probe set correspondiente a genotipo
RHD*weak D type 3 y PS 56 es el probe set correspondiente al genotipo RHD*Pseudogene. En el eje X estan representadas las muestras que se testaron, su genotipo de referencia esta
en la leyenda del grafico. En el eje Y se muestran los valores que diferencian los tres grupos de genotipos siendo el valor cercano a 1 para el genotipo 3 (homocigoto normal), el cercano
a 0.5 para el genotipo 2 (heterocigoto) y el cercano a 0 para el genotipo 1 (homocigoto mutante). El protocolo de 1 mL empeora ligeramente dependiendo del PS y del genotipo comparado
con el protocolo de 500 pL.
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Figura 54 (b). La Figura muestra los conjugados realizados siguiendo el protocolo de 500 pL vs 1 mL de partida de volumen de beads. PS58 es el probe set correspondiente al genotipo
RHD*weak D type 1y PS117 probe set correspondiente al genotipo de HPA-1. En el eje X estan representadas las muestras que se testaron, su genotipo de referencia esta en la leyenda
del grafico. En el eje Y se muestran los valores que diferencian los tres grupos de genotipos siendo el valor cercano a 1 para el genotipo 3 (homocigoto normal), el cercano a 0.5 para el
genotipo 2 (heterocigoto) y el cercano a 0 para el genotipo 1 (homocigoto mutante). El protocolo de 1 mL empeora ligeramente dependiendo del PS y del genotipo comparado con el
protocolo de 500 pL.
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Por otra parte, dentro del protocolo de conjugacién, como se explicé en Material y Métodos, un
punto critico fue la adicion de EDC (1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl] carbodiimide
hydrochloride), agente activador del grupo carboxilo de la bead para el acoplamiento con el grupo

amino en el extremo 5’ de las sondas.

Por este motivo, analizamos el efecto del tiempo que se tarda en adicionar el EDC y el posible
impacto que podia tener sobre la discriminacion en los ratios. Como el tiempo esta directamente
relacionado con el nimero de conjugados por tanda, se determind realizar dos tandas de
conjugados, la primera tanda conformada por 8 conjugados y la segunda por 6 conjugados (total
14 conjugados). Ademas, también se determind, el tiempo maximo de adicién del EDC dentro de
cada a tanda, es decir, el tiempo maximo contabilizado desde la adiciéon del EDC al primer tubo
hasta el ultimo, tiempo que no debia superar los 3 minutos. Este tiempo se tuvo que registrar en

cada tanda y se us6 como un parametro de control del proceso.

El tiempo en adicionar el EDC esta ligado con el numero, y consecuentemente, con el orden de
procesamiento de tubos, es decir, a mayor numero de tubos, mas tiempo se tarda en afadir el
EDC, con lo que se tarda mas tiempo en adicionar el EDC al tubo nimero 14 que al 5. Asi, los
resultados obtenidos (Figura 55) muestran que segun en qué numero de posicion se realice el
conjugado (bead + sonda) la discriminacion empeora. Cada probe set (PS) esta formado por dos
conjugados, cada uno unido a una bead y una sonda diferente [el conjugado 1 formado por la
secuencia del alelo A (comun) y el conjugado 2 por la secuencia del alelo B (alternativo)] y en

total tenemos 7 PS (14 conjugados).

Desde la posicion 1-2 hasta la 7-8 (posicion 1 y 7 corresponden con el conjugado del alelo Ay
posicion 2 y 8 con el conjugado del alelo B) la discriminacion entre los genotipos es practicamente
la misma, la diferencia comienza a partir de la posicién de 9 en donde los ratios son mas variables
y la distancia de genotipado entre los grupos se ve reducida. Con estos resultados se concluyé que

los 14 conjugados de ID RHD se iban a producir en dos tandas, una de 6 y otra de 8.
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Figura 55. Representacion grafica de la discriminacion de los 3 genotipos del PS117 cuando se realiza la
conjugacion de este mismo PS en cada una de las posiciones en las que se realizan el resto de conjugados de
ID RHD XT, es decir, desde la posicion 1 hasta la 14. En el eje X estan representadas las muestras que se testaron,
su genotipo de referencia esta en la leyenda del grafico. En el eje Y se muestran los valores que diferencian los
tres grupos de genotipos siendo el valor cercano a 1 para el genotipo 3 (homocigoto normal), el cercano a 0.5
para el genotipo 2 (heterocigoto) y el cercano a 0 para el genotipo 1 (homocigoto mutante). Siempre las
posiciones van en pareja, ejemplo, posicion 1y 2 porque los conjugados se realizan de dos en dos (un conjugado
pertenece a la sonda alelo normal o frecuente y la otra sonda al alelo variante). Las lineas rojas estan delimitando
la zona de los ratios desde la posicion 1 a la 8, posiciones maximas elegidas para producir los conjugados.

Otro parametro que se evaluo en la optimizacion del protocolo de conjugacion fue el efecto de
usar EDC alicuotado y de un unico uso, respecto a un stock (de EDC) sobre el que se realizan

varias aperturas. En el protocolo se denominé como "unico uso" al EDC ya alicuotado.
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Figura 56. Representacion grafica de la discriminacion de los 3 genotipos del PS117 cuando se realiza la
conjugacion de este mismo PS utilizando el reactivo EDC de Unico uso versus 4 aperturas del vial stock. En la
grafica aparecen 4 condiciones: Unico uso T0; Unico uso T1; 4 usos T0 y; 4 usos T1. El T1 equivale 1 mes durante
en cual se realizaron 4 aperturas del EDC. En el eje X estan representadas las muestras que se testaron, su
genotipo de referencia esta en la leyenda del grafico. En el eje Y se muestran los valores que diferencian los tres
grupos de genotipos siendo el valor cercano a 1 para el genotipo 3 (homocigoto normal), el cercano a 0.5 para
el genotipo 2 (heterocigoto) y el cercano a 0 para el genotipo 1 (homocigoto mutante). Los puntos que
corresponden con 4 usos: T1 su discriminacion es peor que respecto a los a T1 Unico uso.

Como muestra la Figura 56 ambas condiciones (Unico uso y 4 usos) fueron analizadas a dos
tiempos. Los dos tiempos fueron, en primer lugar, el TO en donde ambas condiciones son iguales,
tiempo utilizado como referencia, y al de un mes (T1), tiempo durante el cual se realizaron 4
aperturas del vial stock (una por semana). En la ultima apertura se realizaron los conjugados del
PS117.

El primer tiempo es el TO, es decir, la primera apertura del reactivo. Los resultados muestran
cémo ambos reactivos se comportan igual y la discriminacion no se ve afectada. La diferencia
se observa a tiempo un mes (T1), después de las 4 aperturas realizadas al vial stock, en donde
se ve un claro empeoramiento en los ratios haciendo que los 3 genotipos se vean afectados

respecto al vial también almacenado durante T1 pero sin haber sido abierto.
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Y, por ultimo, se valoroé la utilizacion del uso de buffer MES (buffer esencial para la eficiencia del
proceso de acoplamiento sonda-bead mediante el EDC) frente al uso de agua en la resuspension
del EDC (el EDC es un reactivo liofilizado que debe resuspendenser en el momento de su uso).
Los resultados correspondientes indicaron que la adiciéon de MES aparentemente no empeoraba

ni mejoraba la discriminacion (Figura 57).

PS117 H20
1,00
MES
o o ¢ 8,489 : ¢
0,90
0,80
Muestra ID PS 117
RBC5 2
0,70 NA15733 1
NA22641 2
NA19102 3
0,60 07-005 1
Lifeshare 60136 3
0,50 $s BCGEN650 3
° 3 NA19100 2
¢ NA17344 3
0,40 BGG-14-0013 3
11-0447 3
Galicia 13 3
0.30 Galicia 14 3
BGG-14-0026 1
BGG-14-0229 1
020 Galicia 16 2
Noelia 2
0,10 Innotrain 12460 3
¢ %3 17-032 3
$ Galicia 10 3
0,00 Galicia 5 3

Figura 57. Representacion grafica de la discriminacion de los 3 genotipos del PS117 cuando se realiza la
conjugacion de este mismo PS, resuspendiendo el EDC en agua versus Buffer MES. En el eje X estan
representadas las muestras que se testaron, su genotipo de referencia esta en la leyenda del grafico. En el eje Y
se muestran los valores que diferencian los tres grupos de genotipos siendo el valor cercano a 1 para el genotipo
3 (homocigoto normal), el cercano a 0.5 para el genotipo 2 (heterocigoto) y el cercano a 0 para el genotipo 1

(homocigoto mutante).
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- 1.6 Analisis de los resultados preliminares

Una vez optimizadas las condiciones relacionadas con el disefio del test, anteriormente
explicadas, procedimos a analizar todos los resultados obtenidos de los distintos ensayos. Todos
esos datos sirvieron para realizar una estimacién de los rangos de genotipado para cada uno de
los clusters. Estos datos son necesarios por parte del equipo de IT para la programacion del
software de automatico de analisis. En la Tabla 41 se detalla los valores de cada uno de los

clusters y se explica qué valores se determinaron.

Tabla 41. Tabla resumen de los valores obtenidos y necesarios para la programacion el software de analisis por
parte del equipo de IT. La columna “Ratio Presencia / ausencia” indica la ratio que determina la presencia o
ausencia del exén del gen RHD. La columna “Cluster o grupo 1, 2 o 3” indica laratio que determina el genotipo
de cada uno de los polimorfismos del test; asi el cluster llamado 1 determina los genotipos homocigotos
infrecuentes, el cluster 2 los genotipos heterocigotos y el clusteer 3 los genotipos homocigotos frecuentes. La
columna “Minima MFI 1 y 2” indica el valor minimo de cada una de las MFIs (MFI 1 y MFI 2) en cada uno de los
clusters (la minima seinal de genotipado correcto en cada cluster para las muestras). Y la columna “Limite inferior
y superior” indica los valores minimos y maximos de ratio en cada uno de los clusters para que genotipen

correctamente los 3 grupos (1, 2y 3).

PS Ratio Cluster o Cluster o | Minima MFI | Minima MFI Limite Limite
Grupo Grupo 1 2 inferior superior
<0,342 A na
13 1 433 na 0,000 0,194
20,483 P 2 433 440 0,208 0,684
na 440 0,7 1,000
<0,855 A na
56 1 429 na 0,000 0,252
21,299 P 2 429 517 0,281 0,774
na 517 0,799 1,000
<0,855 A na
58 1 413 na 0,000 0,171
21,299 P 2 413 433 0,2 0,69
na 433 0,727 1,000
<0,458 A na
80 1 415 na 0,000 0,323
20,577 P 2 415 695 0,338 0,758
3 na 695 0,771 1,000
1 348 na 0,000 0,207
117 na na 2 348 404 0,226 0,698
3 na 404 0,726 1,000
193 <1,610 A na na na
21.943 P 1319 1207
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FASE 2: Desarrollo del prototipo

2. Determinacién de controles de calidad

2.1. Control de calidad determinados para la PCR Master Mix (PMM) y sus materias
intermedias

A. Materias intermedias involucradas en la fabricacién de la PMM

A.1. QIAGEN 10X

La Tabla 42 describe los valores de conductividad de 12 lotes distintos del buffer 10X, analizados
en dos conductimetros y los valores de temperatura (°C). La temperatura hay que tenerla en
cuenta en las medidas de conductividad ya que los dos factores que influyen en los resultados
son: la agitacion de la solucion cuando se esta realizando la medida (nuestras medias siempre
se realizaron en agitacion) ya que la corriente eléctrica se debe al movimiento de iones en la
disolucion y el otro factor, es la temperatura que influye en dicho movimiento por lo que se debe
realizar a 20-25°C.

Tabla 42. Medidas de conductividades de 12 lotes distintos de buffer 10X. La conductividad se midié en dos
conductimetros distintos.

BI:::::r Conductimetro Conductividad Temperatura
10X (mS/cm) (°C)
1 PGK802D 39.9 254
2 PGK802C 39.7 24.6
3 PGK802D 38.9 245
4 PGK802C 39.7 25.7
5 PGK802D 39.5 254
6 PGK802C 38.9 25.0
7 PGK802D 40.2 23.0
8 PGK802C 40.0 229
9 PGK802D 393 23.2
10 PGK802C 39.7 228
11 PGK802D 39.8 227
12 PGK802C 38.7 225

No se detectaron valores atipicos y, por lo tanto, todos los datos se utilizaron para establecer las
especificaciones de control de calidad. Los valores de conductividad méas bajos y mas altos

obtenidos para el bufer Qiagen 10X fueron 38.70 mS /cm y 40.20 mS / cm.
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Estos rangos se ampliaron a 37 - 42 mS / cm para el buffer Qiagen 10x después de considerar
el 5% de diferencia en las mediciones entre los dos conductimetros. Este rango se consider6

aceptable para definir el QC del buffer Qiagen 10x.

A.2. DNTPs Y Biotin-11-DCTP

Otros dos componentes que forman parte de la receta de la PMM son los dNTPs y el Biotin-11-
dCTP. A estos componentes, se les realizaron dos controles de calidad, basados en la medida

de su pH y concentracion.

A.2.1. PH: ANTPS

Los datos de pH proporcionados por el proveedor (tomados a 4°C) para los dNTPs (dATP, dTTP,
dCTP, dGTP) fueron 8.5 + 0.1. Nuestro control de calidad consistié en confirmar que los valores
de pH eran correctos. Como el pH sélo lo podiamos medir a temperatura ambiente (RT), a los
valores del proveedor se les aplicé una correccién de 0.14, por lo que, tras la correccion, el nuevo

rango inferido de pH que hubiera proporcionado el proveedor a RT paso a ser 8.26 - 8.74

Ademas, a este rango se le afadi6 la variabilidad observada en nuestros equipos (la llamada
variabilidad de medida), que fue de 0.15. Asi el rango establecido para los dNTPs fue 8.1- 8.9.
Este rango de pH se confirmé en todos los casos testados, tal y como se muestra en la Tabla
43.

Tabla 43. Medidas de pH de un lote de cada uno de los 4 dNTPs (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) cuyo rango se
establecié para hacer las medidas a temperatura ambiente.

pH
Nucleétido Observado Rango aceptacion:
8.1-8.9
dCTP 8.56 CORRECTO
dATP 8.40 CORRECTO
dTTP 8.45 CORRECTO
dGTP 8.50 CORRECTO

A.2.2. pH: BIOTINA-11-dCTP

La medida de pH la utilizamos como indicativo de la validez del reactivo para su uso en la
fabricacion de la PMM. Si el pH estuviese fuera de el rango establecido ese reactivo lo
rechazariamos porque no cumple con las especificaciones asignadas. Cualquier valor fuera de
ese rango podria ser un indicativo de una fabricacion incorrecta o el deterioramiento del reactivo
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0 otras causas desconocidas lo que podria afectar a nuestra PMM vy, por tanto, poner en riesgo

el genotipado de las muestras.

En el caso de la Biotina-11-dCTP, se midieron 2 lotes distintos de biotina y se confirmo el rango
de referencia (establecido por parte del proveedor asumiendo que se hubiera realizado ésta a
RT, pH 7.0 — 8.5). Confirmamos que esos dos lotes de biotina cumplen con los criterios de pH

establecidos por parte del proveedor (Tabla 44).

Tabla 44. Medidas de pH de 2 lotes de biotina.

Lote pH Temperatura (°C)
RKO008-031 7,34 21,1
BMO007-043 8,06 21,2

A.2.3. Concentracién: dNTPS y BIOTINA-11-dCTP

El siguiente control de calidad establecido fue confirmar la concentracion establecida por parte
del proveedor tanto de los dNTPs (100 mM) como de la biotina-11-dCTP (1 mM).

De nuevo se confirmaron los datos enviados por parte del proveedor en su Certificado Analitico
(CoA) como medida preventiva en la deteccion de materias primas no aptas para usarlas en la
fabricacion de los componentes de nuestro test. Realizar estas medidas confirmatorias nos ha
permitido detectar errores en materias primas. Un ejemplo fue en la medida de la concentracion
de unos oligonucleétidos cuyo valor era el doble de la concentracion tedrica, por lo que fueron
rechazados y reclamados al proveedor, quien tras un segundo analisis confirmé un error en la
dispensacioén por parte de su robot a la hora de alicuotar, lo que originé la mezcla de sintesis de

distintos oligos.

Los dNTPs diluidos 1/200 se cuantificaron por cuatro operadores para estimar la variabilidad

observada entre las diluciones (Tabla 45).

Tabla 45. Medidas de concentracion (uM) de los dNTPs realizadas en el espectrofotémetro NanoDrop™ 8000
(Thermofisher scientific) por 4 operadores distintos previa dilucion 1/200.

dNTPs
Operador dTTP dCTP dATP dGTP
1 499.12 496.25 483.56 483.19
2 498.12 500.20 485.84 480.17
3 493.20 486.34 477.99 463.11
4 518.50 516.84 506.94 495.07
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Se midieron los dNTPs diluidos 1/200, asi que el rango de medida esperado debia ser 500 puM,
la diferencia entre el valor minimo y maximo observado se restd a la concentracion tedrica

esperada. Asi el rango establecido fue 445-555 M.

Para la Biotin-11-dCTP no se tuvo que realizar dilucién previa asi que al valor medido esperado
1+ 0.1 mM, la diferencia entre el valor minimo y maximo observado se resté a la concentracion

tedrica esperada. Asi los valores establecidos como especificacion fueron 860-1140 M.

Establecidos los rangos se cuantificaron los dNTPs y el Biotin-11-dCTP que se utilizaron en la
fabricacién de los 3 primeros lotes (Tabla 46).
Tabla 46. Medidas de concentracion de cada uno de los dNTPs (previa dilucién 1/200) y Biotin-11-dCTPrealizadas

en el espectrofotometro NanoDrop™ 8000 (Thermofisher scientific) que cumple el rango establecido de control
de calidad.

Concentracion (uM)

Nucleétido Esperada Observada
dCTP 455 - 555 522
dATP 455 - 555 530
dTTP 455 - 555 503
dGTP 455 - 555 525
Biotin-11-dCTP 860 - 1140 1113

A.3. Oligonucledtidos (primers, sondas y antisondas)

En la Tabla estan los valores maximos y minimos de concentracion medidos con Nanodrop en 4

lotes distintos de oligos sabiendo que la concentracion tedrica es de 100 uM (Figura 58).
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Figura 58. Concentracion (uM) medida con el Nanodrop para los 204 oligonucleétidos. En el eje Y se representa
la concentraciéon (uM) medida en el Nanodrop y en el eje X son los 204 oligonucleétidos medidos.

En la Tabla 47 estéa marcado en verde el valor mas alto y mas bajo hallado de un total de 4 lotes

diferentes de oligonucledtidos, es decir, un total de 204 medidas u oligonucleétidos.

Tabla 47. Medidas de concentracion en el espectrofotometro NanoDrop™ 8000 de 4 lotes distintos de primer,
sondas y antisondas. Marcado en verde el valor minimo (de los minimos) y maximo (de los maximos) medido.

Concentracion (M)

Lote Minimo Maximo Promedio
1 92,9 131 117,1
2 90,9 151 110,7
3 98,5 131 116,5
4 82,8 130 94,9

Para determinar el rango de concentracion se analizaron los valores comprendidos entre 131 y
151 uM. Del total de 204 datos; 1 dato dio un valor de 151 uM. 3 datos dieron por encima de 140
MM y 5 datos dieron una concentracion de 131 uM. Todos los datos por encima de 131 pyM se
consideraron outliers o valores atipicos. Por lo tanto, el rango de cuantificacion de la
concentracion de los oligonucledtidos se definié como aquel comprendido entre la concentracion
tedrica (10001M) +/- un 30% quedando definido en 70-130 pM. Cualquier oligonucledétido fuera
de ese rango se rechazaria como materia prima para la fabricacion de los componentes del
ensayo ID RHD XT.
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Resultados

Definidos todos los controles de calidad de las materias intermedias involucradas en la

fabricacion de la PMM, a continuacion, se explica qué control de calidad fue definido para este

componente del test ID RHD XT.

Para ello se midieron la conductividad en 24 lotes de PMM y se analizaron en dos conductimetros

se describen en la Tabla 48.

Tabla 48. Medidas de conductividades de 24 fabricaciones distintas de PCR Master Mix (PMM), medidas en dos

conductimetros distintos

Lote PMM Conductimetro

Conductividad Temperatura

(uS/cm) (C)
1 PGK802D 684 23.1
2 PGK802C 687 23.1
3 PGK802D 688 23.2
4 PGK802C 694 23.0
5 PGK802D 694 22.9
6 PGK802C 694 22.9
7 PGK802D 685 23.2
8 PGK802C 686 23.2
9 PGK802D 687 23.2
10 PGK802C 687 23.2
11 PGK802D 689 23.2
12 PGK802C 685 23
13 PGK802D 686 221
14 PGK802C 682 215
15 PGK802D 679 214
16 PGK802C 662 22,6
17 PGK802D 650 22.2
18 PGK802C 684 22.0
19 PGK802D 650 21.8
20 PGK802C 658 23.3
21 PGK802D 722 21.5
22 PGK802C 668 21.5
23 PGK802D 626 213
24 PGK802C 695 214

Se analizaron los datos para establecer el rango de aceptacion como se explicé en Material y

Métodos, es decir, eliminando los valores atipicos del grupo de datos. En este caso no se
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encontraron valores atipicos entre las medidas de las 24 PMM realizadas en ambos

conductimetros.

Los valores de conductividad mas bajos y mas altos obtenidos fueron 626 uS/cmy 722 uS/cm,
respectivamente. Estas diferencias son debidas a la varibilidad intrinseca al proceso de
fabricacion por el uso de materias primas distintas. Como todas las PMM funcionalmente
resultaron correctas, es decir, cuando se procesaron muestras de genotipo conocido todos los
resultados fueron los esperados, concluimos que esos valores de conductividad son validos. El
rango definido, como en anteriores ocasiones, se ampli6 después de considerar el 5% de

diferencia en las mediciones entre los diferentes conductimetros siendo 594 — 758 uS / cm.

2.2. Control de calidad determinados para la Bead Master Mix (BMM) y sus
reactivos intermedios

A continuacion, se establecieron los controles de calidad del siguiente componente, la Bead
Master Mix (BMM) y sus reactivos intermedios. La BMM esta conformada por los conjugados y
el buffer de hibridacion por lo que en este apartado se determind la eficiencia en la conjugacion,
es decir, el resultado del proceso de union del grupo amino primario en el extremo &’, al grupo
carboxilo de la bead, que es activado mediante tratamiento con EDC (1-Ethyl-3-[3-

dimethylaminopropyl] carbodiimide hydrochloride).

A. Reactivos intermedios involucrados en la fabricaciéon de la BMM

A.1. Buffer de hibridacion

Como control de calidad del buffer de hibridacion nos planteamos analizar su conductividad tal y
como se describe en Material y Métodos. Los resultados mostraron 8 valores atipicos (resaltados
en rojo en la Tabla 49) que correspondieron a varias medidas de un mismo lote.

Los valores de conductividad mas bajos y mas altos obtenidos después de eliminar los valores

atipicos fueron 91.7 mS/cm y 92.5 mS / cm (resaltados en verde en la Tabla 49).
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Tabla 49. Resultados de las medidas de conductividad de Buffer de Hibridacion. Resaltados en color rojo
aparecen los valores atipicos encontrados que pertenecen a un mismo lote diferentes medidas.

Lote Buffer Conductimetro Conductividad Temperatura

Hibridacion (mS/cm) (°C)
1.1 PGK802D 85.0 19.6
1.2 PGK907 85.4 19.0
1.3 PGK802D 85.3 22.8
1.4 PGK907 86.2 19.7
1.5 PGK802D 86.3 18.0
1.6 PGK907 86.5 19.9
1.7 PGK802D 86.8 20.0
1.8 PGK907 86.1 242
2 PGK802D 91.7 241
3 PGK907 91.9 241
4 PGK802D 92.3 240
5 PGK907 92.5 235
6 PGK802D 91.8 23.0
7 PGK907 92.0 234
8 PGK802D 914 23.3
9 PGK907 91.8 21.6
10 PGK802D 91.9 229
11 PGK907 91.8 22.8
12 PGK802D 91.7 229

El rango de conductividad se establecié teniendo en cuanto los valores minimos y maximos
observados. Ademas, al rango establecido se le anadié la variabilidad observada en nuestros
equipos (la llamada variabilidad de medida), que fue de un 5%, lo valores obtenidos fueron

redondeados. El rango de aceptacion final quedo definido en 87.0 - 97.5 mS / cm.

En cuanto al estudio de estabilidad real, al observar los datos de la Tabla 50, después de 13
meses de almacenamiento comprobamos que la conductividad de los 3 lotes de buffer esta
dentro del rango establecido de aceptacién. Ademas, en el reactivo no se vio crecimiento
microbiano, a pesar de su almacenaje a RT, por lo tanto, el reactivo es estable durante esos 13

meses.
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Tabla 50. Resultados del estudio de estabilidad real durante 13 meses de 3 lotes de Buffer de Hibridacion.

Conductividad (mS/cm)
Buffer Hibridacion Lote

Tiem

(Mes::) 6 4
0 91,6 91,9 91,7
3 90,1 90,1 90,1
6 90,4 90,4 90,5
9 92,1 91,9 92,5
13 89,5 89,8 90,2

Sin embargo, a pesar de que los resultados muestran que después de 13 meses la conductividad
del buffer de hibridacion continta dentro del rango establecido, como medida preventiva, por ser
un reactivo almacenado a temperatura ambiente (18-25°C), decidimos reducir la fecha de
caducidad a 6 meses, tiempo maximo estimado de uso teniendo en cuenta las previsiones de

fabricacioén por parte del departamento de produccion.

A.2. Conjugados o couplings

Como se mencion6 en el apartado “Material y Métodos” en el proceso de generacion de
conjugados se establecieron dos controles de calidad, uno referente al proceso de conjugacion

y otro referente a la cantidad de beads recuperadas en el proceso.

En primer lugar, como muestra la Tabla 51, se valoré el tanto proceso de conjugacién asi como,
las diferencias en los valores de MFI obtenidos entre los EDCs usados (Referencia versus
Suboptimo) y las dos concentraciones de antisondas testadas (1 yM y 100nM). Entre los
resultados existen claras diferencias en los valores obtenidos segun la dilucion testada. Asi, los
datos en la dilucion 100nM son mas restrictivos que con la dilucion de menor concentracion (1
MM), ya que los valores de MFI a partir de 11000 o inferiores son indicativos de que el proceso

de conjugados se ha visto afectado y esos conjugados habria que rechazarlos.
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Tabla 51. Puesta a punto de la concentracion de antisondas como control de calidad del proceso de conjugacion.
Se testaron 2 concentraciones 1 yM versus 100 nM con el EDC Referencia versus Subéptimo.

MFI (Median Fluorescence Intensity)

Concentracion Antisonda

1uM 100 nM
EDC
PS Referecia Subéptimo Referencia Suboéptimo
1301 14737 6873 14787 7210
1302 15458 8091 13630 7908
5601 14734 9893 14183 8896
5602 15383 9900 14269 11557
5801 15380 8958 14231 8748
5802 15680 9657 13706 9623
8001 15409 9800 13103 11919
8002 14827 9614 14886 8250
11701 14509 8500 13242 8994
11702 14979 7050 13136 11670
19301 14020 5137 12892 7060
19302 14231 6538 12456 6605
19401 13366 8817 12982 11871
19402 14820 8695 13216 7435

Los valores marcados en verde son los valores de MFI con los que se definié el criterio de
aceptacion de este proceso de calidad. Asi se determind como criterio de aceptacion de este
primer control de calidad del proceso de conjugacion que valores de MFI fuesen mayores de
11000

En segundo lugar, se realizé el contaje de cada uno de los conjugados en el contador de
particulas Multisizer 3 Coulter counter (Beckman Coulter) al final del proceso de conjugacion. El
numero de beads al final del proceso debia ser al menos 6.25x106, es decir, al menos el 50% de
la cantidad promedio de partida (12.5x106). Como muestra la Tabla 52, todos los conjugados

cumplieron el contaje de 6.25x10%
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Tabla 52. Recuento de los conjugados mediante Multisizer 3 Coulter counter (Beckman Coulter) al final del
proceso de conjugacion. Los conjugados al final del proceso deben tener al menos un 50% de las beads de
partida, es decir, al menos 6.25x10° beads.

Sonda Bead | Contaje | Promedio | x10¢

RHO0130101 33 5960 5740 11

RHO130101 33 5476

RHO130101 33 5785

RH0130201 34 5405 5180 10

RHO130201 34 5170

RH0130201 34 4966

RH0560101 35 6209 5743 11

RHO560101 35 5446

RHO560101 35 5573

RH0560201 36 5424 4981 10

RHO560201 36 4785

RHO560201 36 4735

RH0580102 37 6278 6176 12

RHO580102 37 6068

RH0580102 37 6182

RH0580203 38 5577 5053 10
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RH0580203 38 5013
RHO580203 38 4569
RHO800101 42 5332 5300 11
RHO800101 42 5335
RHO800101 42 5233
RHO800201 43 5768 5650 11
RHO800201 43 5962
RHO800201 43 5219
RH1170103 44 5163 5113 10
RH1170103 44 5141
RH1170103 44 5035
RH1170203 45 4872 4865 10
RH1170203 45 5013
RH1170203 45 4710
RH1930101 46 3888 3810 8
RH1930101 46 3707
RH1930101 46 3835
RH1930201 47 5565 5422 11
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RH1930201 47 5072

RH1930201 47 5630

RH1940101 51 5091 5137 10

RH1940101 51 5312

RH1940101 51 5008

RH1940201 52 5981 5890 12

RH1940201 52 5436

RH1940201 52 6254

A.3. Conjugados o couplings

El buffer MES (2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid) fue utilizado durante el proceso de
conjugacion y constituye un componente esencial para la eficiencia del proceso de acoplamiento
sonda-bead. El control de calidad establecido fue la medida de conductividad, la cual fue

analizada, al igual que para otros reactivos, mediante dos conductimetros distintos.

Los resultados mostraron dos valores atipicos (Tabla 53 color rojo) (que fueron eliminados). Los
valores mas bajos y mas altos obtenidos después de eliminar los valores atipicos mencionados
fueron 152.7 uS/cmy 188.4 uS / cm (Tabla 53 color verde). El rango establecido como control
de calidad se amplio un 5% por la diferencia entre mediciones y equipos y quedd, por lo tanto,

determinado como 145 — 198 pS / cm.

Por otra parte, también se analizaron los datos del estudio de estabilidad del reactivo a
temperatura ambiente durante un mes para confirmar que tras este tiempo los valores de

conductividad aun estaban dentro del rango establecido (Tabla 53).
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Tabla 53. Resultados obtenidos en la fabricacion de diferentes Buffer MES para establecer el rango de medida
de conductividad como parametro de control de calidad.

Lot:n :;ffor Conductimetro Con(:;c;l:;dad T«n;().ocr)atura
1 PGK802D 176.6 223
2 PGK802C 176.8 246
3 PGK802D 176.5 245
4 PGK802C 25.7
5 PGK802D 254
6 PGK802C 180.8 25.7
7 PGK802D 180.5 254
8 PGK802C 180.1 25.0
9 PGK802D 178.7 23.0
10 PGK802C 1817 229
1 PGK802D 167.7 232
12 PGK802C 167.8 228
13 PGK802D 169.2 227
14 PGK802C 167.1 225
15 PGK802D 165.0 227
16 PGK802C 1864 225
17 PGK802D 162.8 227
18 PGK802C 1575 225
19 PGK802D 178.9 227
20 PGKBO2C | 1884 = 225
21 PGK802D 1826 227
22 PGK802C 1535 225
23 PGKBO2D | 1527 230
24 PGK802C 1576 221
25 PGK802D 157.5 220
26 PGK802C 160.0 22.8
27 PGK802D 154.0 235
28 PGK802C 160.7 231
29 PGK802D 159.5 220
30 PGK802C 161.2 227
31 PGK802D 164.2 236
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Como se deduce de la Tabla 54 la conductividad del buffer MES después de un mes a
temperatura ambiente sigue estando dentro del rango establecido 145 — 198 uS / cm, como
aceptable, por lo que se propuso una caducidad de un mes para este reactivo. No se testé un
tiempo de almacenamiento mas extenso ya que este buffer carece de ningun tipo de preservante
que evite el crecimiento bacteriano, ademas el afiadirselo puede implicar un cambio en su pH
(4.5 - 4.6) lo que podria conllevar a un impacto en la eficiencia en el proceso conjugacion.

Tabla 54. Resultados de las medidas de conductividad del estudio de estabilidad del buffer MES durante un mes a temperatura
ambiente.

Conductividad (uS/cm)
Tiempo (Meses)

Buffer MES Lote 0 1
1 180.8 181.8
2 180.5 181.7
3 180.1 181.9
4 178.7 180.4
5 181.7 184.0
6 164.0 179.9
7 189.4 196.0
8 162.8 175.5
9 172.7 168.1
10 168.8 168.9

A.4. EDC (1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl] carbodiimide hydrochloride)

Como hemos mencionado, el EDC es un reactivo que se emplea para producir la unién del grupo
amino de las sondas en el extremo 5’ al grupo carboxilo de la bead. El EDC es un reactivo
higroscoépico, por lo que la presencia de humedad afecta a sus propiedades y por consiguiente

a la eficiencia de la conjugacion.
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Por ello como control de calidad se midié su punto de fusion (MP), ya que éste oscila con la
humedad absorbida por el compuesto y por lo tanto es indicativo de la presencia o no de

humedad en el reactivo (EDC).

Los resultados obtenidos se pueden ver en la Tabla 55. En todos los casos, el rango de MP
esperado estaba dentro de los criterios de aceptacion (< 2°C), y el punto de inicio de todas las

mediciones fue entre 108 °C, los puntos de fusion entre 112 - 113°C y el punto final 114°C.

En cuanto a la variabilidad introducida por el operador, no hubo diferencias significativas entre
los operadores (prueba t de Student, p = 0.295), aunque si hubo diferencias significativas entre
dias (Anova de un factor, p = 0.023). Estas diferencias fueron principalmente entre los dias 2 y 4
pudiéndose explicar por las posibles diferencias de humedad en la sala lo que afecta, como ya
hemos comentado, al reactivo. La Tabla 55 muestra el CV total, que fue de 0.27% (se redonded
a 0.3%) y ésa fue la maxima variabilidad permitida entre los valores de temperatura entre los

capilares.

Tabla 55. Resultados de las medidas del onset point del EDC realizado por dos operadores en 4 dias distintos.

Onset point (°C)

Dia y operador

Operador Dia Media SD CV (%

1 1 11,2 0,00 0,00

1 2 110,9 0,36 0,33

1 3 110,8 0,15 0,14

1 4 11,4 0,12 0,1

2 1 111,0 0,26 0,24

2 2 110,7 0,35 0,31

2 3 11,1 0,15 0,14

2 4 111 0,21 0,19
Operador Media/operador SD/operador CV (%)/operador

1 111.1 0.32 0.29

2 111.0 0.28 0.26

Total Media Total SD Total CV (%)
111.0 0.30 0.27
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B) Bead Master Mix (BMM)

Definidos todos los controles de calidad de las materias intermedias involucradas en la
fabricacion de la BMM, se definié su control de calidad.

El control de calidad establecido consistié en contar el nimero de beads conjugadas presentes
en la BMM. Para ello la concentracion de beads se calcul6é de forma tedrica teniendo en cuenta
sus especificaciones definidas en su certificado analitico (CoA) y un valor de coeficiente de

variacion (CV %) establecido segun las distintas medidas realizadas.

Los calculos tedricos de la concentracion total (bead/mL) mostrados en la Tabla 56 se obtuvieron
de los valores definidos en el CoA del proveedor (Luminex), teniendo en cuenta el volumen del
vial, su concentracién y su numero de beads totales minimos y maximos que podia haber en un
vial de 1 mL.

Tabla 56. Calculos tedricos de la concentracion (bead/mL), volumen vial (mL) y el nimero de beads totales
maximo y minimo de partida en el proceso de conjugacion.

Especificaciones tedricas

Maximo Minimo
Concentracion (beads/mL) 14x10° 11x10°
Volumen vial (mL) 1.2 0.98
6 6
NUmero de beads totales 16.8x10 10.8x10

A partir de los datos se plantearon dos escenarios de trabajo, teniendo en cuenta en cada uno
de ellos las especificaciones tedricas (concentracion, volumen vial y niumero de beads totales)
minimas y maximas. Al primer escenario (condiciones éptimas) se le asigné un rendimiento del
100% (la concentracion de beads al principio y al final del proceso de conjugacién era idéntica).
En cambio, al segundo escenario (peores condiciones) se le supuso un rendimiento solo del 50%

(la concentracion final de beads era la mitad de la inicial).

Una vez establecidos estos dos escenarios, se procedié a calcular la concentracion tedrica de

beads en cada conjugado (concentracion minima, promedio y maxima) para un volumen total de
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125 pL (volumen final por conjugado obtenido en el proceso de conjugacion partiendo de 1 mL

de bead). Los resultados se muestran en la Tabla 57.

Tabla 57. Calculos tedricos de la recuperacion maxima (100%) y minima (50%) en la concentracién de beads/pL
en el proceso de conjugacion. Existen 3 posibles escenarios de partida en la concentracion de beads:
Concentracion minima (10.8 x106). Concentracion promedio (12.5x106). Concentracion maxima (16.8x106).

Cada conjugado en 125 pL

Concentracion tedrica Beads/uL
Inicial 10.8x10° 12.5x10° 16.8x10°
Final: Recuperacion 100% 86240 100000 134400
Final: Recuperacion 50% 43120 50000 67200

A continuacion, se calculd la cantidad de beads en la BMM. Como ya hemos mencionado la BMM
esta conformada por dos buffers (TE y Buffer Hibridacion) y por los conjugados o couplings (14
es el numero de conjugados de ID RHD XT). Ademas, un lote de ID RHD XT minimo esta formado
por 40 kits, por lo que la cantidad de beads calculada en la BMM fue a partir de este numero de
kits. Los resultados se presentan en la Tabla 58 donde se resumen los volumenes (L) de cada
uno de los componentes. En la primera columna aparecen los volumenes de los buffers para
preparar una BMM de 40 kits y el volumen por conjugado (24 L), es decir, como se afiaden 14

conjugados el volumen total afadido es el que aparece en la segunda columna (x14) 336 pL.

Tabla 58. Volumenes de los reactivos que conforman una Bead Master Mix (BMM) de 40 kits. En la primera
columna aparece el volumen anadir de cada buffer y de cada conjugado. Y en la segunda columna el volumen
total de la BMM teniendo en cuenta que se tienen 14 conjugados y de cada uno se afiaden 24 pL.

Bead Master Mix (40 kits)
Volumen por conjugado (ulL)
Reactivo x1 x14
TE 25000 25000
Buffer Hibridacion 41000 41000
Conjugado 24 336
Total 66024 66336

La concentraciéon beads, en los 24 yL de cada conjugado, dependid, por un lado, de los dos

escenarios planteados al principio, es decir, tasa de recuperacion maxima (100%) y minima
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(50%) vy, por otro lado, de la cantidad de partida de beads en el proceso de conjugacion (Tabla
59).

A partir de estos valores, y como muestran las Tablas 60, 61 y 62 se realizaron los calculos hasta
llegar al rango definido como correcto segun el control de calidad. La Tabla 60 recoge los célculos
que determinaron la concentracion por tipo de beads en la BMM de 40 kits y la Tabla 61 la

concentracion total beads (beads/mL) en los 40 kits.

Por ultimo, la Tabla 62 muestra la concentraciéon total beads (beads/uL) en los 40 kits. La
concentracién calculada depende de la concentracion de partida y del porcentaje de
recuperacion final. En esta Ultima tabla (Tabla 62, datos resaltados en verde) aparece el rango
que se definié como correcto segun el control de calidad, proveniente de escoger el minimo y el
maximo de los valores obtenidos. Es decir, el limite inferior del rango se determiné con el valor
menor y el limite superior con el mayor. Asi el rango de aceptacién de control de calidad fue 220-
680 beads/ pL.

Tabla 59. Concentracion (beads /mL) por tipo de bead en los 24 pL de conjugado que se afiaden a la BMM. La
concentracion calculada depende de la concentracion de partida y del porcentaje de recuperacion final.

En los 24 pL de conjugado cuando se prepara la BMM

Concentracion tedrica por tipo

de bead Beads/mL
Numero beads iniciales 10.8x10° 12.5x10°  16.8x10°
Final: Recuperacion 100% 2069760 2400000 3225600
Final: Recuperacion 50% 1034880 1200000 1612800
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Tabla 60. Concentracion (beads /mL) por tipo de bead en los 40 kits. La concentracion calculada depende de la

concentracion de partida y del % de recuperacion final.

La concentracion para cada tipo de bead en los 40 kits

Concentracion tedrica por tipo Beads/mL
de bead

NUumero beads iniciales 10.8x10° 12.5x10° 16.8x10°

Final: Recuperacion 100% 31201 36179 48625

Final: Recuperacion 50% 15601 18090 24313

Tabla 61. Concentracion total beads (beads/mL) en los 40 kits. La concentraciéon calculada depende de la
concentracion de partida y del % de recuperacion final.

La concentracion total beads en los 40 kits (en los 14 conjugados)

Concentracion tedrica total de Beads/mL
beads

Numero beads iniciales 10.8x10° 12.5x10° 16.8x10°

Final: Recuperacion 100% 436816 506512 680753

Final: Recuperacion 50% 218408 253256 340376

Tabla 62. Concentracion total beads (beads/pL) en los 40 kits. La concentracién calculada depende de la

concentracion de partida y del % de recuperacion final.

La concentracion total beads en los 40 kits (en los 14 conjugados)

Concentracion tedrica total de Beads/uL
beads

NUumero beads iniciales 10.8x10° 12.5x10° 16.8x10°

Final: Recuperacion 100% 437 507 680

Final: Recuperacion 50% 220 253 340
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2.3. Control de calidad determinado para el SAPE

Como recordamos. Luminex utiliza dos laseres para el analisis de las microesferas. El laser /
LED de clasificacion roja (635 nm) excita los tintes fluorescentes internos de las microesferas, lo
que sirve para identificar cada una de las microesferas de acuerdo con su firma espectral. Y el
laser / LED indicador verde (525-532 nm) que detecta si el analito de interés esta presente, es
decir, el indicador fluorescente unido al analito capturado en la superficie de la microesfera. Por
eso, utiizamos como marcador fluorescente la estreptavidina-ficoeritrina (SAPE), por su

extremadamente alta afinidad de unién con la biotina presente en el producto de la PCR.

Para evaluar su calidad, y por lo tanto su usabilidad con confianza, se realizaron controles de
calidad basados en la presencia de posibles precipitados. Para ello, se cuantificaron mediante el
contador de particulas Multisizer 3 Coulter counter (Beckman Coulter) SAPEs sin y con
precipitados. Estos ultimos fueron descubiertos tras un fallo detectado en Luminex donde se
observaba una clasificacion incorrecta de las beads y tras varias investigaciones se descubrio la
presencia de precipitados en el stock de la materia prima. Ante este descubrimiento se decidié
implementar este control de calidad para el SAPE. Asimismo, también se cuantifico con el
contador de particulas el diluyente (denominado ISOTON, y que esta constituido por una solucion
isotonica de sulfato sédico, cloruro sédico, imidazol y tetracaina HCL) para confirmar la ausencia

de particulas en él.

Los datos en la Tabla 63 marcados en rojo muestran como los SAPES con precipitados
presentan valores mayores a 200 particulas/mL, por lo que se determiné este valor como rango
de QC, es decir, tanto el ISOTON como los SAPES debian cuantificar por debajo de 200.
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Tabla 63. Valores obtenidos con el Multisizer 3 Coulter counter (Beckman Coulter) de muestras de SAPE con y
sin precipitados. Marcadas en rojo todos aquellos SAPE que presentaba precipitados.

Sample ID Medida 1 Medida 2 Medida 3 Media sD CV %
ISOTON 10 8 6 8 2 25
ISOTON 6 5 3 5 2 33
ISOTON 6 5 3 5 2 33
ISOTON 6 5 3 5 2 33
ISOTON 10 10 13 1 2 16
ISOTON 9 1 13 1 2 18
ISOTON 9 1 13 1 2 18
ISOTON 9 1 13 1 2 18
26 5
37 8
37 1
24 7
SAPE SIN PRECIPITADOS 22 89 26 45 38 82
SAPE SIN PRECIPITADOS 37 38 81 52 25 a8
SAPE SIN PRECIPITADOS 40 61 65 55 13 24
SAPE SIN PRECIPITADOS 37 49 a1 42 6 14
SAPE SIN PRECIPITADOS 27 1 23 20 8 a1
SAPE SIN PRECIPITADOS 28 27 25 27 2 6
SAPE SIN PRECIPITADOS 16 17 20 18 2 12
SAPE SIN PRECIPITADOS 48 67 76 64 14 22
SAPE SIN PRECIPITADOS 33 64 39 45 16 36

2.4. Control de calidad determinado para el SAPE DILUTION BUFFER

Y por ultimo, el componente SAPE DILUTION BUFFER que se utiliza en la mix de marcaje como
diluyente. El parametro a evaluar fue la conductividad ya que es un parametro fiable para medir

el contenido iénico en una solucion.

Los valores de conductividad mas bajos y mas altos fueron 16.41 mS /cm y 17.31 mS / cm
(resaltados en verde en la Tabla 64).
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Tabla 64. Resultados obtenidos en la fabricacion de diferentes SAPE DILUTION BUFFER para establecer el rango

de medida de conductividad como parametro de control de calidad.

;Tteljifg: Conductimetro Cor;:lnusjsr\:)dad Tem?fcr;:tura
BUFFER
1 PGK802D 16.73 221
2 PGK802C 16.74 246
3 PGK802D 16.76 245
4 PGK802C 16.79 25.7
5 PGK802D 16.84 254
6 PGK802C 16.79 25.7
7 PGK802D 16.87 234
8 PGK802C 16.89 25.0
9 PGK802D 16.67 235
10 PGK802C 16.41 22.9
11 PGK802D 16.82 23.2
12 PGK802C 16.76 22.8
13 PGK802D 17.31 227
14 PGK802C 16.46 225
15 PGK802D 16.53 22.7
16 PGK802C 16.80 225
17 PGK802D 16.72 22.7
18 PGK802C 16.53 224

El rango 16.41-17.31 mS / cm se amplid, después de considerar el 5% de diferencia en las

mediciones entre los diferentes equipos, por lo que pasé a ser 15.5-18.5 mS / cm.

Por otra parte, también se evalud la estabilidad del reactivo y para ello se fue midiendo la
conductividad de 3 lotes de SAPE DILUTION BUFFER durante 25 meses almacenados a 2-8°C.
Los resultados de este estudio estan en la Tabla 65 que muestra como el reactivo sigue siendo
manteniendo sus valores de conductividad a lo largo de los meses dentro del rango

anteriormente citado.
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Tabla 65. Resultados de las medidas de conductividad del estudio de estabilidad del SAPE DILUTION BUFFER
durante 25 meses a 2-8°C.

Conductividad (mS/cm)
SAPE DILUTION BUFFER Lote

Tiempo

(Meseps) L 2 8
0 171 16.9 16.8
3 171 16,8 171
6 16,9 16,7 16,9
9 16,8 16,5 16,8
13 17,2 171 16,8
16 16,8 16,8 171
19 16,8 16,8 16.8
25 17.0 171 16.9

A la vista de estos resultados concluimos que la conductividad del SAPE DILUTION BUFFER
después de 25 meses a 2-8°C sigue estando dentro del rango establecido 15.5-18.5 mS / cm por
lo que establecimos que la caducidad de este reactivo fuera 24 meses (siempre en los estudios
de estabilidad una vez confirmado el ultimo tiempo de analisis, la caducidad queda definida con

un mes menos).

FASE 3. Validacion del test

En todos los estudios que se realizaron para la validacion del test se utilizé un panel de 4
muestras (NA19327. HG01894. NA19904 y NA20294, correspondientes a lineas celulares del
Human Genome Research Institute (NHGRI) procedentes del Coriell Institute for Medical
Research (New Jersey, EE.UU). Junto al panel de muestras también se incluyeron en cada
experimento dos muestras positivas como control de procesamiento ID RHD CONTROL 1y ID
RHD CONTROL 2 y un Control Negativo (agua).

Este panel cubria todos los genotipos y fenotipos predichos con frecuencias superiores al 1%,
con la excepcioén del resultado del fenotipo "Weak D Type 1 o D+", es decir, que expresan un
numero menor de sitios antigénicos por eritrocito comparado con un fenotipo D positivo normal,
fue reemplazado por "Weak D Type 1" (el mas frecuente clinicamente relevante “Weak D Type”).
El Weak D Type 1 (RHD: c. 809 T>G) es una mutuacion puntual en el exén 6 del gen RHD. El

panel de ADN fue previamente caracterizado mediante secuenciacion bidireccional Sanger.
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3.1 Estudio de estabilidad real

Para cada punto de tiempo y lote de reactivos evaluados, se determinaron los fenotipos
predichos para todas las muestras de ADN gendmico y sus réplicas. El software de analisis de
ID RHD XT confirmé que los resultados fueron 100% correctos para todas las muestras (y
fenotipos) en todos los tiempos analizados (T3. T6. T9. T10. T12. T13. T15 y T16 meses),

cumpliendo con los criterios de aceptacion (= 99%) (Apéndice 1).

Tenemos que sefialar que, sin embargo, durante el estudio hubo una serie de desviaciones del
protocolo por distintas causas, los cuales no se tuvieron en cuenta para el calculo del “correct
call rate” dado que tras la repeticidon cuidadosa del protocolo no se volvieron a reproducir. Los

errores detectados en los distintos tiempos fueron:

- Eneltiempo 6 en el lote 3, la muestra llamada "RH2 L3 T6_R10" mostré un resultado
del fenotipo predicho “unknown” para el antigeno D (RH1). Se analizaron los valores de
MFI y lo mas probable es que la muestra se hubiese contaminado con el control de
procesamiento ID RHD CONTROL 1. El momento de la contaminacion se debié de
producir al afiadir el ADN a la placa de PCR. Se repitié la PCR siendo los resultados

correctos.

- Durante el analisis de T9 del lote 3. “RH1_L3 T9 R20” mostré un resultado de “No Call”
para los resultados del fenotipo predicho de antigenos HPA-1a y HPA-1b. La réplica 20
de la muestra de RH1 tras el fallo se observé que tenia menos volumen en el pocillo de
la placa de PCR (Figura 59), lo que demostré un error de pipeteo durante el proceso de

adicion del volumen de mix de PCRMM.
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Figura 59. Placa de PCR donde se observa un pocillo con menor volumen que los de su alrededor.

Tras la repeticién, se obtuvo un resultado correcto.

Y, por ultimo, en el tiempo T13 para el lote 5, las muestras llamadas
“‘RH2_L5_T13_REP_R10” y “RH2_L5-T13_REP_R20” mostraron un resultado de “No
Call” para HPA-1 y el resto de las réplicas dieron sefiales menores. Se observo en la
placa analizada en el Luminex (Figura 60) que los pocillos de la ultima columna
mostraron una menor intensidad en el color de la mezcla de marcaje en la placa de
hibridacion.
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Figura 60. Placa de hibridacion después de su lectura en el Luminex. El color rosa de los pocillos es el habitual
de la mix de marcaje a excepcion de los pocillos del cuadrado negro, donde la intensidad del color rosa a
disminuido significativamente.

La hipotesis mas plausible es achacar esta desviacion a un error en la dispensacion por parte de
Luminex del volumen de sheath fluid (reactivo utilizado por la maquina durante la lectura de las
placas como medio para diluir las muestras y poder ser leida por la 6ptica de la tecnologia).
Creemos que se pudo dispensar un volumen de liquido antes de realizar la lectura de la ultima
columna y, por lo tanto, se diluyeron los pocillos, por lo que la sefial resulté inferior. Se repitio la
placa completa y el resultado fue correcto, asi que estos resultados previos desviantes no se

tuvieron en cuenta en el clculo “correct call rate”.

En resumen, con los datos obtenidos demostramos que la estabilidad del test es de 16 meses y
como la fecha de limite de uso se establece como una duracién de hasta un mes antes desde el
ultimo tiempo testado en el que se cumplieron los criterios de aceptacion, los kits de ID RHD XT,

han sido estables hasta 15 meses de almacenamiento a 2 -8°C.

3.2 Estudio del vial abierto (Open Vial)

Este estudio evalud la estabilidad del "vial abierto" (edel vial en uso) de los reactivos del kit ID
RHD XT (PCRMM. Bead Master Mix. SAPE dilution buffer y SAPE) almacenados a 2-8 °C.

Después de 6 meses de almacenamiento a 2-8°C, los kits se abrieron y testaron cada tres meses
durante un periodo de 6 meses (T6 = primera apertura. T9 = mes 3 después de la aperturay T12

= mes 6 después de la apertura). Ademas, se evaluaran dos puntos de tiempo adicionales (T13
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y T16) a los 7 y 10 meses después de la apertura tras los resultados obtenidos previos en el
estudio de estabilidad.

La llamada “Call rate antigen” para todas las muestras y réplicas en todos los puntos analizados
a lo largo del tiempo que duré el estudio fue del 100%, por lo que ese cumplieron plenamente los
criterios de aceptacion (295%).

Para cada punto de tiempo, se confirmé mediante el software de analisis de ID RHD XT que los
fenotipos predichos para todas las muestras de ADN gendémico y las réplicas fueron 100%
correctos, cumpliendo con los criterios de aceptacion (299%). Los resultados se muestran en el
apéndice 1 donde se detalla el porcentaje observado de “correct calls” para todas las muestras

en cada tiempo analizado (Apéndice 2).

No obstante, en el tiempo 6 meses (T6) cuando se realizoé el analisis de las 20 réplicas del panel
de 4 muestras de ADN gendmico, la réplica de la muestra llamada RH1_T16_R17 dio un
resultado de “No call” para HPA-1 debido a una sefial de hibridacion baja. Se realizé un gel de
agarosa para confirmar la presencia de banda del producto amplificado de la PCR (Figura 61).

ID RHD CONTROL 2
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Figura 61. Gel de agarosa al 2% donde aparecen las 20 replicas de la muestra RH1 y los controles de proceso (ID
RHD CONTROL 1y 2y Control Negativo).

Como muestra la Figura 61, todas las muestras presentan la misma intensidad en las bandas del
gel, por lo que se descartd que hubiera habido un problema en el procesamiento de la PCR en
esa réplica. Es posible que se hay acometido un error durante la dispensacién del volumen del
producto de la PCR en la hibridacion, es decir, se afadié un volumen menor a 4 pyl y menor al
volumen calculado en el limite de tolerancia del protocolo [3.8 “Estudio de tolerancia a la

variabilidad en el protocolo (Guard banding)’] que conllevo que las sefiales de esa réplica fueran
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menores. Por ello decidimos repetir la hibridacion de las 20 replicas y en este caso el resultado
fue correcto.

Por lo que demostramos la estabilidad hasta 9 meses del vial abierto en kits almacenados

previamente durante 6 meses a 2-8°C.

Ademas, se pudo concluir que el componente BMM, protocolo del experimento detallado en
“Material y Métodos”, se puede mantener a RT (18-25°C) durante hasta 30 minutos sin afectar el

rendimiento del ensayo.

3.3 Estudio de deteccidon del limite inferior

Este estudio evalué el limite de deteccion inferior (LoD) para el test ID RHD XT, es decir, la
concentracion menor del ADN a testar a la que se obtuvo el 95% de resultados correctos. Esta

concentracion se estableciéo como el limite de deteccion (LoD).

En total se analizaron 280 datos de cada muestra. La Tabla 52 en el Apéndice 2, resume el total
numero de observaciones para cada fenotipo predicho en todas las muestras y réplicas por nivel
de concentracién de ADN y por lote de reactivo.

Los resultados (fenotipo predichos) de las 20 replicas de las 4 muestras resultaron 100%
correctos para las concentraciones 20.10. 5 y 2 ng/pL correspondientes a 100. 50. 25y 10 ng de

input de ADN para los dos lotes.

En cuanto a las concentraciones 1. 0.1 y 0.05 ng/pL correspondientes a 5. 0.5 y 0.25 ng
proporcionaron el 98%. 44% y 29% de los resultados correctos en el lote 2 y el 99%. 44% y 20%
en el lote 3 (Apéndice 3).

El porcentaje de resultados correctos se convirtio matematicamente en unidades de probabilidad
normal acumulativa (probits) y se ajustd mediante un modelo de regresion frente a la
concentracién de ADN para calcular la tasa de aciertos de 0.95 que determiné el limite de

deteccioén (LoD) de cada lote de reactivos.

El modelo probit obtenido se ajusté significativamente a los datos en todos los casos (prueba chi
cuadrado de relacion de probabilidad logaritmica) y los graficos residuales en todos los casos no

mostraron ninguna tendencia relevante que pudiera indicar un sesgo de ajuste.

Por lo tanto, fue posible predecir el LoD teérico a un nivel de confianza del 95%:
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- Parael Lote 2, el LoD (tasa de acierto 0.95) fue de 4.29 ng (IC del 95%: 2.91 —
7.41). (0.858 ng / pl).

- Para el Lote 3, el LoD (tasa de acierto 0.95) fue de 4.25 ng (IC del 95%: 2.89 -
7.29). (0.850 ng / pl).

En el Apéndice 4 se detalla los resultados del analisis probit de los “correct call” de los fenotipos

predichos para cada lote de ID RHD XT utilizado en el estudio.

No obstante, durante la ejecucion del estudio se encontraron las siguientes desviaciones del
protocolo que no afectaron la integridad de los datos del estudio y no tuvieron impacto en las

conclusiones del estudio.

Una muestra ID RHD CONTROL 2 en el Nivel 2_C2 (10 ng/ ul) (ADN 50 ng) con el lote 2 ofrecio
un resultado “Invalid Test: low average signal”, es decir, un resultado equivalente al de un
Negative Control. El resto de analisis, sin embargo, mostré un 100% correct call, incluyendo el

ID RHD CONTROL 1 y el Negative Control y el panel de muestras y sus réplicas.

Se realiz6 un gel de agarosa al 2% con los controles de proceso (Figura 62) y la migracion del
gel del ID RHD CONTROL mostré la presencia de las bandas esperadas (resultado positivo de
la amplificacion por PCR), lo que nos llevo a sospechar que el problema ocurrié durante la
posterior etapa de hibridacion. Es decir, probablemente la razén de la falta de sefial fue porque

no se agrego el producto de PCR (4 pl) a los 46 L de BMM, antes de la hibridacion.
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Figura 62. Gel de agarosa al 2% de las muestras controles de proceso (ID RHD CONTROL 1 y 2 y Negative
control).

Se realizd la repeticion de la hibridacién a partir de la misma PCR vy los resultados fueron

correctos.
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La réplica 10 de la muestra RH4 en el Nivel 2_C2 (10 ng / pl) (entrada de ADN 50 ng) con el lote
2 resulté “Invalid Test: low average signal”, es decir, un resultado equivalente al de un Negative
Control. El resto de analisis, sin embargo, mostré un 100% correct call, incluyendo el ID RHD

CONTROL 1y 2y el Negative Control y el panel de muestras y sus réplicas.

o
2
g
3
o=

Figura 63. Gel de agarosa con las replicas de la muestra RH4 procesado con el lote 3 y la concentracion C2.

Marcado en blanco la muestra que procesada en Luminex dio como un Control Negativo.

El gel de agarosa demostré que el producto de amplificacion si estaba presente en la PCR, por
lo que el problema debid ocurrir en la etapa de hibridacion durante la adicion del volumen de
ADN. Se repitié la hibridacion de las 20 replicas de la muestra y los resultaron fueron 100%

correctos.

Asi, el LoD de ID RHD XT, definido como el valor de concentracién de ADN en el que el 95% de
las réplicas resultaron correctas fue 2.88 ng, correspondiente a 0.576 ng / pl (lote de reactivos 2)

y la cantidad mas baja con resultados 100% correctos fue de 2 ng/ul para ambos lotes.

3.4 Estudio del limite superior de deteccidn

Al igual que con el estudio anterior también se evalué el limite superior de deteccion (LoD) para
el test ID RHD XT, es decir, la concentraciéon mayor a la que se obtuvo el 95% de resultados
correctos se establecié como el limite de deteccién (LoD). Las concentraciones testadas se
seleccionaron en funcién de las concentraciones de ADN genémico humano (extraido de sangre

total) utilizadas en Progenika Biopharma. A Grifols Company.

El panel de muestras se testdé a 150 y 200 ng/pL utilizandose dos lotes de reactivos de ID RHD
XT (3201000003 y 3201000004).

Tanto los controles del proceso (ID RHD CONTROL 1y 2 y Control Negativo) como el panel de
muestras de ADN gendmico analizado, mostraron resultados validos para todas las réplicas y
condiciones analizadas (lote de reactivos y concentracion de ADN). Se considera un resultado
vélido cuando el experimento se ha ejecutado correctamente, es decir, no hay ningun “Invalid
test” 0 “No call’. Ademas, todos los fenotipos predichos observados coincidieron con los fenotipos

esperados (Apéndice 5).
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Los resultados mostraron que, las muestras de ADN gendmico analizadas con el 3201000003 y
el 3201000004 a 150 y 200 ng/ pl de concentraciones de ADN proporcionaron un 100% “call rate”
(porcentaje de resultados correctos) y un 100% de “correct call” para los fenotipicos predichos.
El Apéndice 5 se detalla el porcentaje observado “correct call” de los fenotipos predichos para
las muestras de ADN gendmico y sus réplicas para cada lote de reactivo y concentraciéon de
ADN.

El LoD superior para ID RHD XT seria la concentracion de ADN a testar a la cual se obtuvo el
95% de los “correct call”. Sin embargo, como se explicé en el apartado de Material y Métodos,
los valores de concentracion de ADN superiores (150 y 200 ng / pL) testados se seleccionaron
en funcion de las concentraciones maximas historicas de ADN obtenidas tras su extraccion a
partir de sangre total. Por lo tanto, el LoD superior para ID RHD XT se definié por encima de 200

ng / pL.

Como en otros estudios, se identificd la siguiente desviacion del protocolo, que no afectaron la
integridad de los datos del estudio y no tuvieron impacto en las conclusiones del estudio, tras las

repeticion y resultado correcto.

En una placa (concentracién de ADN 150 ng / pL: DNA input 750ng), se obtuvo un resultado de
genotipo incorrecto para la muestra ID RHD CONTROL 1, siendo el resto del analisis de la placa
100% correctos (incluidos los controles de placa ID RHD CONTROL 2 y Control Negativo y todas
las muestras de ADN gendmico y sus replicas). Se obtuvo un genotipo incorrecto para el PS193,
cuyo resultado fue "ausente" en vez de "presente”. Se realizé un gel de agarosa del producto
amplificado junto con los otros dos controles de proceso (Figura 64) y se observo la presencia
de menos bandas y menos intensas de lo esperado.
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Figura 64. Resultado del gel de agarosa al 2% de los controles de proceso. El ID RDH CONTROL 2

muestra un patron de bandas difusas, es decir, una degradacién de la muestra.

Se sospechd que el problema con ID RHD CONTROL 1 ocurrié antes o durante la etapa de PCR.
Se continud con la investigacion hasta hallar el problema y se observé que las alicuotas de
trabajo almacenadas a 2-8°C de ambos controles. (ID RHD CONTROL 1 e ID RHD CONTROL
2) estaban ensambladas incorrectamente, es decir, la tapa del tubo que presenta lo que
denomina “loop” (Figura 65) estaba incorrectamente colocada lo que hace que el tubo quede

parcialmente abierto y, por tanto, sufra evaporacion.

Loop colocado Loop colocado
incorrectamente correctamente

%

\¢

Figura 65. Tubos con tapa con loop ensamblado correcta e incorrectamente. El tapon consta de dos partes: la
rosca y el loop o anillo, colocado por la parte inferior del tubo hasta insertarlo en la muesca perimetral. El tubo
de la izquierda (aspa roja) muestra un ensamblaje incorrecto porque el loop se ha colocado desde la parte
superior del tubo, a diferencia del tubo de la derecha (tic verde) cuyo loop esta debidamente colocado.

Esta evaporacion se confirmé midiendo el volumen de las alicuotas sin usar resultando un
volumen inferior a 86 pL, siendo el volumen esperado de 160 uL. Esta evaporacion significod que
el plasmido sintético estaba mas concentrado, incluso dos veces mas concentrado por lo que la

mayor concentracion de sales también pudo ser el motivo de los resultados.

3.5 Estudio de verificacién de los termocicladores

Este estudio evalué 3 modelos diferentes de termocicladores para verificar que los resultados
obtenidos para el test con ellos no se veian afectados. Los 3 modelos de termocicladores fueron:
1.- Geneamp® PCR System 9700 (Life Technologies), bloque aluminio. 2.- Veriti® Dx (Life
Technologies) y 3.- Geneamp® PCR System 9700 (Life Technologies) bloque “gold”.

El panel de muestras de ADN gendmico analizado dio resultados positivos para las 3 réplicas
analizadas en cada termociclador. Ademas, los resultados observados fueron 100% coincidentes

con los esperados (Apéndice 6) para cada termociclador.

202



Resultados

Sin embargo, en este estudio se encontrd una desviacion del protocolo con el control del proceso
ID RHD CONTROL 1, que mostré un genotipo incorrecto para el polimorfismo RHD-CE-D hybrid
(PS193) y un resultado de No Call para el polimorfismo RHD: ¢.1154G>C (PS 80) con el
termociclador Veriti.

La explicaciéon de este resultado incorrecto es la misma que la explicada en el anterior apartado
“3.4 Estudio limite de deteccion superior’, es decir, debido a la evaporacion de la muestra debido

al montaje incorrecto de la tapa del tubo.

Por lo tanto, los 3 modelos de termocicladores (1.- Geneamp® PCR System 9700 (Life
Technologies), bloque aluminio. 2.- Veriti® Dx (Life Technologies) y 3.- Geneamp® PCR System
9700 (Life Technologies) bloque “gold”) son aptos para usarse en este test diagnostico siempre
que cumplan con las siguientes especificaciones: tapa calentada, tiempos de rampa ajustables,

rango térmico minimo de 2 a 100°C y precision dentro de + 0.3°C.

Los termocicladores con diferentes especificaciones deberan verificarse antes de usarse con el
test ID RHD XT.

3.6 Sustancias interferentes

Como ya mencionamos en Material y Métodos, el objetivo de este estudio fue fue evaluar el
impacto de posibles sustancias interferentes en el ensayo ID RHD XT. Se analizaron muestras
enriquecidas con diversas sustancias interferentes y se confirmé su posible impacto en los

resultados del test de diagnostico.

Ninguna de las sustancias interferentes testadas conllevé a un resultado anémalo o incorrecto.
Los resultados para cada condiciéon no impidieron la amplificacion y fueron 100% concordantes
con los obtenidos previamente mediante la secuenciacion bidireccional (Apéndice 7), a
excepcion del grupo PS 117 (HPA-1) donde se observé que con el interferente hemoglobina,
(concentracién probada 667 mg /dL) hubo un resultado de "No Call", por baja intensidad de sefial,
para una de las 3 replicas de la muestra S3. Muestra cuyos fenotipos esperados eran, “D -“ para
el grupo Rh y "+" para la HPA-1a, y "0" para la HPA-1b. Esto supuso un 89% de “correct calls”
(8 de 9 observaciones totales) para los antigenos HPA1a y HPA1b. Las otras dos muestras cuyo
resultado fue presencia del gen RHD, no se vieron afectadas por la presencia de interferentes,

lo que proporciond resultados correctos para los dos grupos sanguineos.

Ademas, una réplica de la muestra sin interferente, mostré un resultado “No call” para HPA1 por
baja sefal. Por otra parte, la sefial promedio de la muestra (XMFI) dio unos valores de MFI de

1205, valores bajos en comparacion con el resto de muestras cuyo promedio fue de 4500. Se
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realizé un gel de agarosa y se observé un patrén de banda distinto en la réplica 1 en comparacion
con la réplica 2 y 3 (Figura 65).
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S3_U_L5_R3

Negative control

Figura 65. Gel de agarosa al 2% de las 3 extracciones de la misma muestra S3, muestra control o sin interferente.

Estos resultados indicaron que, si bien el ADN si estaba presente en la PCR, la reaccion de PCR
no se realiz6 adecuadamente. Se revisaron los datos de concentracion y absorbancia (260/280)
obtenidos con el espectrofotometro (Tabla 66) pero no se observaron diferencias sustanciales
entre las 3 extracciones (S3_ R1, S3_R2, S3_R3) de la misma muestra S3.

Tabla 66. Datos de concentracion y absorbancia (260/280) de las replicas de extraccién de muestra S3 con el
espectofotometro Nanodrop.

Sample ID Concentracion (ng/pl)  260/280

S3_L5 R1 55.94 1.91
S3 L5 R2 53.80 2.07
S3 L5 R3 57.96 1.87

Se repiti6 la PCR con la muestra S3_R1 en las mismas condiciones y también diluyéndola a la

mitad con agua. Los resultados de los fenotipos predichos fueron correctos sélo en la muestra
diluida.
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A la vista de estos resultados se realizé una investigacion de las posibles causas siendo nuestra
hipétesis la hemoglobina como posible interferente junto con la posible hemdlisis producida por
el tiempo de almacenamiento de las sangres antes de realizar su extraccién de ADN. Para
confirmar que la hemoglobina fuera un posible interferente se realizé un ensayo extra donde se
testaron, afiadiendo hemoglobina comercial sobre las muestras de sangre antes de su
extraccion, las concentraciones 500 (previamente testada) y 1000 mg / dL de hemoglobina.

Ademas, se realiz6 otro ensayo combinando la concentracion de la hemoglobina junto la posible
hemdlisis producida por el tiempo de almacenamiento. Los resultados mostraron que el
rendimiento del test no se vié afectado por la concentraciéon de hemoglobina, pero si por el
almacenamiento de las muestras de sangre, ya que al cabo de 7 semanas a 2-8°C, las muestras
de sangre cuyo fenotipo era D negativo se vieron afectadas (Figura 66) produciendo una MFI

menor en el PS 117 lo que conllevé a resultados de “No Call” en alguna de las muestras.

PS117
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Figura 66. Estudio de estabilidad de sangres almacenadas a 2-8°C durante 7 semanas. En la grafica esta
representado en el eje de laY los valores de MFI del PS117 y en el eje de las X los tiempos testados en semanas.

Con este resultado se demostré que el tiempo de almacenamiento fue el causante de los dos
errores hallados en el rendimiento del test, y asi en las instrucciones del tests se incluyé como
una advertencia que el tiempo maximo de almacenamiento de las muestras de sangre hasta la

extraccion de su DNA no superara las 4 semanas.

Con el resto de interferentes el estudié de mostré que el test no se vio afectado y los resultados

fueron correctos.

3.7 Estudio de precisién intermedia

Como referimos en Material y Métodos, la precision representa la capacidad del método de

medida de dar el mismo resultado en mediciones repetidas del mismo objeto llevadas a cabo en
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las mismas condiciones. Para ello el estudio se realizé por dos operadores, en 6 dias no

consecutivos, durante un periodo de al menos 20 dias.

El total de muestras del panel procesadas en el estudio fue 432.

El total de las 432 replicas del panel de muestras de ADN genémico mostré un resultado valido
en cada condicion. Ademas, los resultados de los fenotipos predichos observados coincidieron

en un 100% con los esperados.

El Apéndice 8 detalla el porcentaje observado de fenotipos predichos correctos para todas las
muestras de ADN gendémico y sus réplicas, para cada dia, operador, instrumento, lote de
reactivos y concentracion de ADN. Como se observa, se cumplieron los criterios de aceptacion
para el estudio.

Los resultados del calculo del CV (Coeficiente de variacion) (%) se muestran en la Tabla 67
(Tabla 67 (a) para los ratios de ausencia / presencia y la Tabla 67 (b) para los ratios de los
genotipos llamados 1. 2y 3). ElI CV (%) observado para todas las variables analizadas (operador,
instrumento, dia, lote de reactivos de ID RHD XT) estaba por debajo del 20%, lo que indicaba
una baja variabilidad. La variabilidad residual puede interpretarse en parte como la variabilidad

que proviene de las muestras utilizadas.

Tabla 67. Resultados del porcentaje de coeficiente de variacion (CV) para “Operador”. “Instrumento”. “Dia” y
“Lote de reactivos”. La Tabla 67 (a) muestra los resultados de los ratios de ausencia / presencia y la Tabla 67 (b)
los resultados de los ratios de genotipado de los 3 clusteres (homocigoto frecuente (3), heterocigoto (2) y

homocigoto infrecuente o mutante (1).

Tabla 67 (a). Resultados de ratios de ausencia / presente

CV (%)
in d::;fc:)if:tes Minimo Maximo
Operador 0.00 7.28
Instrumento 0.00 16.20
Dia 3.15 15.01
Lote 3.37 15.88
Residual 4.58 37.13

Tabla 67 (b). Resultados de ratios de genotipado de los 3 clusters
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CV (%)
indc\a/:(:lna(:)ilee;es Minimo Maximo
Operador 0 0.30
Instrumento 0 12.60
Dia 0 6.01
Lote 0.24 15.69
Residual 0.69 16.38

El Apéndice 9 se detalla el analisis de los resultados de los componentes de la varianza. El
porcentaje “Correct Calls” de los fenotipos predichos para todas las muestras, réplicas y
condiciones fue del 100%. Ademas, el analisis cuantitativo de los ratios de fluorescencia
demostré que no habia diferencias estadisticamente significativas en los valores de los ratios
entre operadores, instrumentos, dias, lotes de reactivos o concentraciones de ADN. Por lo tanto,
se demostrd una precision intermedia aceptable en operadores, instrumentos, lotes de reactivos,

dias y concentraciones de ADN.

3.8 Estudio de tolerancia a la variabilidad en el protocolo (Guard Banding)

En Material y Métodos definimos la tolerancia a la variabilidad en el protocolo como la capacidad
de variacion desde el limite de la especificidad hasta el limite de la zona de aceptacion o rechazo,
es decir, cuanto puede cambiar un parametro para considerarlo valido o no. Esta tolerancia a la
variabilidad en el protocolo del ensayo de ID RHD XT se evalud, desde la etapa de amplificacion
del ADN (PCR) hasta la adquisicion de datos en el Luminex® (Amplificacion. Hibridacion. Marcaje

y Adquisicion de datos).

Cada uno de los pasos principales de procesamiento del test se testaron dos condiciones
testadas las llamadas “peores condiciones” y las “mejores condiciones”. Las “peores
condiciones” englobaban cambios en los limites inferiores que hacian referencia a tiempos de
mezcla, centrifugaciéon y procesamiento y las “mejores condiciones” a cambios en los limites
superiores. Se analizaron 3 réplicas de cada una de las muestras del panel con un lote de

reactivos para cada uno de las condiciones.

Para cada condicion testada. “peores condiciones” y las “mejores condiciones”, el “call rate” fue
del 100% y se confirmé que los fenotipos predichos para todas las muestras y réplicas fueron
100% correctos (Apéndice 10). Tras los resultados los intervalos aceptables de tolerancia a la

variabilidad a los que test funcioné correctamente se detallan en los Apéndices 11 — 14.
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Por lo tanto, la tolerancia a la variabilidad en el protocolo, desde la amplificacién de ADN hasta
la adquisicion de datos mediante el Luminex, fue confirmado en una evaluacion cualitativa y, por
consiguiente, se confirmo la robustez del protocolo dentro de los rangos de variabilidad testados

en los que el test de diagndstico continia generando resultados 6ptimos.

3.9 Estudio de estabilidad a temperaturas extremas (Estabilidad al “estrés”)

Con este estudio se evalud el impacto en la estabilidad del test tras someterlo a temperatura
extremas durante su transporte.

Para cada condicion de “estrés” y tiempo analizado, se confirmé que los fenotipos predichos:
para todas las muestras de ADN genémico (panel de cuatro muestras) y sus réplicas (20 réplicas
por muestra) se obtuvieron resultados 100% correctos, lo que cumple con los criterios de
aceptacion (299%). Ademas, el “Antigen Call rate” en todas las muestras y en todos los tiempos

fue del 100%, lo que cumple con los criterios de aceptacion (295%) (Apéndice 15).

No obstante, en el tiempo T12 se produjo una contaminacion del Control Negativo (NC) en la
placa con la condicion congelacion / descongelacion. La contaminacion fue detectada porque el
mensaje de salida por parte de software de analisis de ID RHD XT no fue el mensaje habitual de

Invalid Test: low average signal”, sino que mostraba resultados de genotipado.

Se migré un gel de agarosa (Figura 67) de los productos amplificados de los tres controles (ID
RHD CONTROL 1. ID RHD CONTROL 2 y Negative Control) que mostré la presencia de

fragmentos de amplificacion en el NC, lo que demostrd la contaminacion.

ID RHD CONTROL 2
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Figura 67. Gel de agarosa con los controles de procesamiento. El Negative Control presenta el mismo patron de
bandas que los otros dos controles, lo que indica que esta contaminado.

La placa con esta condicion fue repetida desde la PCR y los resultados fueron correctos y, por

tanto, los resultados previos erréneos no se tuvieron en cuenta en el calculo de “Correct Calls”.
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Por lo tanto, los kits de ID RHD XT continuaban teniendo el mismo tiempo de uso. 15 meses,
definido en el “3.1 Estudio estabilidad real’ ya que después de haberlos expuesto a las
condiciones de estrés. 3 dias a 25°C o 2 ciclos de congelacion / descongelacion, los fenotipos

predichos para todas las muestras de ADN gendmico y sus réplicas fueron correctos.

3.10 Estudio de reproducibilidad

El objetivo fue evaluar la reproducibilidad del test y para ello se analiz6 el panel de muestras en
3 centros de investigacion distinto, obteniéndose los siguientes resultados:

Sitio 1_BSTA: en el procesamiento numero 3 del dia 10 de estudio se produjo unos resultados
incorrectos para las muestras RH2 y RH3, en concreto, en la réplica 3 de estas muestras
(RH2_R3 y RH3_R3).

La muestra RH2_R3 dio un resultado “Invalid test: Low average signal” (XMFI| < 953), es decir,
sefales similares al Negative Control. Lo mas plausible es que no se afiadio ADN al pocillo de la

placa.

La muestra RH3_R3 dio un genotipo incorrecto, y analizando los valores de MFI de cada probe
set, la causa mas probable del error fue la mezcla en el mismo pocillo de las dos muestras RH2
y RH3.

No fue posible la migracion en el gel de agarosa o la repeticion de la hibridaciéon porque el centro
habia desechado la placa de PCR después de su procesamiento.

El sitio 1_BSTA repitio las cuatro réplicas de esas muestras y los resultados fueron correctos y

concordantes con los esperados.

Este mismo centro, en el procesamiento nimero 5 del dia 17 mostré un Control Negativo (NC)
con un valor en la XMFI por encima del umbral permitido. Mirando las sefiales obtenidas, parece
que la fuente de contaminacién provenia del ID RHD CONTROL 2, muestra localizada en el
pocillo inmediatamente anterior al NC. El sitio 1_BSTA llevé a cabo la repeticion de toda la placa

y los resultados fueron correctos.
Sitio 2_QC: todos los resultados fueron correctos y concordantes con los esperados.

Sitio 3_TX: mostré6 un Control Negativo con XMFI por encima del umbral permitido en
procesamiento numero 4 el dia 15. Se realizé un gel de agarosa del producto de PCR y se

observo la presencia de fragmentos de amplificaciéon en el NC. (Figura 68).
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Figura 68. Gel de agarosa con los controles de procesamiento. El Negative Control (NC) presenta el mismo patréon
de bandas que los otros dos controles, lo que indica que esta contaminado.

Se repitid el procesamiento completd desde la PCR y los resultados fueron correctos. Asi,
después de las repeticiones todos los resultados fueron 100% correctos para cada uno de los
sitios. Apéndice 16. Por lo tanto, el test ID RHD XT demostré una reproducibilidad mas que
aceptable entre sitios, operadores y dias.

3.11 Evaluacion del rendimiento del test a partir de muestras individuales
(Performance Evaluation of individual samples)

Este estudio evalud el rendimiento de ID RHD XT en comparacion con los métodos de referencia
(serologia con marcado CE y secuenciacion bidireccional por el método dideoxi de Sanger
(BDS)).

El nimero total de muestras que se analizaron fueron 1000, distribuidas en 10% de muestras
clinicas (100). 2% de muestras neonatales (20). 16% de Donors tipadas serolégicamente como
Weak D (160). 71.7% de Donors random (701).

El estudio mostré que ID RHD XT proporcioné un resultado valido de genotipo y fenotipo para
ambos grupos sanguineos (Rh y HPA) en todas las muestras analizadas. No se produjo ningun
fallo del sistema, el “Correct Call Rate” fue del 100% y no se obtuvieron resultados no
concluyentes. Esas muestras se analizaron por secuenciacién bidireccional y se obtuvo una
concordancia del 100% con los resultados previos analizados con ID RHD XT, por lo que el

resultado del test se considerd correcto.

El analisis del estudio se realiz6 de la siguiente manera:
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Para las 1000 muestras, el fenotipo predicho ID RHD XT para el antigeno D (RH1) se comparé
con la serologia. La tabla 68 resume la equivalencia entre los resultados del fenotipo predicho
con ID RHD XT y los resultados obtenidos por métodos serolégicos. Cualquier otro resultado no

informado en la Tabla 69 se considerd discrepante.

Tabla 68. Equivalencia entre los resultados del fenotipo predicho con ID RHD XT y los resultados obtenidos por

métodos serolégicos.

Antigeno Resultados ffgt:;ﬁss;(?redichos con Resultado de serologia Comparicion
D- 0/- Concordante
No amplification variant detected (*) +/0/- Concordante
Weak D Type 1 Du+ Concordante
Weak D Type 1 or D+ Du+/+ Concordante
Weak D Type 1_Type2 Du+ Concordante
Weak D Type 1_Type3 Du+ Concordante
D (RH1)
Weak D Type 2 Du+ Concordante
Weak D Type 2 or D+ Du+/+ Concordante
Weak D Type 2_Type3 Du+ Concordante
Weak D Type 3 Du+ Concordante
Weak D Type 3 or D+ Du+/+ Concordante
Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) + Concordante

(*) RHD gene present. D- (RHD*Dllla-CE(3-7)-D or RHD*Pseudogene genotype) not detected
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Para las 160 muestras fenotipicas de Weak D, los fenotipos determinados con ID RHD XT para
D (RH1). HPA-1ay HPA-1b se compararon con BDS. La secuenciacion bidireccional se restringié
a los polimorfismos RHD interrogados por ID RHD XT (Tabla 69). En la Tabla 70 resume la
equivalencia entre los resultados del fenotipo predicho ID RHD XT para los antigenos D (RH1).
HPA-1a y HPA-1b y los resultados de secuenciacion bidireccional. Cualquier otro resultado no
informado en la tabla se consideré discrepante.

Tabla 69. Tabla que muestra los polimorfismos detectados por ID RHD XT y analizados por secuenciacion.

Sistema grupo

sanguineo Fenotipo Predicho Cambio Nucleotidico PS Exon gen RHD

Rh Weak D Type 1 RHD:c.809T>G 58 6
Rh Weak D Type 2 RHD:c.1154G>C 80 9
Rh Weak D Type 3 RHD:c.8C>G 13 1
Rh D- RHD:c.807T>G 56 6
Rh D- RHD-CE-D hybrid 193 3-7

HPA-1 HPA-1a, HPA-1b ITGB3:¢c.176T>C 117 NA

NA (No aplica)

Tabla 70. Equivalencia entre los resultados del fenotipo predicho ID RHD XT para los antigenos D (RH1). HPA-1a
y HPA-1b y los resultados de secuenciacién bidireccional.

Antigeno Resultados fenotipos predichos con ID RHD XT Resultados secuenciacion bidireccional Comparicion
D- D- Concordante

No amplification variant detected (*) No amplification variant detected (*) Concordante

Weak D Type 1 Weak D Type 1 Concordante

Weak D Type 1 or D+ Weak D Type 1 or D+ Concordante

D (RH1) Weak D Type 1_Type2 Weak D Type 1_Type2 Concordante
Weak D Type 1_Type3 Weak D Type 1_Type3 Concordante

Weak D Type 2 Weak D Type 2 Concordante

Weak D Type 2 or D+ Weak D Type 2 or D+ Concordante

Weak D Type 2_Type3 Weak D Type 2_Type3 Concordante
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Weak D Type 3 Weak D Type 3 Concordante
Weak D Type 3 or D+ Weak D Type 3 or D+ Concordante
Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) Concordante
0 0 Concordante
HPA-1a
+ + Concordante
0 0 Concordante
HPA-1b
+ + Concordante

(*) RHD gene present. D- (RHD*DIlla-CE(3-7)-D or RHD*Pseudogene genotype) not detected

Aquellas muestras con resultados discordantes se investigaron para resolver la discrepancia Las
discrepancias finales con la serologia, como método de referencia, se resolvieron con
secuenciacién de ADN bidireccional.

Los resultados del estudio fueron los siguientes:
1000 muestras en comparacion con la serologia del antigeno D (RH1):

Hubo 9 muestras discrepantes, clasificadas como " D negative” ("-" en la Tabla 71) por serologia,
pero como “Weak D Types 1. 2 or 3 not detected” por ID RHD XT. Como hemos comentado,
estas discrepancias se resolvieron mediante secuenciacion bidireccional y se obtuvieron los
resultados mostrados en la Tabla 71. En el apéndice 17 se muestran la comparacién de los
resultados de serologia versus los obtenidos con ID RHD XT.

Tabla 71. Tabla que muestra 9 discrepancias entre la serologia y ID RHD XT y resueltas por BDS siendo los
resultados concordantes con ID RHD XT.

Resultados fenotipos
predichos con ID
RHD XT

Serologia | Serologia | Serologia
RHD D DU

Concordancia Resultado | Concordancia

Cadigo con serologia BDS con BDS

Weak D
Types 1. 2 or
3 not
detected (*)

CV10D0501 ; ; ; Weak D Types 1.2 1\ - 1. opante

or 3 not detected (*) Concordante
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Weak D
Weak D Types 1. 2 . Types 1. 2 or
CVv10D0412 - - - or 3 not detected (*) Discrepante 3 not Concordante
detected (*)
Weak D
Weak D Types 1. 2 . Types 1. 2 or
CVv10D0828 - - - or 3 not detected (*) Discrepante 3 not Concordante
detected (*)
Weak D
Weak D Types 1. 2 . Types 1. 2 or
CVv10D0878 - - - or 3 not detected (*) Discrepante 3 not Concordante
detected (*)
Weak D
Weak D Types 1. 2 . Types 1. 2 or
CV10D0432 or 3 not detected (*) Discrepante 3 not Concordante
detected (*)
Weak D
Weak D Types 1. 2 . Types 1. 2 or
CV09D2045 - - - or 3 not detected (*) Discrepante 3 not Concordante
detected (*)
Weak D
Weak D Types 1. 2 . Types 1. 2 or
CVv09D2414 - - - or 3 not detected (*) Discrepante 3 not Concordante
detected (*)
Weak D
Weak D Types 1. 2 . Types 1. 2 or
CV09D1926 or 3 not detected (*) Discrepante 3 not Concordante
detected (*)
Weak D
Weak D Types 1. 2 . Types 1. 2 or
CVv10D0825 - - - or 3 not detected (*) Discrepante 3 not Concordante
detected (*)

(*) RHD gene present. D- (RHD*DIlla-CE(3-7)-D or RHD*Pseudogene genotype) not detected

Todos los resultados de BDS fueron 100% concordantes con los de ID RHD XT. El fenotipo
predicho generado por ID RHD XT se refiere Unicamente a los alelos descritos que forman tarde
del test. Las discrepancias con la serologia encontradas para estas 9 muestras probablemente
surgen de la presencia de otras variantes no interrogadas por ID RHD XT, ni por secuenciacién
bidireccional. En estas 9 muestras, la ID RHD XT presenta una nota (*) RHD gene present. D-

(RHD*Dllla-CE(3-7)-D or RHD*Pseudogene genotype) not detected, que hace referencia sélo a
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las tres variantes D negativas interrogadas por el test y que no estédn presentes en estas

muestras.

Ademas, hubo 3 muestras clasificadas como "D +" por serologia, que proporcionaron resultados
de fenotipo predichos “Weak D Type 3” con ID RHD XT. Estas muestras se analizaron
adicionalmente con BDS para resolver la discrepancia. Los resultados de BDS fueron 100%
concordantes con los de ID RHD XT, se comunicé al centro (CVTTH) el resultado y éste
determind que era una limitacion serolégica. Los resultados predichos del fenotipo para los
antigenos HPA-1 también fueron evaluados por BDS para estas 3 muestras y se encontré una
concordancia del 100% (Tabla 72).

Tabla 72. Muestras cuyo fenotipo con el test fue Weak D type 3 y fueron discrepantes con los datos de serologia.

Serologia | Serologia | Serologia Resultados Concordancia Concordancia
Codigo RHI:;J D 9 DUg fenotipos predichos con seroloaia Resultado BDS BDS
con ID RHD XT & con
CVv10D0513 + + Weak D Type 3 Discrepant Weak D Type 3 Concordante
CVv09D1845 + + Weak D Type 3 Discrepant Weak D Type 3 Concordante
CVv09D1033 + + Weak D Type 3 Discrepant Weak D Type 3 Concordante

» 160 muestras de fenotipo weak D seleccionadas en comparacion con serologia y BDS para

el grupo Rh y con BDS para el grupo HPA-1:

Grupo sanguineo Rh

Hubo 75 muestras discrepantes entre serologia y el test entre las 160 muestras fenotipadas por
serologia como weak D. Para 72 muestras el resultado fue “Weak D Types 1. 2 or 3 not detected”
y para 3 muestras fue “No amplification variant detected”. Estas muestras se analizaron mediante
BDS vy los resultados fueron 100% coincidente con resultados de ID RHD XT. Asi que las
discrepancias con serologia (resultado DU+) se debian a la presencia de otras variantes Weak
D o Partial D que no son interrogadas por ID RHD XT, ni por la secuenciacion bidireccional (Tabla
73). En el apéndice 18 se muestran la comparacién de los resultados de obtenidos en

secuenciacion versus los obtenidos con ID RHD XT.
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Tabla 73. Tabla con las 75 muestras discrepantes entre la serologia e ID RHD XT. 72 muestras su resultado fue
“Weak D Types 1. 2 or 3 not detected” y 3 muestras “No amplification variant detected. Analizadas mediante BDS

los resultados fueron 100% coincidentes con los resultados de ID RHD XT.

Resultados
Codiao Serologia | Serologia | Serologia fenotipos Concordancia Resultado Concordancia
9 RHD D DU predichos con | con serologia BDS con BDS
ID RHD XT
Weak D Types Weak D Types
CV09D 1265 + + + 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D1348 + + + 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D 1349 + + + 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D 1351 + + + 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D1368 + + + 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv09D 1380 + + + 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv09D 1385 + + + 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D1573 + + + 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D 1576 + + + 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv09D 1588 + + + 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
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Weak D Types

CV09D 1590 1.2 0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D 1605 1.2 or 3 not Discrepante 1.2 or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D1647 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D1677 1.2 or 3 not Discrepante 1.2 or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D1689 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D1702 1.2 or 3 not Discrepante 1.2 or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv09D1717 1.2o0r 3 not Discrepante 1.2o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D1719 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D1731 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D1761 1.2 or 3 not Discrepante 1.2 or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D1774 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D1775 1.2 or 3 not Discrepante 1.2 or 3 not Concordante

detected (*)

detected (*)
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Weak D Types

CV09D1776 1.2 0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv09D1780 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D1781 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv09D1785 1.2 0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D1799 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv09D 1806 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv09D1813 1.2o0r 3 not Discrepante 1.2o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D1823 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv09D 1844 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv09D 1847 1.2o0r 3 not Discrepante 1.2o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D1919 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D1972 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante

detected (*)

detected (*)
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Resultados

Weak D Types

CVv09D2188 1.2 0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv09D2267 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D2327 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types am Ii,;lization
CVv09D2335 1.2 o0r 3 not Discrepante P . Concordante
detected (*) variant
detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv09D2340 1.2 0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D2357 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D2366 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv09D2368 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D2382 1.2 0or 3 not Discrepante 1.2 0or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv09D2395 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv09D2421 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv09D2430 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante

detected (*)

detected (*)
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Weak D Types

CV09D2431 1.2 0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv09D2437 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV09D2465 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv10D0425 1.2 0r 3 not Discrepante 1.2 0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv10D0427 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv10D0485 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv10D0503 1.2o0r 3 not Discrepante 1.2o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV10D0521 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV10D0542 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv10D0580 1.2o0r 3 not Discrepante 1.2o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV10D0581 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv10D0615 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante

detected (*)

detected (*)
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Weak D Types

CVv10D0620 1.2 0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv10D0642 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV10D0659 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV10D0691 1.2 0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
am Ii';lization Weak D Types
CVv10D0711 P . Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
variant detected (*)
detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV10D0830 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv10D0839 1.2o0r 3 not Discrepante 1.2o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv10D0917 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CV10D0923 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv10D0997 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv10D1000 1.2o0r 3 not Discrepante 1.2o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
CVv10D1009 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante

detected (*)

detected (*)
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Weak D Types Weak D Types
CV10D1011 + 1.2 0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
Cv10D1013 + 1.2 o0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
EOO7122(;901 D/P 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
EO(;L%(;904 DpVI 1.2 0r 3 not Discrepante 1.2 o0r 3 not Concordante
detected (*) detected (*)
Weak D Types Weak D Types
EO%L%%QM D/P 1.2or 3 not Discrepante 1.2or 3 not Concordante
detected (*) detected (*)

(*)RHD gene present. D- (RHD*Dllla-CE(3-7)-D or RHD*Pseudogene genotype) not detected

Todos los resultados de BDS fueron 100% concordantes con los de ID RHD XT. Las
discrepancias con la serologia probablemente surgen de la presencia de otras variantes Weak

D / Partial D no interrogadas por ID RHD XT, ni por secuenciacion bidireccional.

Por lo tanto, un total de 163 muestras Weak D (3 mas de lo esperado) finalmente se analizaron
en el estudio. 88 de las 163 muestras de fenotipo Weak D (53.9%) fueron clasificadas como
Weak D type 1. 2 or 3 por ID RHD XT y confirmadas por secuenciacion bidireccional. La
frecuencia de estos subtipos Weak D entre las muestras Weak D analizadas esta por debajo de
la frecuencia reportada en la poblacion caucasica 70-90% (Daniels. 2013a). La razén de esta
diferencia de frecuencia se encuentra en las pruebas anti-D utilizadas en los bancos de sangre
para el cribado de primer nivel, que al dar resultados falsos positivos evitd la confirmacion Weak
D por un segundo nivel de pruebas serolégicas. Como ya citamos en Material y Métodos, los tres
centros utilizaron dos Anti-D para todos los Donors (primer nivel) y para las muestras D negativas
(al menos con uno de los dos anti-D) fueron confirmadas con un método de Weak D (segundo

nivel).

Por otro lado, ID RHD XT debe evaluar no sélo la determinacion correcta de los “Weak D types
1. 2 and 3” (tipificados como D positivos para Patients y Donors), sino también en la deteccion
correcta de otros variantes Weak D y Parcial D (resultados “Weak D Types 1. 2 or 3 not detected”)
(tipificados como D negativos para Patients y D positivos para Donors). Otras variantes Weak

D/Partial D diferentes de los subtipos 1. 2 y 3, podrian causar aloinmunizacién y, como tales, se
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consideran D negativas para el tratamiento de los Patients (Flegel ef al.. 2014; Sandler et al..
2015).

Por lo tanto, todas las discrepancias Rh resueltas anteriormente se consideran limitaciones o
resultados correctos de acuerdo con el uso previsto de ID RHD XT.

Sistema HPA-1

Con respecto a HPA-1, los resultados de fenotipo predichos obtenidos con el test fueron 100%
coincidentes con los resultados de BDS para las 163 muestras comparadas (Apéndice 20). Por
lo tanto, a especificidad y sensibilidad obtenida para los antigenos HPA-1a y HPA-1b fue del
100%. Por lo que concluimos que se cumplieron los criterios de aceptacion del estudio, lo que
respaldo el correcto funcionamiento del test como un dispositivo de diagnostico in vitro y validé
su uso para determinar los alelos de los antigenos: D (RH1) y HPA-1a y HPA-1b.

Resumen global de los resultados

Como resumen global podemos concluir que no se produjo ningun fallo del sistema, y que el
“Correct Call Rate” fue del 100% para todas las muestras analizadas, lo que satisface los criterios
de aceptacion del estudio. Por otra parte, la precision calculada para todos los fenotipos de
antigeno D (RH1) analizados para todas las muestras cumplié con los criterios de aceptacion
establecidos (299%) (Tabla 74). Y, asimismo, la especificidad y la sensibilidad calculadas para
los antigenos HPA-1a y HPA-1b cumplieron los criterios de aceptaciéon establecidos (299%)
(Tabla 75).

223



Resultados

Tabla 74. Precision calculada para los fenotipos del antigeno D.

Antigeno Fenotipos predichos Numero de Exactitud Exactitud | ) pass
muestras observada esperada
D- 361 100% 299% PASS
No amplification variant detected 15 100% 299% PASS
Weak D Type 1 22 100%* 299% PASS
Weak D Type 1 or D+ 1 100% 299% PASS
Weak D Type 1_Type2 NT NT 299% NT
Weak D Type 1_Type3 NT NT 299% NT
D (RH1)
Weak D Type 2 32 100%* 299% PASS
Weak D Type 2 or D+ 1 100% 299% PASS
Weak D Type 2_Type3 NT NT 299% NT
Weak D Type 3 34 100%* 299% PASS
Weak D Type 3 or D+ 1 100% 299% PASS
Weak D Tg’;iztlaz or 3 not 533 100% 299% PASS

NT: Not tested

*Weak D types 1. 2 and 3 confirmed by bi-directional-sequencing
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Tabla 75. Precision calculada para los fenotipos de HPA-1.

Sensibilidad | Sensibilidad | FAIL / Sensibilidad | Sensibilidad | FAIL/

Antigeno Positivos Observada | esperada PASS Negativos Observada esperada PASS

HPA-1a 157 100% 299% PASS 6 100% 299% PASS

HPA-1b 46 100% 299% PASS 117 100% 299% PASS

3.12 Evaluacién del rendimiento del test a partir de mezclas de muestras de sangre
y de adn (Performance Evaluation of pooled donor samples).

Los resultados obtenidos de las 100 muestras procesadas se dividieron segun el tipo de muestra
biologica recibida, es decir. 387 muestras de sangre y 613 muestras de ADN. La diferenciacion
en el tipo de muestra bioldgica fue fundamental a la hora de evaluar la sensibilidad del test en la

deteccion del gen RHD en las mezclas de muestras de sangre y en muestras de ADN.

El objetivo con las muestras de sangre fue validar el ensayo de genotipado ID RHD XT para ser
utilizado como una herramienta para el andlisis de mezclas de muestras D-C/E+ en la rutina
clinica. Y, por otro lado, el objetivo con las muestras de ADN de donaciones serotipadas C/E+ y
previamente genotipadas como negativas. Weak D o Parcial D por otro método molecular, fue

validar la precision del ensayo de genotipado (ID RHD XT).

Sangre

Se evaluaron con el test un total de 387 donaciones de sangre provenientes de tres centros
italianos (Fondazione IRCCS Ca' Granda - Ospedale Maggiore Policlinico (Milan). Ospedale
Santa Maria della Misericordia (Udine) y Azienda USL Ospedale Maggiore di Bologna (Bolonia).

Estas muestras se testaron tanto de manera individual como en mezclas de hasta 20 muestras.
ID RHD XT

Las 387 muestras de sangre tanto analizadas individualmente como en mezclas o pools,
serotipadas como D negativo, resultaron con un “call rate” del 100%. Estas 387 sangres se
evaluaron en un total de 31 mezclas o pools. De estos 31 pools. 10 pools (102 muestras)
resultaron RHD deletion correspondiente a un fenotipo D negativo. El resto de pools. 21 (285
muestras), aun habiendo sido clasificadas fenotipicamente como D negativas, el sistema

Luminex indicé que tenian presencia del gen RHD (Figura 69).
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El analisis individual de estos 21 pools (285 muestras) fue: 237 muestras cuyo genotipo fue RHD
deletion, 3 muestras RHD*Dllla-CE (3-7)-D (D negativa). 1 muestra RHD*weak D type 2 (Weak
D). 3 muestras RHD exon 1 no amplification; 1 muestra RHD exon 6 no amplification; 8 muestras
RHD exon 6 and 9 no amplification; y 32 muestras Weak D Types 1. 2 and 3 not detected (Figura
69).

Por lo tanto, 44 sangres de un total de 387 resultaron con presencia del gen RHD lo que supone
un un 11.4 %. Estos resultados se consideraron no concluyentes al no llegar a conocer su
genotipo por presentar variantes no incluidas en el test. A continuacion, estas muestras se

resolvieron mediante NGS.

NGS

Las muestras cuyos resultados fueron no concluyentes (44) se analizaron mediante NGS
resultando: 17 muestras RHD*952T (D negativa), 6 muestras RHD*Ce (3-9) (D negativa), 2
muestras RHD*1007A (D negativa), 1 muestra RHD*147delA (DEL), 1 muestra RHD*IVS3+1G
(DEL), 2 muestras RHD*885T (DEL), 1 muestra RHD*1228G (Weak D), y variantes no descritas:
3 muestras RHD*del(1-5), 2 muestras RHD*1151G, 3 muestras RHD*IVS3+1G, 1995A. 1 muestra
RHD*156delA, 241T, 2 muestras RHD*Ce (361A, 3-9), 2 muestras RHD*346-354del, 1 muestra
RHD*Ce (3-8) (Figura 69).

Veintiseis (26) fueron confirmados como D negativos por NGS (7.6%). Se detectaron cinco
muestras de DEL o Weak D mal definidas por serologia (1.5%) y 14 muestras mostraron nuevos

alelos.
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387 donations
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285 RHD gene present 102 RHD deletion
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ID RHD XT

8 RHD exon 6 and 9 32 Weak D Types 1,2 and 3

no detected

no amplification

0
NEGATIVE RHD*Ce(3-9) (6) {17

RHD*1007A (2)

RHD*147del A (1)
DEL RHD*IVS3+1G (1)

RHD*weak D type 11 (2)

NGS

RHD*IVS3+1G, 1995A (3)

NEW VARIANTS RHD*156del A, 241T (1)
RHD*Ce (3-8) (1) | | |RHD"Ce (3614, 3-9) (2) RHD*346-354del (2)

RHD*1151G (2)

.

Figura 69. Diagrama de flujos de las 339 muestras de sangre analizadas en mezclas de hasta 20 muestras mediante el test ID RHD XT y NGS.
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ADN

Igualmente se analizaron las muestras de DNA, un total de 613 muestras serotipadas C/E+ y
previamente genotipadas como negativas. Weak D o Parcial D por otro método molecular
(BioArray HEA BeadChip). Estos ADNs procedian de tres centros italianos (Fondazione IRCCS
Ca' Granda - Ospedale Maggiore Policlinico (Milan), Ospedale Santa Maria della Misericordia
(Udine) y Azienda ospedaliera San Camillo Forlanini (Roma). Estas muestras se testaron tanto

de manera individual como en mezclas de hasta 20 muestras.
ID RHD XT

Estas 613 muestras de ADN se evaluaron individualmente y en un total de 56 mezclas o pools.
De estos 56 pools, 18 pools (213 muestras) RHD deletion correspondiente a un fenotipo D
negativo. El resto de pools, 38 (400 muestras), el sistema Luminex indicé que tenian presencia
del gen RHD (Figura 58).

El analisis individual de estos 38 pools (400 muestras) fue: 328 muestras cuyo genotipo fue RHD
deletion, 4 muestras RHD*Dllla-CE (3-7)-D (D negativa), 30 muestras RHD*weak D type 1 (Weak
D), 1 muestra RHD*weak D type 2 (Weak D), 5 muestras RHD*weak D type 3 (Weak D), 1
muestra RHD exon 1 no amplification, 18 muestras RHD exon 6 and 9 no amplification y 13

muestras "Weak D Types 1. 2 and 3 not detected” (Figura 58).

NGS

Las muestras cuyos resultados fueron no concluyentes (32) se analizaron mediante NGS
resultando: 18 muestras RHD*Ce (3-9) (D negativa), 1 muestra RHD*93-94insT (DEL), 1 muestra
RHD*IVS3+1G (DEL), 9 muestras RHD*885T (DEL), 1 muestra RHD*28T (DEL), 1 muestra
RHD*446A (Weak D type 5) (Weak D) y 1 muestra cuya variante no estaba descrita RHD*del(1-
5). Estos resultados concordaron con los resultados genotipicos proporcionados por los centros
(Figura 70).
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Resultados

613 DNA samples
(56 pools)

400 RHD gene present

213 RHD deletion

(38 pools) (18 pools)

ID RHD XT

328 RHD deleti "1 RHD exon 1 18 RHD exon 6 and 9 13 Weak D Types
eton nonpiﬁcdiw‘ no amplification 1, 2 and 3 no detected

NEGATIVE RHD*Ce (3-9) (18)

RHD*93-94insT (1)
RHD*IVS3+1G (1)

DEL

RHD*weak D type 11 (9)

RHD*weak D type 61 (1)

b —— — —— —

NGS

WEAK D RHD*weak D type 5 (1)

NEW VARIANTS

Figura 70. Diagrama de flujos de las 583 muestras de ADN analizadas en mezclas de hasta 20 muestras mediante el test ID RHD XT y NGS.
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El grupo sanguineo Rh se considera como el segundo grupo, después del grupo ABO, en
importancia en las transfusiones sanguineas. Los antigenos Rh clinicamente relevantes por su
alta inmunogenicidad son D, C, ¢, E y e, y estan codificados por dos genes adyacentes, RHD y
RHCE (Daniel, 2013a). El antigeno D es el mas inmunogénico y causa importantes reacciones
hemoliticas asociadas a la incompatibilidad sanguinea donante - receptor, asi como a la reaccién
hemolitica del feto y del recién nacido (HDFN) como consecuencia de la incompatibilidad

sanguinea materno-fetal (Connie 2010).

Los epitopos Rh del antigeno D son altamente conformacionales, y los cambios en un solo
aminoacido, incluyendo cambios dentro de las regiones transmembrana, pueden afectar a su
expresion o incluso dar lugar a epitopos nuevos. La proximidad de los dos genes en el
cromosoma 1y la disposicion de los genes en el locus (Wagner et al. 2000), dan lugar a procesos
de recombinacién no homologa que generan polimorfismos de uno o varios nucleotidos. Estos
cambios son los responsables principales del origen de la gran diversidad de los antigenos
clinicamente relevantes en la compatibilidad sanguinea (Credidio et al. 2001; Wagner et al.
2001).

Por lo tanto, una correcta caracterizacion de los antigenos Rh es vital para diversos ambitos de
la practica médica. En este sentido, la serologia ha sido durante décadas la técnica empleada
para la determinacion de los grupos sanguineos eritrocitarios. Una de las limitaciones de esta
técnica es la disponibilidad de anticuerpos suficientemente especificos y/o sensibles para la
deteccion de las diferentes variantes de los multiples antigenos sanguineos. Asi, en estos casos
la serologia puede dar lugar a un falso negativo, al no ser capaz de detectar la presencia del
antigeno correspondiente. En estas circunstancias, sin embargo, aunque no detectado, el
antigeno si esta presente en la superficie de los eritrocitos y podria, por lo tanto, generar una
reaccion inmunolégica cuando este tipo de sangre entre en contacto con la sangre de un paciente
que realmente si carece de tal antigeno. Este hecho es especialmente relevante en los
denominados antigenos nulos o débiles (weak), es decir, en los casos en los que el antigeno que
define el grupo sanguineo no se expresa, o bien no lo hace con suficiente nivel, o carece de
algunas regiones que son precisamente las que son reconocidas por los anticuerpos usados en
la deteccion seroldgica. En estos casos, la determinacion seroldgica del grupo sanguineo no
resulta concluyente o simplemente no es posible y es necesario recurrir a técnicas adicionales si
se quiere tener un tipaje correcto. Un ejemplo son las variantes weak D, que determinan el
fenotipo weak D, que es el mas comun de todos los fenotipos asociados al sistema Rh en la
poblacién de origen europeo, con una frecuencia de entre el 0.2 y el 1% de toda la poblacion
(Wagner et al., 2009), cuya expresion del antigeno D es baja o muy baja, lo que puede causar
su incorrecta clasificacion como falsos D negativos. Los estudios moleculares distinguen estos

fenotipos, lo que facilita su caracterizacion y por consiguiente la toma de decisiones sobre la
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terapia transfusional. Hay que destacar que, ademas de conseguir preservar la salud de los
pacientes con una correcta identificacion del sistema Rh, se consigue adicionalmente paliar la
escasez de unidades de sangre D negativas debido a una prevalencia baja de este fenotipo
(Granier et al. 2017). Por ello, siempre que se detecta un resultado Rh D discordante o un
resultado serolégico de fenotipo tipo weak D en pacientes, incluidas mujeres embarazadas o
mujeres en edad fértil y recién nacidos, se recomienda el genotipado de RHD (Flegel et al. 2014;
Sandler et al. 2015; Daniels, 2013b).

Por lo tanto, en este trabajo nos hemos propuesto el disefio y la optimizaciéon de un test de
genotipado sanguineo, denominado ID RHD XT que pueda solventar esta necesidad que surge

en la practica médica.

FASE 1. Disefio y optimizacién del test de genotipado sanguineo (ID
RHD XT)

Existen evidencias de que algunas unidades de eritrocitos con una expresion débil de D pueden
escapar a la deteccién por métodos serolégicos estandares, lo que puede conducir a ser
malinterpretados como RhD negativos (Orzinska et al., 2013). Como alternativa se pueden usar
métodos mas sensibles como la prueba indirecta de antiglobulina (TAI) (Granier et al., 2017),
pero aun asi, nos encontramos que no es posible detectar todas las muestras weak D (Mota et
al., 2005). Ademas, la tipificacion serolégica de rutina de Rh D no puede distinguir entre subtipos
D débiles o varios fenotipos D parciales (Flegel et al. 2014; Sandler et al. 2015). Por todo ello,
la asignacién correcta de todos los donantes de sangre como RhD positivos 0 RhD negativos
utilizando soélo la serologia no es posible. En este sentido, las herramientas de genotipado
molecular nos permiten realizar una categorizacion mas resolutiva pudiendo clasificar las

diferentes variantes como las “weak” y las “parcial” (Granier et al., 2017).

La cantidad de antigeno D en los eritrocitos weak D varia en funcién de la severidad del efecto
de las posibles alteraciones que regulan los niveles de expresion de la proteina. Cada tipo de
weak D tiene una expresion distinta de antigeno D en los eritrocitos que hace que la deteccion
serolégica antigeno-anticuerpo pueda ser variable. De esta manera, eritrocitos con una cantidad
muy reducida de antigeno D, como el weak D tipo 2, pueden no llegar a detectarse con algunos
reactivos comerciales anti-D o con algunos tests. Esto puede dar lugar a discrepancias en la
tipificacion de D, es decir, el paciente podria ser D+ o D- en distintos centros o incluso en el
mismo centro por el uso de reactivos de distintos fabricantes o por cambiar la técnica de tipado
(Daniels, 2013a). Se ha descrito que en los donantes RhD negativos entre el 1.5-2% de las
muestras (aparentemente RhD negativas) expresan la proteina RhD (Gowland et al., 2014),

algunas de los cuales tienen alelos weak D tipo 1 o 2 (Polin et al., 2009; Orzinska et al., 2013).
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Por ello, en el disefio de este test se han incluido las variantes weak D tipo 1 (RHD: c. 809 T>G;
rs121912763), weak D tipo 2 (RHD: c. 1154 G>C; rs71652374) y weak D tipo 3 (RHD: c. 8 C>G;
rs144969459) que son los mas comunes entre los subtipos D débiles (Flegel, 2011).
Habitualmente, debido a la baja frecuencia en la poblacion, la expresion del antigeno weak D se
encuentra principalmente en individuos hemicigotos, con un unico alelo RHD que tiene una
alteracion genética. Los pacientes con delecién de un alelo y presencia de weak D tipo 1,2y 3
no son susceptibles de generar respuesta inmunogénica al ser tratados con sangre Rh D positiva,
por lo tanto, pueden considerarse a efectos transfusionales como Rh D positivos, no precisando
de practicas clinicas especiales en este sentido (Noizat-Pirenne et al. 2007). En el caso de los
donantes weak D tipo 1, 2 0 3, a pesar de su débil expresion, no deben considerarse como Rh
D negativos sino que es esencial que se consideren como D+, ya que son potencialmente

inmunogénicos.

Con el disefio de este ensayo, hemos conseguido ofrecer una determinacién mas precisa del
grupo Rh, y en concreto, del genotipado de los weak D, lo que estimamos que representa un
ahorro del 2.4 al 5% de las unidades de sangre RhD negativas (Sandler et al., 2015). En
consecuencia, el uso generalizado de nuestro sistema ID RHD XT conllevaria a un uso mas
eficiente de estas sangres, y a su vez garantizaria que dichas unidades serian dedicadas a
pacientes que realmente estan en riesgo de aloinmunizacién anti-D. Asimismo, en el caso de las
embarazadas el genotipado de las variantes RhD incluidas en nuestro sistema ID RHD XT
permite una administracién mas eficiente de la profilaxis de la inmunoglobulina Rh (RhIG), lo que
permite reducir los costes innecesarios y posibles efectos secundarios. En 2014, el Colegio de
Patélogos Americanos (College of American Pathologists (CAP) y el Comité de Recursos de
Medicina de Transfusion (Transfusion Medicine Resource Committee (TMRC) informé de los
resultados de una encuesta a mas de 3100 laboratorios concerniente a su politicas vy
procedimientos para la deteccion de los fenotipos weak D y la administracion de inmunoglobulina
Rh (RhIG). Entre los resultados de esta encuesta se observé una falta de estandarizacion en la
practica clinica a la hora de actuar con los fenotipos weak D. Ademas, se calculé que de
3.953.000 nacimientos en Estados unidos,13.360 madres tienen un fenotipo D seroldgico débil,
que si es confirmado mediante el genotipado de RHD se considerarian como RhD-positivo lo que
equivaldria a un ahorro de ~24.700 inyecciones de RhIG cada afio (Sandler et al., 2015; Kacker
et al., 2015). De igual manera se estimé que en Europa y el ahorro de profilaxis de la
inmunoglobulina Rh (RhIG) era de ~35.600. En términos costo-efectividad el punto de equilibrio
para el uso del genotipado de Rh en el contexto del embarazo y la profilaxis anti-D es de 256 $
(Kacker et al., 2015).
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Con respecto a lo anteriormente mencionado, también se han incluido en el disefio del test ID
RHD XT las variantes genéticas mas frecuentes que expresan los fenotipos D negativos, como
son: la delecion completa del gen RHD, que representa un 15% en la poblaciéon de origen
europeo o0 bien la presencia de tanto el alelo RHD*y (RHD*Pseudogene) como del alelo hibrido
RHD*Dllla-CE (3-7)-D, ambas frecuentes en la poblacién africana (Szulman et al. 2012). En un
estudio realizado en poblacion africana con individuos D negativos (82) se determind que la
frecuencia del total de individuos para la variante RHD*Pseudogene (RHD*y) estaba presente
con un 66%, y con un 15% para la variante RHD*Dllla-CE (3-7)-D (Singleton et al., 2000; Wagner
et al. 2000; Szulman et al. 2012; Khosroshahi et al., 2019).

La importancia de un correcto genotipado también es extensible al analisis de antigenos
plaquetarios para las embarazadas, por ello, se incluyé en nuestro sistema ID RHD XT la
posibilidad de caracterizar el gen ITGB3 (sistema HPA-1): HPA1a y HPA1b. Su determinacion
ayuda a detectar el posible riesgo de trombocitopenia neonatal aloinmune (TNAI) durante el
embarazo por incompatibilidad en gestantes HPA-1a negativas (Mufiz et al, 2012). En la
poblacién embarazada de origen europeo, el 2.1% es negativo para HPA-1a, de los cuales el
10% producira aloanticuerpos contra HPA-1a (1 de cada 500 embarazos), lo que lleva a una
trombocitopenia severa en aproximadamente 1 de cada 1.500 embarazos (Winkelhorst et al.,
2019)

Hemos estimado que la tecnologia xMAP de Luminex® y los principios de la citometria de flujo,
ofrecian las mejores garantias de simplicidad, eficiencia y exhaustividad de cobertura genética
lo que nos ha permitido desarrollar una herramienta de caracterizacion genotipica, cuyo uso fuera
aplicable tanto en pacientes como en donantes. Asimismo, constituye una herramienta de
diagndstico que esta basada en tecnologia consolidada, y XMAP es una técnica creada ya a
finales de los afios 90 y que se encuentra actualmente lo suficientemente consolidada y madura.
Adicionalmente, la tecnologia XMAP ofrece un alto rendimiento, permitiendo un analisis rapido,
rentable y simultaneo de multiples analitos dentro de una sola muestra biolégica (Dunbar, 2006).
Ademas, a esto se le une la experiencia previa de 'Progenika Biopharma, a Grifols Company' en
el uso de esta tecnologia. Asi, nuestra compafia ha desarrollado ya otros tests de genotipado
sanguineo, como el ID CORE XT, test que determina de forma simultaneamente 37 antigenos
de 10 grupos sanguineos o ID HPA XT, test que determina los antigenos plaquetarios mas

relevantes.

El test desarrollado en este trabajo es un ensayo de genotipado cualitativo, basado en la
amplificacion de la secuencia diana, que en nuestro caso codifican antigenos eritrocitarios
(antigeno D) y antigenos plaquetarios (HPA-1a y HPA-1b) humanos. Esta tecnologia utiliza
sondas alelo especificas unidas a microesferas previamente codificadas por su espectro de

fluorescencia, que hibridan especificamente con los productos de PCR marcados. Un paso
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posterior de marcaje con estreptavidina-ficoeritrina (SAPE) de los productos amplificados (en
cuya sintesis se incluyen nucledtidos marcados con biotina) permite la deteccion y cuantificacion
de la sefial de hibridacién. Asi, el test genera una reaccion multiple simultanea en un solo pocillo,
con lo que se evita la necesidad de llevar a cabo métodos separados en paralelo. El software
que acompafia a este test produce tanto un genotipo como un fenotipo predicho para cada
muestra. El fenotipo predicho generado se infiere Unicamente de los alelos descritos en la Tabla
63 previamente recogidos en la bibliografia.

Tabla 63. Lista de variantes genotipadas por ID RHD XT (nomenclatura ISBT).

ID RHD
RHD/HPA-1 allele ISBT name | Aminoacid | ucleotide dbSNP ID chr position XT

change Antigen
(ISBT)
WeakD type1 RHD*01W. 1 V270G RHD:c.809T>G rs121912763 chr1:25629820 D (RH:1)
WeakD type2 RHD*01W.2 G385A RHD:c.1154G>C | rs71652374 chr1:25648380 D (RH:1)
WeakD type3 RHD*01W.3 S3C RHD:c.8C>G rs144969459 chr1:25599046 D (RH:1)
RHD*Pseudogene RHD*04N.01 Y269X RHD:c.807T>G rs141833592 chr1:25629818 D (RH:1)
RHD*DIlla-CE(3-7)-D | RHD*03N.01 | Hybrid f’: g [IVS3+3100 | chr1:25620382 | D (RH:1)
RHD deletion RHD*01N.01 No protein Gene absence - - D (RH:1)

HPA-1a

HPA1a, HPA1b N.A. L33P ITGB3:c.176T>C | rs5918 chr17:45360730
HPA-1b

ISBT: International Society of Blood
Transfusion

Como hemos ido comentando a lo largo de este proyecto, los 6 fragmentos que contienen los 7
polimorfismos analizados se fueron optimizando durante el desarrollo del test. En la Tabla 64 se

describen los amplicones y polimorfismos finalmente determinados con el ensayo.
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Tabla 64. Descripcion de los amplicones y polimorfismos ID RHD XT.

Internal
amplicon
code

Amplicon
target

Polymorphism
description

Posible genotypes

PS 13

RHD exon1

RHD:c.8C>G

RHD no exon 1 amplification

RHD:c.8GG

RHD:c.8CG

RHD:c.8CC

PS 56

RHD exon 6

RHD:c.807T>G

RHD no exon 6 amplification

RHD:c.807GG

RHD:c.807TG

RHD:c.807TT

PS 58

RHD exon 6

RHD:c.809T>G

RHD no exon 6 amplification

RHD:c.809GG

RHD:c.809TG

RHD:c.809TT

PS 80

RHD exon 9

RHD:c.1154G>C

RHD no exon 9 amplification

RHD:c.1154CC

RHD:c.1154GC

RHD:c.1154GG

PS 117

ITGB3 exon 3

ITGB3:c.176T>C

ITGB3:c.176CC

ITGB3:c.176TC

235

Discusion



Discusion

ITGB3:c.176TT

RHD-CE-D no hybrid
PS 193 | RHDintron 1 | RHD-CE-D hybrid

RHD-CE-D hybrid

Internal
PS194 HGH gene amplification Internal amplification control
control

Dado que el gen RHD puede estar delecionado, lo que de hecho constituye una de las variantes
que interroga el test, se incluyeron asimismo dos controles internos de amplificacién, un control
de HGH, la proteina codificada por el gen GH1 cuya secuencia esta altamente conservada en
el genoma humano (Ballerini et al. 2008), y HPA-1 localizado en exén 3 de gen ITGB3, y que se
eligié con un doble objetivo: por un lado, es una regién donde no se han descrito deleciones, y
por otro aporta informacion adicional util para el manejo de las mujeres embarazadas HPA-1
negativas. Esta informacién adicional esta relacionada con la llamada trombocitopenia fetal o
neonatal aloinmune (TFNA), proceso agudo donde las plaquetas fetales son destruidas durante
la gestaciéon por un anticuerpo circulante de tipo IgG presente en la madre, que atraviesa la
barrera placentaria y va dirigido contra un antigeno especifico plaquetar (HPA) heredado del
padre. La TFNA se considera el proceso equivalente a la enfermedad hemolitica del recién
nacido por incompatibilidad Rh, sin embargo, la diferencia con ésta, es que la TFNA puede
aparecer durante la primera gestacion hasta en un 30-50% de los casos. En la poblacién de
origen europeo, tiene especificidad frente al antigeno especifico plaquetario HPA-1a en mas del
80% de los casos (Rodriguez Wilhelmi et al. 2008).

Como hemos comentado con anterioridad, el ensayo ID RHD XT, esta formado por cuatro
reactivos (PCRM Master Mix (PMM), Bead Master Mix (BMM), SAPE y SAPE DILUTION
BUFFER) cada uno de ellos juntos con sus materias intermedias fueron optimizadas en esta fase

de desarrollo.

Las secuencias de oligonucleodtidos disefadas, primers y sondas, que conforman parte de la
PMM y de la BMM se disefiaron de acuerdo con las secuencias genomicas de los genes
correspondientes. En el caso de los primers se emplearon secuencias intrénicas especificas del
gen RHD para evitar la amplificacion del gen RHCE con alta homologia de secuencia. En el caso
de la PMM nos enfrentamos a dos retos en su optimizacién; por un lado, que la PCR disefiada
debia ser multiplex y, por otro lado, que las condiciones de amplificacion tenian que ser las

mismas que las utilizadas en los otros dos ensayos de 'Progenika Biopharma, a Grifols
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Company": ID CORE XT e ID HPA XT, ya que ID RHD XT, se prevé incluir como parte de este
portfolio de tests. Para ello, a los primers se le afiadid unas secuencias universales de 18
nucledtidos, llamadas TAGs, en su extremo 5" para asi mantener la T melting homogénea y
conseguir una amplificacion similar para todos los amplicones usando el mismo programa de

PCR que con los otros dos ensayos.

A su vez también se tuvo en cuenta las limitaciones intrinsecas a la propia tecnologia xXMAP® de
Luminex® y para ello el tamafo de amplicones disefiado fue de 200 a ~400 pares de bases (pb).
Con este requisito se minimizaba la posibilidad de impedimento estérico, es decir, el efecto
producido cuando el volumen ocupado por un grupo funcional o atomo en una molécula impide
que otra parte de la misma reaccione, y afecte, por tanto, a la eficiencia de la hibridacion (Dunbar,
2006). La eficiencia en la hibridacion se plasmaria en la sefial MFI (Median Fluorescence
Intensity) obtenida de la hibridacién de los productos amplificados (Tabla 37). Uno de nuestros
requisitos a la hora de valorar esas sefiales de amplificacion fue la relacion entre la "sedal
especifica" / "background" asi como las MFls en muestras heterocigotas cuyos valores debian
ser minimo 3000, y valores similares entre ambas sondas. Estos requisitos estan estrechamente
relacionados con el disefio de las sondas que a continuacion se discuten. Para la deteccion
especifica de los alelos de cada polimorfismo (asumiendo dos alelos por polimorfismo) se utilizan
dos sondas, una complementaria (y especifica) a la secuencia del alelo A (referencia) y la otra
complementaria (y especifica) para el alelo B (alternativo). Se disefiaron con el objetivo de que
mapeasen en regiones que incluian los polimorfismos testados (independientemente de si son
regiones exonicas o intrénicas). Sin embargo, a lo largo de la region de anillamiento de las
sondas, pueden ocurrir otros polimorfismos (cercanos a los que las sondas detectan) que pueden
afectar al correcto anillamiento y, por lo tanto, el rendimiento de las sondas. Para evitar la no
hibridacién o incluso un genotipo incorrecto debido a la existencia de estos polimorfismos
adicionales en las zonas de anillamiento de las sondas, decidimos utilizar inosina en las
posiciones nucleotidicas complementarias a estos polimorfismos adicionales. Una limitacién
valorada en el disefio del ensayo y plasmada en el manual de usuario es que no se pueden
detectar polimorfismos adicionales no descritos en los sitios de union al primer o en los sitios de
unién de la sonda lo que puede producir resultados incorrectos. Durante el disefio se han

consultado diversas bases de datos (http://rhesusbase.info/,

https://gnomad.broadinstitute.org/gene/ENSG00000187010) donde estan representados miles

de individuos y no se han descubierto, en principio, variantes que pudiesen comprometer los

resultados del test.

Ademas, a la hora de disefiar la sonda para el SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
responsable de la respuesta inmunoldgica, se traté, de manera general, de que estuviera

posicionado en el centro de la secuencia de hibridacion de la sonda. No obstante, si ello
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conllevaba la formacién de estructuras secundarias, se corrigio su localizacion hacia una posicion
mas descentrada para evitar que el efecto de estas estructuras se tradujera en sefiales (MFI)
inespecificas. Y la Ultima estrategia utilizada en el disefio de las sondas fue modificar su longitud
(18-24 nucleotidos) en funcion de si era de interés mejorar su capacidad discriminatoria u obtener
una mayor sefal de hibridacion. Asi, para una mejor discriminacién entre los 3 clusters:
homocigoto frecuente (AA), heterocigoto (AB) o homocigoto infrecuente (BB), se seleccionaron
oligonucleétidos de menor tamafio porque con ello se consigue aumentar la especificidad. En
cambio, con sondas mas largas, que tienen mas posiciones nucleotidicas donde potencialmente
incorporar Biotin-11-dCTP en el proceso de marcaje, se obtienen mayores sefiales cuando se
produce el "revelado” con la estreptavidina-ficoeritrina (SAPE) (Tabla 30). Un ejemplo de esto,
fue los resultados obtenidos en el PS117 (Tabla 30) donde la diferencia en los valores de MFI
entre los dos disefios testados, cuya Unica diferencia fue un nucleétido mas, origind unas sefales
dos veces superior en la sonda de mayor tamafio (18 pb) respecto a la menor (17 pb). Por lo
tanto, segun cada PS como muestran los resultados [Tablas 25- 29 y Figuras 37-41] se fueron
testados los distintos disefios con los requisitos anteriormente descritos hasta conseguir un valor
de ratio cercanos a los tedricos (0: homocigoto infrecuente, 0.5: heterocigoto, 1: homocigoto

frecuente) y unos valores MFI en las muestras heterocigotas >=3000.

Durante esta fase de optimizacion el componente PMM (conformado por: agua, primers, Biotin-
11-dCTP, y PCR-buffer) la eleccion buffer de PCR ha sido un punto critico a la hora de conseguir
una amplificacion especifica del gen RHD. Los dos buffers testados fueron QIAGEN 10x PCR
buffer (Buffer H) y el 2.05x Qlagen mutiplex custom buffer (Buffer Q). Si se observan los
resultados (Figura 37) una de las diferencias entre ambos buffers debe ser la concentracion de
cloruro de magnesio (MgCl2). El Buffer Q genera productos inespecificos correspondientes a la
amplificacion del gen RHCE. EI cloruro de magnesio (MgCl:) aumenta la temperatura de
hibridacion del ADN y su concentracion resulta fundamental para optimizar la reaccién de PCR.
Sabemos que a altas concentraciones de Mg++ disminuye la especificidad de la PCR vy, al
contrario, a bajas concentraciones de Mg++ aumenta la especificidad, por lo que, el Buffer H al
presentar una menor concentracion de MgClz, resulté en reacciones mas especificas, por

ejemplo, como muestra la Figura 37, al amplificar el gen RHD.

El siguiente componente de la PMM optimizado fue el dCTP "caliente" (Biotin-11-dCTP),
estrechamente relacionado con los valores mayores o menores de MFI y la estreptavidina-
ficoeritrina (SAPE). Luminex utiliza dos laseres, el laser rojo que excita a los tintes fluorescentes
internos de las microesferas, identificando cada una de las microesferas de acuerdo con su firma
espectral; y el laser verde, que reconoce el marcador fluorescente, la estreptavidina-ficoeritrina
(SAPE), cuya afinidad de unién es extremadamente alta con la biotina. La modulacién de ambos

reactivos nos ha permitido obtener una proporcion de "sefal especifica" / "background” precisa
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para que la discriminacién entre los genotipos no se haya visto comprometida (Figuras 38-39).
Este punto ha sido critico hasta conseguir una discriminacién 6ptima, pero nuestra experiencia
previa en el desarrollo de los anteriores ensayos de genotipado (ID CORE XT e ID HPA XT) nos
permitié precisar de manera mas eficaz la proporcién entre ambos componentes. Es por esto
que, modulando el volumen de ficoeritrina-estreptavidina (SAPE) en muy pequefas cantidades

(microlitros) conseguiamos cambios fundamentales en la sefial (MFI).

En cuanto al componente BMM se optimizaron tanto los conjugados o couplings como el buffer
de hibridaciéon. En cuanto a los conjugados, los resultados obtenidos muestran que el punto
decisivo para una mayor €ficiencia en el proceso de conjugacion, unidon del grupo amino de la
sonda al grupo carboxilo, estda en el manejo del EDC (1-Ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl]
carbodiimide hydrochloride). Es fundamental, por un lado, el tiempo que se tarda en adicionarlo
y, por otro, la utilizacién de alicuotas de un unico uso (Figura 43-44). Estos dos parametros se
fundamentan en un mismo factor comun, la higroscopia de este reactivo, que tiende a producir
un menor rendimiento en la reaccién de acoplamiento entre los grupos carboxilos y los amino de
las sondas. Y en cuanto al buffer de hibridacién, se tuvo en cuenta que las multiples variantes
genéticas incluidas en el test conllevan utilizar de forma simultanea multiples sondas y, por tanto,
nos enfrentarnos a la problematica de garantizar unas temperaturas de fusiéon lo mas similares
entre ellas. Para ello se utilizé un buffer recomendado por Luminex cuyo compuesto principal es
TMAC (Tetramethylammonium chloride) que ayuda a estabilizar los pares de bases AT y CG,
minimizando el efecto de la composicién de bases en la hibridacion permitiendo utilizar mismas
condiciones de hibridacién pese a usarse sondas con temperaturas de fusion ligeramente

diferentes.

Una vez disefiado el test en la siguiente fase se evalud la robustez del proceso de fabricacion
del kit.

FASE 2. Desarrollo del prototipo

En el proceso de fabricaciéon del kit ID RHD XT se identificaron los parametros criticos que
pudiesen tener un impacto en la calidad del test, es decir, se definieron los controles de calidad
tanto de los distintos componentes que conforman el test (PCR Master Mix (PMM), Bead Master
Mix (BMM), SAPE y SAPE Dilution Buffer) como de los reactivos intermedios necesarios para su
fabricaciéon. Con los resultados empiricamente obtenidos en esta fase se determinaron los
controles de calidad considerados como medidas preventivas para detectar cualquier error de

fabricaciéon o de materias primas defectuosas.

Los principales controles de calidad se pueden resumir en dos categorias: 1. Controles de calidad
de las materias primas, es decir, teniendo en cuenta los parametros que el proveedor define en

su certificado analitico (CoA) hemos confirmado el cumplimiento de dichas especificaciones para
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asi evitar el uso de un material defectuoso; y 2. Controles de calidad de las materias intermedias,
es decir, verificar que la fabricacion de los distintos buffers o de los distintos procesos llevados a
cabo se ha realizado de forma correcta y detectar asi posibles errores antes de la conformacion
de un lote de ID RHD XT. La importancia en la determinacion de los controles de calidad hace
referencia al proceso de detectar errores analiticos dentro del laboratorio para asegurar la
fiabilidad y exactitud de los resultados. Un pobre desempefio puede ocasionar genotipado
erréneo, un tratamiento inadecuado del paciente, un incremento de costes e incluso unas
repercusiones graves para el paciente por un resultado incorrecto. El error humano es algo que
existe y hay que minimizarlo al maximo por eso cada punto esencial de un proceso o
procesamiento debe estar ligado a un control de calidad y asi minimizar al maximo los errores,

de por si muy bajos, pero existentes.

Algunos de los parametros medidos en esta fase como las medidas de conductividad, pH y
concentracion son analisis rapidos y sencillos, y resultan valiosamente informativos. En estos
casos, para cada parametro analizado se definioé un rango, que esta detallado en el apartado de
'Resultados’. La importancia de los controles de calidad es un punto clave para asegurar una
correcta fabricacion. Con los controles de calidad no solo establecemos unos estandares sino
que se realiza un seguimiento de los mismos para conseguir una mayor calidad de los procesos.
Asi, por ejemplo, en la Tabla 49, se muestran los datos de conductividad del Buffer de
Hibridacion, existen unos valores (marcados en rojo) que no cumplen con la especificacion
definida (87.0 - 97.5 mS / cm). La causa podria deberse a que la materia prima (TMAC,
componente principal utilizado en la fabricacién de este buffer) fuese defectuosa, o a un error en
la fabricacion del reactivo. En este caso el origen se debid a un error durante su preparacion ya
que la misma materia prima se utilizd en otra fabricacion y los valores de conductividad fueron
correctos. Otro ejemplo de la importancia de los controles de calidad queda reflejado en otro
resultado mostrado en la Tabla 53, al igual que antes, los valores de conductividad del buffer
MES (utilizado durante el proceso de conjugacion y esencial para la eficiencia del proceso de
acoplamiento sonda-bead) detectaron dos fabricaciones fuera de la especificidad
establecida, 145 — 198 uS / cm. De igual manera el error en este caso fue durante su fabricacion,
pudiendo ser la causa multifactorial, bien como resultado de una pesada incorrecta del reactivo
(el MES es un reactivo en polvo), un volumen de agua afiadido incorrectamente, o una disolucion
inadecuada del MES, etc. A la vista de estos resultados vemos que los errores durante la
fabricacion existen, errores que hay intentar mitigar y ademas detectar, de ahi la importancia en
desarrollar controles de calidad sensibles y robustos que pongan de manifiesto estos posibles

fallos en cualquier punto de un procedimiento.

Otro ejemplo que nos ha mostrado la importancia de los controles de calidad ha sido la deteccién

de una materia prima defectuosa en el SAPE. Su hallazgo fue por un fallo detectado en Luminex
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donde se observaba una clasificacion incorrecta de las beads. Tras varias investigaciones se
descubrié la presencia de precipitados en el stock de la materia prima. En nuestro caso no era
posible llevar a cabo el control de calidad que realizaba el proveedor, es decir, la cromatografia
liquida de alta eficacia o high performance liquid chromatography (HPLC) (técnica utilizada para
separar los componentes de una mezcla basandose en diferentes tipos de interacciones
quimicas) alternativamente pusimos en marcha un control de calidad de contaje de particulas
mediante el Multisizer 3 Coulter counter (Beckman Coulter). Los resultados observados en la
Tabla 63 (valores marcados en rojo) muestran como este control de calidad es sensible y capaz
de detectar la presencia de particulas en un reactivo que debe estar libre de ellas. Por lo tanto,

constituye una eficaz alternativa al HPLC.

Por lo tanto, esta fase del proyecto hemos querido poner de manifiesto la valia de los controles
de calidad, ademas de su verificacion continia mediante un seguimiento de las tendencias de
los valores obtenidos en cada fabricacion para cada una de las materias testadas. Segun se vaya
valorando estos datos de tendencia o en el caso de cambios de equipos involucrados en la
produccion de ID RHD XT, se estudiaria la necesidad de ratificar dichos criterios establecidos.
Los resultados obtenidos en esta fase son fundamentales para la generacion de un test de
genotipado cuyo funcionamiento es correcto y, por tanto, cuya relevancia clinica esta
estrechamente relacionada con la toma de decision llevada a cabo por el clinico en la rutina
transfusional. En consecuencia, cualquier resultado inexacto conduciria a complicaciones en el
paciente que afectan a su salud, por lo que es esencial realizar todo tipo de analisis que aseguren
tantos los procesos como los procedimientos llevados a cabo hasta la obtenciéon un ensayo cuya

determinacion del genotipado sea correcto.

A continuacion, se discuten los resultados obtenidos en los distintos estudios realizados para

obtener la aprobacién de marcado CE de la UE

FASE 3. Validacion del test

Los resultados obtenidos en los estudios evidencian una serie de desviaciones causadas, en
general, por errores realizados por el usuario. Un error relativamente comun observado durante
la ejecucion de la PCR es la falta de adicion del ADN en algunos de los 96 pocillos de la placa.
Como medida correctiva simple pero eficaz se ha propuesto la comprobacion visual de los
volumenes, es decir, que el operador compruebe visualmente que todos los pocillos presenten
un volumen homogéneo. Esta medida es factible y sencilla, ya que la falta de adicién de los 5 pL

de ADN es visualmente perceptible (Figura 46).

Otro problema detectado son las posibles contaminaciones cruzadas entre muestras. Por
ejemplo, en nuestro caso, en el tiempo '6 meses' del estudio de estabilidad real, la muestra
"RH2_L3_T6_R10" se contaminé con el control de procesamiento ID RHD CONTROL 1. Este es
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un error comun en los laboratorios, en particular cuando se procesan volumenes grandes de
muestras de manera simultanea. La medida correctiva propuesta ha sido el uso a la hora de la
adicién de ADN, de pipetas multicanales para asi minimizar el posible error humano causado por
el uso de pipetas monocanales, las cuales conllevan un uso mas intensivo, mayor numero de
pasos y, por consiguiente, un mayor riesgo de equivocacion. Otro error detectado fue durante la
dispensacién del producto amplificado en el paso de la hibridacién. En este caso el volumen
afiadido fue menor del considerado como limite de tolerancia del protocolo (Figura 48, 49, 50).
En esta ocasién, de nuevo, la sugerencia planteada ha sido que tras de la adiciéon del producto
amplificado en la etapa de la hibridacion se confirmen que los volumenes restantes en los pocillos

de la placa de PCR sean uniformes

Resumen de los estudios analizados

A pesar de estas desviaciones por diversos errores durante el procesamiento, si analizamos los
resultados obtenidos en los diversos estudios relacionados con la estabilidad del kit (estudio de
estabilidad real, estudio del vial abierto y estudio de estabilidad a temperaturas extremas) los
resultados obtenidos en todos ellos fueron 100% correctos en los todos puntos de estabilidad
examinados. Por lo que podemos asegurar que la estabilidad del test alcanza los 15 meses sin
verse afectada su vida util en la temperatura del almacenamiento analizada a 2-8°C periodo
considerado relativamente extenso ya que otros test moleculares sélo alcanzan los 12 meses de
estabilidad.

Otro apartado de interés en la validacion de nuestro test reside en el analisis de los resultados
obtenidos en los estudios de deteccion del limite inferior y limite superior. Recordemos que en
estos estudios tratamos de definir el rango de concentraciones concentracion de ADN input
recomendado para garantizar a priori resultados 100% correctos. Los resultados definieron que
el rango recomendado de uso estaba comprendido entre 2 y 200 ng/uL (10 y 1000 ng por
reaccion). La concentraciéon del limite inferior es muy baja si se compara con los datos de
concentracion recopilados de diversas extracciones de ADN de sangre total poco eficientes
cuyos valores alcanzaron los 7- 8 ng/uL. De manera que incluso con una extraccion poco
eficiente donde las concentraciones de ADN pueden ser bajas, esto no supone un problema
limitante para el correcto genotipado de las muestras. Esto supone una gran ventaja frente a
otras tests donde recomiendan que la cantidad minima de ADN debe ser mayor o igual a 15
ng/uL (Immucor, 2014). Consideremos ahora, el limite superior (200 ng/ pL), hay que mencionar
que este estudio no se iba a realizar en un primer momento, pero se llevé a cabo sin embargo
por recomendacion de la FDA (Food and Drug Administration), la agencia del gobierno de los
Estados Unidos responsable de la regulacion, entre otros, de los derivados sanguineos. Su
recomendacién fue para el test que estaba siendo evaluando en ese momento, ID CORE XT

(Progenika Biopharma, a Grifols Company) de genotipado de 10 grupos sanguineos, test que ya
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hemos mencionado con anterioridad. La argumentacion de la FDA es que se debe acotar al
maximo cualquier error en un test de diagndstico y para ello, en este caso, se debe definir un
limite superior de concentracién de ADN. Tras la verificacion de que a una concentracion de 200
ng/uL (concentracion seleccionada en funcion de las concentraciones de ADN genémico humano
(extraido de sangre total) utilizadas en Progenika Biopharma. A Grifols Company) los resultados
en todas las muestras fueron 100%, esta informaciéon quedo recogida en el manual de usuario.
Con los kits de extraccion de ADN validados en para este ensayo [QlAamp Blood Mini Kit o
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen)] concentraciones superiores a 200 ng/uL se han obtenido en muy
contadas ocasiones (menos del 1%) y en todos los casos, los resultados fueron correctos.
Ademas, en el manual de usuario se recomienda usar estos kits de extraccion por lo que si se

utilizan otros métodos extraccion cada usuario debe hacer su propia validacion.

Igualmente, relevante ha resultado evaluar la susceptibilidad de ID RHD XT a diversas sustancias
interferentes de uso comun en este ambito. Asi, se evalué el posible impacto de sustancias
endogenas y exdgenas en el contexto de las necesidades médicas. Las sustancias interferentes
enddgenas utilizadas reproducen los estados de hemdlisis, ictericia y lipemia en muestras de
sangre. Y las sustancias exdgenas analizadas se eligieron basandonos en el uso previsto del
test en la poblaciéon, es decir, sangres con presencia de medicamentos antiinflamatorios,
anticoagulantes, antibioéticos, etc. En el PS 117 (HPA-1) se observo que con el interferente
hemoglobina (concentracion probada 667 mg /dL) hubo un resultado de "No Call", por baja
intensidad de sefial, para una de las 3 réplicas de la muestra S3. Muestra cuyos fenotipos
esperados eran, “D -“para el grupo Rh y "+" para la HPA-1a, y "0" para la HPA-1b. Ademas, una
réplica de la muestra sin interferente, mostro un resultado “No call” para HPA1 por baja sefal.
Se realizd un gel de agarosa y se observo un patrén de banda distinto en la réplica 1 en
comparacion con la réplica 2 y 3 (Figura 65). Se repitio la PCR con la muestra S3_R1 en las
mismas condiciones y también diluyéndola a la mitad con agua. Los resultados de los fenotipos
predichos fueron correctos sélo en la muestra diluida. A la vista de estos resultados nos
planteamos dos hipotesis a investigar: 1.- la hemoglobina como posible interferente [se afiadio
hemoglobina comercial a las muestras de sangre antes de su extraccion examinado la
concentracion de 500 mg / dL (previamente testada) y 1000 mg / dL] y 2.- la hemoglobina junto
con la posible hemdlisis producida por el tiempo de almacenamiento de las sangres antes de
realizar su extraccion de ADN. El grupo hemo de la hemoglobina puede estar presente enlazado
al ADN extraido, es uno de los mas importantes inhibidores de la PCR (Brynes et al., 1975; de
Franchis et al.,1988; Akane et al., 1994). Su capacidad quelante de los iones metalicos produce
el secuestro del magnesio, necesario para el correcto funcionamiento de la Taq polimerasa. Los
estudios realizados, mediante espectrofotometria de varios compuestos que contienen el grupo

hemo, sugieren que el inhibidor es un producto de la digestion de la hemoglobina produciendo la
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liberacién del hierro del grupo hemo de la sangre con proteinasa K. Dicho producto no se aisla

completamente por parte de los solventes organicos y coprecipita con el ADN.

Los resultados de esta investigacion nos hacen descartar como Unica causa la concentracion de
hemoglobina como interferente, pero considerar en cambio la combinacion de ambas
condiciones (tiempo de almacenamiento y concentracion de hemoglobina) ya que al cabo de 7
semanas a 2-8°C, las muestras de sangre cuyo fenotipo era D negativo se vieron afectadas
(Figura 66) produciendo una MFI menor en el PS 117 lo que conllevo a resultados de “No Call”
en alguna de las muestras. En consecuencia, en el manual de usuario se incluy6 una advertencia
que decia que el tiempo maximo de almacenamiento de las muestras de sangre hasta la
extraccion de su ADN no debia ser superior a 4 semanas. El ensayo ha sido validado para usarse
con ADN gendmico humano extraido de sangre total anticoagulada con EDTA, utilizar otro ADN
de otro origen, por ejemplo saliva, implicaria que el usuario deberia hacer sus propias
validaciones y confirmar que los resultados del test no se ven comprometidos de ninguna

manera.

A continuacién, se evalué la precision y la reproducibilidad, estudios realizados
independientemente, pero que estan estrechamente correlacionados. Como objetivo se valoro la
exactitud del método de medida en condiciones de variabilidad (dias, lotes de reactivos de ID
RHD XT, equipos y operadores) y, por otro lado, se valoré la repetitibilidad de los resultados para
las mismas muestras y el mismo test pero realizado en diferentes laboratorios (estudio de
reproducibilidad). Los resultados de precision demostraron la baja variabilidad entre los
parametros testados (<20%) lo que confirma la exactitud en los resultados del test. Y, en cuanto
a la reproducibilidad del test, ésta ha quedado demostrada con los resultados correctos en todos
los laboratorios participantes. Por consiguiente, se puede afirmar que ID RHD XT demuestra una
precisién y reproducibilidad aceptable entre sitios, operadores, dias, lotes de reactivos y
concentraciones de ADN lo que pone de manifiesto la solidez de los resultados de genotipado

obtenidos mediante el test.

Hay que mencionar, ademas, uno de los estudios que mayor informacién nos ha dado sobre la
tolerancia a la variabilidad en el protocolo es el estudio Guard Banding. La importancia de realizar
este estudio radica en que valora la capacidad de variacién permitida con nuestro protocolo para
anteponernos lo maximo posible ante cualquier posible error durante el procesamiento del test
que conllevara a un genotipado incorrecto. En este estudio se han valorado multiples aspectos
del protocolo desde tiempos de agitacién, volumenes, temperaturas, etc. Lo que buscamos en
todos los casos es modular las condiciones nominales del protocolo en cualquiera de sus etapas
(Amplificacion, Hibridacién, Marcaje y Adquisicion de datos) y delimitar lo que se considera
aceptable de lo que no. Los resultados obtenidos en todas las condiciones fueron 100% correctos

razoén por la que se consolida la robustez del protocolo frente a las variaciones analizadas en
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cada una de los pasos del proceso. En consecuencia, el ensayo ID RHD XT es fiable, seguro y
robusto en sus resultados permitiendo tener bajo control los posibles errores que el usuario

pueda cometer dentro de los limites testados.

El siguiente punto trata de la evaluacion del rendimiento del test. Para ello, hemos llevado a cabo
dos estudios: 1. Evaluacién del rendimiento del test a partir de muestras individuales
(Performance evaluation of individual samples) y 2. Evaluacion del rendimiento del test a partir

de mezclas de muestras de sangre y de ADN (Performance evaluation of pooled donor samples).

En el primer estudio se examind el funcionamiento de ID RHD XT en comparacion con dos
métodos de referencia, serologia y secuenciacion bidireccional (BDS). Se testaron un total de
1000 muestras distribuidas en muestras procedentes de donantes, pacientes y recién nacidos.
Ademas, teniendo en cuenta el uso previsto del ensayo, se ha incrementado el numero de
muestras fenotipadas por serologia como weak D con el fin de validar el correcto funcionamiento

del test con estas muestras especificas.

La serologia no puede distinguir ni los subtipos weak D y ni los partial D (Sandler et al., 2015).
Las variantes weak D muestran una expresion del antigeno D baja o muy baja, pudiendo causar
su incorrecta clasificacion como falsos negativos. Ante esta posible clasificacion erronea la
practica rutinaria consiste en considerar a esos pacientes como RHD negativos, lo cual tiene las
siguientes implicaciones: 1. el consumo innecesario en medicina transfusional de unidades de
sangre y hemoderivados Rh negativas y 2. el empleo innecesario de la terapia preventiva con
inmunogloblulina anti D. Es por esto que el genotipado de RHD puede superar esta limitacion
inherente en la serologia, lo que contribuye a reducir la profilaxis anti-D durante el embarazo, y
también evita el uso inapropiado de unidades de sangre D negativas (Denomme et al., 2007;
Nance et al., 2013). De manera que el genotipado de los weak D contribuye a preservar la baja
disponibilidad de las unidades de sangre D negativas debido a la ausencia de donantes con este
fenotipo. Asi como el uso superfluo de la profilaxis anti-D que puede conllevar a problemas
asociados a la incompatibilidad sanguinea durante el embarazo, como a su elevado coste y a
una serie de cuestiones éticas asociadas a su produccidén por su origen humano en gestantes

que en realidad no precisarian dicha terapia.

En el estudio las muestras procedentes de Espafia de donantes serotipados como weak D fueron
genotipadas con el test y alrededor de un 53% resultaron weak D tipo 1, 2 o 3. Ademas, se
detectaron 9 discrepancias (Tabla 59), clasificadas como D negativas por serologia, y
genotipadas como “weak D types 1, 2 or 3 not detected” (RHD gene present. D- (RHD*Dllla-
CE(3-7)-D or RHD*Pseudogene genotype not detected) con ID RHD XT. Estas discrepancias
estan causadas por la presencia de otras variantes no incluidas en el ensayo ID RHD XT, por lo
tanto, se puede afirmar que es una limitacién inherente al ensayo (Progenika, 2019). La
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estimacion de la frecuencia de la generacion de un resultado incompleto (no ser capaz de
determinar la variante) estda muy ligado con cada poblacion. Asi, en la poblacion de origen
europeo los genotipos mas frecuentes como los D negativos (RHD deletion) y los weak D tipo 1,
2 y 3 estan representados en el test, igualmente ocurre con los genotipos mas frecuentes que
originan un fenotipo D negativo en la poblacién africana o afroamericana (RHD*p
(RHD*Pseudogene) y el alelo hibrido RHD*Dllla-CE (3-7)-D). La limitacién viene representada
por la ausencia de variantes que determinen los fenotipos Del, frecuentes en la poblacion

asiatica.

Estas muestras discrepantes, por ser variantes no incluidas en el ensayo, se investigaron con
otro método molecular, BLOODchip® Reference (Progenika Biopharma), y se determino que tres
muestras eran variantes Del, una muestra era weak D o Del y cinco muestras con variantes cuyo
fenotipo es D negativo. ID RHD XT el resultado de genotipado que determina para estas 9
muestras es weak D types 1, 2 or 3 not detected” (RHD gene present. D- (RHD*Dllla-CE(3-7)-D
or RHD*Pseudogene genotype not detected) mensaje que hace referencia a los tres alelos
interrogados por el ensayo y que no estan presentes en las muestras. Con este resultado estas
muestras deben tratarse en pacientes como D negativos y en donantes como D positivos. A
pesar de que BLOODchip® Reference (Progenika Biopharma), es un método molecular mas
completo por el numero de variantes que detecta, la tecnologia ha quedado obsoleta y no cumple
con la normativa regulatoria de la UE y, por lo tanto, no es posible utilizarlo como un método de
referencia para el diagnostico clinico. Debido a esto y valorando factores como la robustez de la
tecnologia Luminex en el campo del diagndstico clinico se decidié crear una familia de tests de
genotipado sanguineo (ID CORE XT, ID HPA XT e ID RHD XT) con esta tecnologia. Es verdad,
que para el genotipado de Rh sélo se pensé en aquellas variantes que no generaban respuesta

inmunogénica y lo que puede conllevar a una limitacién del ensayo.
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Reference methods
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ID RHD XT predicted ~ Samples  Serology ~ BLOODchip® reference BLOODchip® reference
phenotype result (n) result genotype predicted phenotype Samples (n)  Discrepancy rationale
Weak D types 1, 9 D- RHD(IVS3 + 1G>A)Del Del 1 Variant not interrogated
2 or 3 not detected® RHD (1-9)-CE(10) Del 1 Variant not interrogated
RHD 94insT(FS, 35X) Del 1 Variant not interrogated
RHD 361del11nt RHD- 4 Variant not interrogated
RHD*9521° RHD-" 1 Variant not interrogated
RHD (M295I) Delfw11 Weak D (cDe)/Del (CDe)* 1 Variant not interrogated
Weak D type 3 3 D+ Weak D type 3 Weak D 3 Serology limitation
Weak D types 1, 61 Weak D RHD (M295) Delfw11 Del 1 Variant not interrogated
2 or 3 not detected® DAR/weak D type 4-2 Partial D 1 Variant not interrogated
DMH Partial D 1 Variant not interrogated
bwvii Partial D 1 Variant not interrogated
Apparently non-negative RHD+ 6 Unresolved
hom IVS5-38del4-'Apparently ~ RHD+ n Unresolved
non-negative’
Weak D type 59 Weak D 27 Variant not interrogated
RHD (M295I) Delfw11 Weak D 1 Variant not interrogated
Weak D type 4 Weak D 9 Variant not interrogated
N/A N/A 3 N/A
No amplification 3 Weak D DVI type Il Partial D 2 Variant not interrogated
variant detected” N/A N/A 1 N/A

N/A: Not available.

“RHD gene present. D— (RHD*Dllla-CE(3-7)-D or RHD*Pseudogene genotype) not detected.
°RHD exons 1-10 BDS result

“cDe or CDe haplotype not known.

Ademas, hubo 64 muestras cuyos resultados con ID RHD XT no pudieron ser comparados con
la serologia por dos motivos. El primero motivo hizo referencia a una limitaciéon asociada a la
propia serologia, ya que no es capaz de discernir entre subtipos weak D. Se detectaron 3
muestras genotipadas como Weak D Type 3y la serologia las habia clasificado como D+. Y el
segundo motivo se debid, de nuevo, a la presencia de variantes no determinadas por ID RHD
XT, siendo su resultado weak D types 1, 2 or 3 not detected” (RHD gene present. D- (RHD*Dllla-
CE(3-7)-D or RHD*Pseudogene genotype not detected), y por tanto, no se pudo comparar su
fenotipo ni con la serologia (Tabla 59) ni tampoco se pudo comparar los genotipos obtenidos de
BLOODchip® Reference (Progenika Biopharma). Dicho lo anterior, destacar la frecuencia tan
elevada de la variante weak D type 59 en las muestras de Espafia (16.9%), coincidente con
publicaciones encontradas (Garcia-Sanchez et al., 2011), y no incluida en el test porque como
se ha mencionado sélo se incluyeron las variantes weak D que no generan respuesta
inmunogénica, por lo tanto, se consideran a efectos transfusionales como D positivas. No
obstante, en futuras versiones se valoraria la inclusion de variantes ahora descartadas en esta

version.

Asimismo, hay 17 muestras que no se pudieron resolver, aunque por serologia fueron
determinadas como weak D y fenotipadas como D+ tanto con ID RHD XT como con Bloodchip
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Reference. El analisis de todas ellas con Bloodchip Reference dio como resultado que 11 de
ellas presentaban el polimorfismo RHD*IVS5-38del4 cuyo fenotipo es Del y no D+ como dice el
test, estas muestras habria que secuenciarlas para llegar a una conclusién y poder discriminar
el porqué de ese resultado como fenotipo RHD positivo con ambos ensayos moleculares. Las
otras 6 muestras no se pudieron determinar su variante. Los resultados obtenidos por serologia
como weak D pueden deberse a otros polimorfismos no incluidos en el test utilizado de
referencia, Bloodchip Reference, o a variaciones en el gen RHCE o cualquier tipo de modificacion

postranscripcional o postraduccional.

A la vista de los resultados, ID RHD XT evalua no sélo la determinacién correcta de los weak D
type 1, 2 and 3 (genotipados como D+ tanto en pacientes como en donantes), sino también la
determinacion correcta de otra weak D o partial D, variantes determinadas por ID RHD XT como
“weak D types 1, 2 or 3 not detected” (genotipados como D- para pacientes y D+ para donantes).

Por lo tanto, todas las discrepancias de RhD anteriormente explicadas se consideran resultados
aceptables para el objetivo de este estudio, aunque es cierto, que puede considerarse una
limitacion para otros usos previsto de ID RHD XT. Teniendo en cuenta que la frecuencia en la
poblacién de origen europeo de los fenotipos weak D es del 0.2-1% (Haer-Wigman et al. 2013;
Wagner et al. 2009) de los que en el 90-95% de los casos encontrados corresponden con los
weak D tipo 1, 2 o 3 (Flegel, 2011) determinadas por ID RHD XT. Ademas de la frecuencia de
los fenotipos D parcial es menos del 1% (Flegel et al., 2002, Mufiz et al., 2012a) y de los fenotipos
Del es menor 0.1% (Gardener et al., 2012) por lo que las ocasiones en que ID RHD XT no va a

poder determinar los genotipos y, por tanto, sus fenotipos asociados son bajas.

Una posible limitacion del test esta en los subtipos raros como weak D type1.1y weak D type 1.2
que se clasificarian como weak D type 1 variantes que pueden generar anti-D (McGowan et al.,
2017; Raud et al., 2017). La variante weak D type1.1 presenta dos cambios (52C>G y 809T>G)
y la variante weak D type 1.2 (809T>G y 712G>A) y nuestro test para determinar la variante weak
D type 1 utiliza el cambio 809T>G, por lo tanto, clasificaria a estos dos subtipos incorrectamente
como weak D type 1. Estas dos variantes son muy raras y localizadas en un area del Norte de
Alemania (Doescher et al., 2005) encontrandose un caso de 22.000 donantes (Christiansen et

al., 2008) y, por tanto, considerarse unos casos despreciables.

En cuanto al sistema HPA-1, a modo recordatorio, los anticuerpos HPA-1a son los aloanticuerpos
plaquetarios mas frecuentemente detectados en la practica clinica, y son los causantes del 85%
de los casos de trombocitopenia aloinmune del feto y del neonato (TAIFN) confirmados
serolégicamente (Curtis et al., 2014). Los resultados correctos obtenidos con ID RHD XT y
comparados con la secuenciacion bidireccional nos indican que la especificidad y sensibilidad ha
sido del 100% y que las frecuencias observadas son similares a las encontradas en la literatura
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en la poblacién de Espafia (Muniz-Diaz et al., 1993). En consecuencia, la principal ventaja en la
determinacion de HPA-1 en embarazadas reduciria la morbilidad y mortalidad causadas por

trombocitopenia aloinmune del feto y del neonato (TAIFN).

Y, por ultimo, la evaluacién del rendimiento del test a partir de mezclas de muestras de sangre y
ADN (Performance evaluation of pooled donor samples). Para confirmar a los donantes RHD
negativos se requiere realizar de varias pruebas seroldgicas con las limitaciones que sabemos
que puede conllevar. Dicho lo anterior, consideramos otro uso que darle al test ID RHD XT para
la identificacion de una manera rapida y coste-eficiente de los donantes D negativos. En este
estudio la utilidad del ensayo se pensd como herramienta de screening en pools de muestras de
donantes seroldégicamente D-C/E+.

Aunque la causa mas frecuente de los fenotipos D- se debe a la delecién completa del gen RHD,
lo que representa el 15% de los fenotipos D negativos en la poblaciéon de origen europeo, existen
algunos individuos con una expresién de su proteina RhD nula o muy débil, pero con presencia
de fragmentos del gen RHD (Daniels, 2013a). Como hemos ido mencionando a lo largo del
proyecto, en estos casos, los métodos seroldgicos estandar no pueden distinguir las variantes D
con una cantidad reducida o expresion parcial de antigeno D. Afortunadamente, métodos o
plataformas alternativos, como es el caso ID RHD XT, puede complementar esa deficiencia y ser

herramientas utiles en la rutina clinica de los bancos de sangre.

Con este estudio se evallan dos objetivos, por un lado, en las muestras de sangre se valida el
ensayo de genotipado ID RHD XT para ser utilizado como una herramienta para el analisis de
pools de muestras D-C/E+. Y, por otro lado, en las muestras de ADN serotipadas C/E+ y
previamente genotipadas por los centros se utilizaron para validar la precision del ensayo cuando
se utilizan muestras con presencia de variantes RHD en pools. En ambos casos el genotipado
de RHD usando muestras agrupadas es una estrategia para analizar una gran cantidad de

muestras a un coste razonable.

El numero total de muestras analizadas fueron 1000 englobadas en un total de 87 pools (31 pools
de sangre (387 sangres) y 56 pools de ADN (613 ADNSs), formadas por hasta 20 muestras
distintas. Un total de 924 muestras en pools se resolvieron con el test ID RHD XT lo que supone
un 92.4% (924 muestras) el 7.6% (76 muestras) restante hubo que analizarlas mediante NGS ya
que esas muestras presentaban variantes no interrogadas por ID RHD XT por lo que no se les
podia asignar un fenotipo. El 7.6% puede parecer un porcentaje elevado pero hay considerar dos
aspectos ventajosos: 1. las muestras se evalluan en pools, por lo tanto, desde un aspecto
economico y sabiendo que los métodos moleculares son mas caros que la serologia esto supone
un ahorro ya que en un unico pocillo se puede procesar hasta 20 muestras a la vez y 2. hay que
remarcar que la premisa de este estudio “muestras D-C/E+”, es decir, que recordando la

249



Discusion

complejidad del sistema Rh sabemos que los procesos de conversidén génica son mas probables
en este tipo de haplotipos. Por lo que llegados a este punto el 7.6% no es un porcentaje “real” de
lo que ocurrira en la rutina clinica donde los pools de muestras D negativos se haran sin esta

preseleccion.

Volviendo al tema que nos ocupa, de este 7.6% se determinaron 43 muestras cuyo fenotipo es
D negativo. La variante mas frecuente (31.6%) encontrada es RHD*Ce(3-9) (24 muestras), lo
que concuerda con datos bibliograficos anteriores que dicen que esta variante representa
aproximadamente el 27-30% de los alelos positivos para el gen RHD en antigenos D negativos
(Wagner et al., 2001). La siguiente variante detectada ha sido RHD*952T (22.4%) presente en
17 muestras, esta variante se describe por primera vez en donantes de la poblaciéon alemana
cuyo fenotipo es negativo y esta asociado al haplotipo CDe (Flegel et al., 2009), el exén 7 de
RHD presenta una mutaciéon que origina un codon stop prematuro produciendo una proteina
truncada de 317 aminoacidos de longitud (Christiansen et al., 2010). Y el ultimo fenotipo D
negativo fue la variante RHD*71007A encontrada en dos muestras. Esta variante produce una

mutacion sin sentido Gly336Asp.

Los siguientes resultados obtenidos fueron muestras cuyo fenotipo era Del (16 muestras). Los
fenotipos Del son aquellos cuya proteina habitualmente “normal” se expresa a muy bajos niveles
y cuyo gen RHD suele estar integro, lo que no debe confundirse con un fenotipo D negativo
causado por la delecién completa del gen RHD (lo que se suele representar como dd o D-). Hay
que recordar que si se transfunde sangre mal serotipada como D negativo siendo realmente un
fenotipo Del, éstos individuos estan en riesgo de desarrollar aloinmunizacion anti-D (Nuchnoi et
al., 2014).

La variante mas frecuente encontrada en este grupo es RHD*weak D type 11 (11 muestras) esta
variante esta asociada a dos haplotipos con fenotipos distintos. En los haplotipos cDe, aparece
como weak D detectable mediante la prueba de aglutinacion indirecta. En el haplotipo CDe, la
densidad del antigeno es mucho menor y el fenotipo esta al limite de un weak Dy, por lo tanto,
se considera fenotipo Del (Kérmdczi et al., 2005). Nuestras muestras presentan este haplotipo
CDe por lo que son Del. En estas 11 muestras Del, dos de ellas las consideramos discrepancias
ya que el fenotipo reportado por parte de los centros (Milan y Bolonia) fue D negativo. La siguiente
variante Del hallada en dos muestras fue RHD*/VS3+1G causante de aloinmunizacién anti-D
(Koérmoczi et al., 2005), ademas, una de las muestras perteneciente a Bolonia, es una
discrepancia ya que el fenotipo determinado por el centro fue D negativo. Esta variante Del sélo
ha sido descrita en la poblacidon caucasica con una frecuencia de 1:1800 individuos (0.05%). En
nuestro estudio el porcentaje ha supuesto un 0.2% pero hay que tener en cuenta que ha habido
una preseleccion por parte de los centros de las muestras enviadas. En cuanto al resto de

variantes Del, RHD*93-94insT determinada en una muestra y causada por una frameshift
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mutation, es decir, una mutacion que origina un desplazamiento en el marco de lectura, en este
caso origina un codon stop en la posicion 35 del exén 1 de RHD (Miiller et al., 2008). La siguiente
variante, también encontrada en 1 muestra, RHD*147delA, causada igualmente por una
frameshift mutation en el exén 1 de RHD produciendo la delecion de la posicion 147 A (Flegel et
al., 2009). Y la ultima variante Del, determinada también en una muestra, es RHD*weak D type
61 asociada al haplotipo CDe, caracteristico de la poblacién euroasiatica. Se caracteriza por ser
un “single missense mutation” produciendo un coddn que codifica un aminoacido distinto
(Arg>Trp).

El siguiente grupo de muestras se clasificaron como fenotipo weak D. Para las muestras de ADN
los centros nos enviaron el genotipado de las muestras. Este fenotipo es el mas comun de los
fenotipos poco frecuentes asociados al sistema Rh en la poblaciéon caucasica europea, con una
frecuencia de entre el 0.2 y el 1% (Haer-Wigman et al. 2013; Wagner et al. 2009) y esta asociado
a un haplotipo DCe o DcE (inusual) (Brecher, 2005). Se determinaron muestras Weak D type 1,
2 y 3 con ID RHD XT cuyos resultados fueron coincidentes con la referencia enviada por cada
centro. Se encontré una discrepancia en una muestra de sangre cuyo resultado en pool e
individual fue RHD*Weak D Type 2. Esta muestra fue enviado fenotipada como D negativo y hay
que recordar que este donante a efectos transfusionales debe considerarse como D positivo, y
por tanto, esta incorrectamente clasificado. Ademas, hubo otra discrepancia en otra muestra de
sangre serotipada como D negativa y que se determind mediante NGS que era RHD*Weak D
Type 78, igualmente el tratamiento de este donante debe ser el mismo, es decir, como D positivo.
Hay que mencionar que ambas muestras pertenecen al mismo centro en Bolonia. La ultima
variante, determinada con NGS, fue RHD*Weak D Type 5 cuyo resultado coincide con el enviado
por el centro. Ambas variantes Weak D Type 5y Weak D Type 78 tienen asociado el haplotipo
CDe y son caracteristicas de la poblacion euroasiatica. Ambas son “single missense mutation”
produciendo un codon que codifica un aminoacido distinto, Ala>Asp en Weak D Type 5y Phe>Val

en el Weak D Type 78 (http://www.rhesusbase.info/).

Y, por ultimo, variantes nuevas encontradas con NGS de las que no se puede conocer su fenotipo
pero de las que podemos decir que los resultados obtenidos provenian de muestras D negativas:
4 muestras RHD*del(1-5), 2 muestras RHD*1151G, 3 muestras RHD*IVS3+1G, 1995A, 1
muestra RHD*156delA, 241T, 2 muestras RHD*Ce (361A, 3-9), 2 muestras RHD*346-354del, 1
muestra RHD*Ce (3-8). El beneficio para la practica clinica de lo anteriormente descrito ha
implicado la deteccion de 1.3% de muestras mal clasificadas por parte de la serologia cuya

reclasificacion permite evitar nuevos casos de aloinmunizacion.
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Teniendo en cuanta todos estos resultados también hay comentar las limitaciones de disefio que
presenta el test, como son: 1.- La incapacidad de detectar variantes descritas, pero no incluidas
en el test (como los resultados, anteriormente explicados, mostrados en los estudios de Ila
evaluacion del test), pero que puedan afectar a la expresion de los antigenos testados (falsos
positivos). En el caso de pacientes siempre se les administraria sangre D negativa ante
cualquier duda posible, y en el caso de donantes, siempre es mejor clasificar la sangre como
positiva para evitar posibles casos de aloinmunizacion, aunque como hemos visto existen. Y 2.-
la presencia de mutaciones en los primers o en las sondas que afecten a la correcta funcionalidad
del producto (falsos negativos), limitacion que hay que tener en cuenta, pero cuya probabilidad
es baja por ser un test de deteccién multiple y que el comportamiento de todos los probes
(movimiento de clusters) puede ayudar a darnos pistas del funcionamiento del test. Ademas,
recordamos que tenemos la zona llamada de No call (resultado indeterminado) que también nos
sirve a modo informativo de lo que podria estar sucediendo. Aun asi, hay que considerarlo como

una limitacion.

Con estas acotaciones inherentes al propio test se plantea, en aquellos resultados positivos para
el gen RHD, pero no concluyentes por ser variantes no descritas por ID RHD XT, su analisis
mediante NGS. Esta herramienta no es el objetivo de este trabajo, pero si se podria plantear
como una plataforma que ofrecemos como apoyo para resolver aquellas muestras no
concluyentes con el test. Es decir, detectar polimorfismos descritos no incluidos en el test de
genotipado e incluso polimorfismos desconocidos (McBean et al. 2014; Lane et al. 2016; Liu et
al. 2014).

En definitiva, a la vista de los resultados en donde ID RHD XT cumple con todos los criterios de
calidad establecidos y, ademas, los resultados obtenidos en los estudios de verificacion han sido
positivos, por lo que se puede afirmar que el ensayo de genotipado es preciso y fiable. Es un test
con doble utilidad en pacientes como método para predecir los genotipos y fenotipos de alta
prevalencia D negativos, asi como los weak D type 1, 2 y 3y los antigenos HPA-1ay HPA-1b y
en donantes como una potencial herramienta para el screening en pool de muestras D

negativas.

Llegados a este punto podemos recomendar su implementacibn como un ensayo

complementario a la rutina clinica de los bancos de sangre.
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Con este trabajo se evidencia que el genotipado es un proceso muy util en la determinacién del
grupo sanguineo RhD, especialmente en aquellos casos en los que la serologia induce a
resultados falsos negativos, debido a sus limitaciones de especificidad y sensibilidad para

detectar la presencia de antigenos nulos o débiles.

La deteccion de las variantes weak D (tipo 1, 2 y 3) incluidas en el test, permite identificar a estos
individuos a efectos transfusionales como RhD positivos, por lo que concluimos que el test
genético ID RHD XT puede suponer un ahorro del 2.4 al 5% de las unidades de sangre D

negativas, tan valoradas por los bancos de sangre.

Asimismo, la inclusion de variantes del sistema plaquetario HPA-1 ayuda a detectar
simultaneamente un posible riesgo de trombocitopenia neonatal aloinmune (TNAI) por
incompatibilidad en gestantes HPA-1a negativas. Por lo tanto, concluimos que el test ID RHD XT
puede ayudar a evitar la formaciéon de aloanticuerpos contra HPA-1a lo que representa una
mejora apreciable de la calidad de la medicina transfusional.

Con el disefio del test genético basado en la tecnologia “Luminex®” se ha conseguido un analisis
multiple y simultaneo, que permite obtener los genotipos / fenotipos predichos de las muestras
en pocas horas. De igual modo, se ha logrado, que la productividad del test, desde su desarrollo
en el laboratorio hasta su escalado industrial sea reproducible y robusta. Ademas, la sensibilidad
test ha quedado patente tanto en pacientes (muestras individuales) como en el screening de
donantes D negativos (mezcla de muestras) mediante la deteccion de variantes genéticas
asociadas a la ausencia y presencia débil del antigeno D. En conclusion, el ensayo ID RHD XT
es un método preciso y fiable para predecir los genotipos y los fenotipos D negativos de alta
prevalencia, los weak D tipo 1, 2 y 3 y los antigenos plaquetarios HPA-1a y HPA-1b lo que

garantiza su finalidad como test de diagndstico in vitro.
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APENDICE 1. RESUMEN DEL NUMERO TOTAL DE OBSERVACIONES PARA CADA FENOTIPO PREDICHO EN TODAS LAS MUESTRAS Y

REPLICAS DEL ESTUDIO DE ESTABILIDAD REAL.

Number Number | Observed Criteria of Number Observed c:;?:::c:) '
. Time- | Reagent . percent Correct Percent
Antigen oint ot Predicted Phenotype Calls Calls Percent call for PASS/FAIL Calls Correct calls PASS/FAIL
i Performed | Observed Calls percent for
PASS Observed Calls
PASS
D(RH1)| T3 L2 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T3 L2 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T3 L2 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T3 L2 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T3 L2 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T3 L2 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T3 L2 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D(RH1)| T6 L2 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
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Criteria of Number Observed Criteria of
Time- | Reagent LTl L e R=ees ercent Correct Percent correct
Antigen X 9 Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
point lot call for Calls Correct
Performed | Observed Calls percent for
PASS Observed Calls
PASS
D(RH1)| T6 L2 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T6 L2 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T6 L2 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T6 L2 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T6 L2 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T6 L2 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D(RH1)| T9 L2 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T9 L2 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T9 L2 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T9 L2 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
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Criteria of Number Observed G
Time- | Reagent LTl L e R=ees ercent Correct Percent correct
Antigen X 9 Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
point lot call for Calls Correct
Performed | Observed Calls percent for
PASS Observed Calls
PASS
HPA-1a | T9 L2 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T9 L2 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T9 L2 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1) | T10 L2 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T10 L2 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T10 L2 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T10 L2 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T10 L2 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T10 L2 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T10 L2 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
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Number Number | Observed LG LTl L oL LI c::ti:::c: '
Antigen le:t Re?fte"t Predicted Phenotype Calls Calls Percent ’;:Icf:: PASS/FAIL cg;f:t '::Z'r::: calls | PASS/FAIL
P Performed | Observed Calls percent for
PASS Observed Calls
PASS
D (RH1) | T12 L2 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T12 L2 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T12 L2 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T12 L2 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T12 L2 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T12 L2 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T12 L2 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1) | T13 L2 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T13 L2 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T13 L2 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
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Criteria of Number Observed G
Time- | Reagent LTl L e R=ees ercent Correct Percent correct
Antigen X 9 Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
point lot call for Calls Correct
Performed | Observed Calls percent for
PASS Observed Calls
PASS
HPA-1a | T13 L2 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T13 L2 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T13 L2 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T13 L2 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1) | T15 L2 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T15 L2 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T15 L2 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T15 L2 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T15 L2 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T15 L2 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
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Number Number | Observed Criteria of Number Observed c::ti:::c: '
Antigen | Ime- | Reagent Predicted Phenotype Calls Calls Percent | PEreeM | paggpan | Correct Percent calls | PASS/FAIL
point lot call for Calls Correct
Performed | Observed Calls percent for
PASS Observed Calls
PASS
HPA-1b | T15 L2 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1) | T16 L2 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T16 L2 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T16 L2 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T16 L2 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T16 L2 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T16 L2 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T16 L2 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D(RH1)| T3 L3 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T3 L3 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
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Criteria of Number Observed G
Time- | Reagent LTl L e R=ees ercent Correct Percent correct
Antigen X 9 Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
point lot call for Calls Correct
Performed | Observed Calls percent for
PASS Observed Calls
PASS
D(RH1)| T3 L3 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T3 L3 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T3 L3 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T3 L3 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T3 L3 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D(RH1)| T6 L3 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T6 L3 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T6 L3 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T6 L3 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T6 L3 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
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Criteria of Number Observed G
Time- | Reagent LTl L e R=ees ercent Correct Percent correct
Antigen X 9 Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
point lot call for Calls Correct
Performed | Observed Calls percent for
PASS Observed Calls
PASS
HPA-1b | T6 L3 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T6 L3 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D(RH1)| T9 L3 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T9 L3 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T9 L3 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T9 L3 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T9 L3 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T9 L3 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T9 L3 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1) | T10 L3 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
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Criteria of Number Observed G
Time- | Reagent LTl L e R=ees ercent Correct Percent correct
Antigen X 9 Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
point lot call for Calls Correct
Performed | Observed Calls percent for
PASS Observed Calls
PASS
D (RH1) | T10 L3 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T10 L3 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T10 L3 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T10 L3 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T10 L3 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T10 L3 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1) | T12 L3 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T12 L3 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T12 L3 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T12 L3 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS

273




Apéndices

Criteria of Number Observed G
Time- | Reagent LTl L e R=ees ercent Correct Percent correct
Antigen X 9 Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
point lot call for Calls Correct
Performed | Observed Calls percent for
PASS Observed Calls
PASS
HPA-1a | T12 L3 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T12 L3 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T12 L3 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1) | T13 L3 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T13 L3 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T13 L3 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T13 L3 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T13 L3 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T13 L3 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T13 L3 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
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Number Number | Observed LG LTl L oL LI c::ti:::c: '
Antigen le:t Re?fte"t Predicted Phenotype Calls Calls Percent ’;:Icf:: PASS/FAIL cg;f:t '::Z'r::: calls | PASS/FAIL
P Performed | Observed Calls percent for
PASS Observed Calls
PASS
D (RH1) | T15 L3 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T15 L3 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T15 L3 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T15 L3 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T15 L3 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T15 L3 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T15 L3 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1) | T16 L3 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T16 L3 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T16 L3 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
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Number Number | Observed LG LTl L oL LI c::ti:::c: '
Antigen le:t Re?fte"t Predicted Phenotype Calls Calls Percent ’;:Icf:: PASS/FAIL cg;f:t '::Z'r::: calls | PASS/FAIL
P Performed | Observed Calls percent for
PASS Observed Calls
PASS
HPA-1a | T16 L3 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T16 L3 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T16 L3 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T16 L3 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D(RH1)| T3 L5 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T3 L5 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T3 L5 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T3 L5 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T3 L5 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T3 L5 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
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Number Number | Observed Criteria of Number Observed c::ti:::c: '
Antigen | Ime- | Reagent Predicted Phenotype Calls Calls Percent | PEreeM | paggpan | Correct Percent calls | PASS/FAIL
point lot call for Calls Correct
Performed | Observed Calls percent for
PASS Observed Calls
PASS
HPA-1b | T3 L5 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D(RH1)| T6 L5 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T6 L5 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T6 L5 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T6 L5 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T6 L5 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T6 L5 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T6 L5 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D(RH1)| T9 L5 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T9 L5 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
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Criteria of Number Observed G
Time- | Reagent LTl L e R=ees ercent Correct Percent correct
Antigen X 9 Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
point lot call for Calls Correct
Performed | Observed Calls percent for
PASS Observed Calls
PASS
D(RH1)| T9 L5 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T9 L5 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T9 L5 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T9 L5 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T9 L5 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1) | T10 L5 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T10 L5 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T10 L5 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T10 L5 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T10 L5 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
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Criteria of Number Observed G
Time- | Reagent LTl L e R=ees ercent Correct Percent correct
Antigen X 9 Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
point lot call for Calls Correct
Performed | Observed Calls percent for
PASS Observed Calls
PASS
HPA-1b | T10 L5 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T10 L5 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1) | T12 L5 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T12 L5 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T12 L5 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T12 L5 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T12 L5 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T12 L5 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T12 L5 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1) | T13 L5 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
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Criteria of Number Observed G
Time- | Reagent LTl L e R=ees ercent Correct Percent correct
Antigen X 9 Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
point lot call for Calls Correct
Performed | Observed Calls percent for
PASS Observed Calls
PASS
D (RH1) | T13 L5 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T13 L5 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T13 L5 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T13 L5 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T13 L5 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T13 L5 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1) | T15 L5 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T15 L5 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T15 L5 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T15 L5 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
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Criteria of Number Observed G
Time- | Reagent LTl L e R=ees ercent Correct Percent correct
Antigen X 9 Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
point lot call for Calls Correct
Performed | Observed Calls percent for
PASS Observed Calls
PASS
HPA-1a | T15 L5 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T15 L5 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T15 L5 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1) | T16 L5 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T16 L5 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T16 L5 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T16 L5 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T16 L5 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T16 L5 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T16 L5 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS

(*) RHD gene present. D- (RHD*Dllla-CE(3-7)-D or RHD*Pseudogene genotype not detected
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Apéndice 2. Resumen del nimero total de observaciones para cada fenotipo predicho en todas las muestras y réplicas del estudio del vial abierto (“Open vial”).

Criteria Number Observed Criteria of
Time Number Number | Observed of Correct Percent correct
Antigen . Predicted Phenotype Calls Calls Percent percent | PASS/FAIL calls PASS/FAIL
point Calls Correct
Performed | Observed Calls call for Observed Calls percent for
PASS PASS
D (RH1) T6 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) T6 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) T6 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a T6 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a T6 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b T6 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b T6 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1) T9 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) T9 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) T9 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
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Criteria Number Observed Criteria of

Time Number Number | Observed of Correct Percent correct
Antigen oint Predicted Phenotype Calls Calls Percent percent | PASS/FAIL Calls Correct calls PASS/FAIL

P Performed | Observed Calls call for Observed Calls percent for

PASS PASS

HPA-1a T9 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a T9 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b T9 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b T9 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1) | T12 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T12 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T12 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T12 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T12 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T12 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
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Criteria Number Observed Criteria of
Time Number Number | Observed of Correct Percent correct
Antigen oint Predicted Phenotype Calls Calls Percent percent | PASS/FAIL Calls Correct calls PASS/FAIL
pol Performed | Observed Calls call for Observed Calls percent for
PASS PASS
HPA-1b | T12 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1) | T13 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T13 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T13 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T13 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T13 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T13 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T13 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1) | T15 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1) | T15 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
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Criteria Number Observed Criteria of
Time Number Number | Observed of Correct Percent correct
Antigen int Predicted Phenotype Calls Calls Percent percent | PASS/FAIL Calls Correct calls PASS/FAIL
poin Performed | Observed Calls call for Observed Calls percent for
PASS PASS
D (RH1) | T15 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T15 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T15 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T15 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T15 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1) | T16 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T16 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) | T16 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T16 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T16 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
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Criteria Criteria of
Number Observed
Time Number Number | Observed of Correct Percent correct
Antigen X Predicted Phenotype Calls Calls Percent percent | PASS/FAIL calls PASS/FAIL
point Calls Correct
Performed | Observed Calls call for Observed Calls percent for
PASS PASS
HPA-1b | T16 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T16 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS

(*) RHD gene present. D- (RHD*Dllla-CE(3-7)-D or RHD*Pseudogene genotype not detected
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APENDICE 3: RESUMEN DE LOS RESULTADOS PARA CADA FENOTIPO PREDICHO EN TODAS LAS MUESTRAS Y REPLICAS POR NIVEL DE
CONCENTRACION DE ADN Y POR LOTE DE REACTIVO CORRESPONDIENTE AL ESTUDIO DE LIMITE DETECCION INFERIOR

DNA concentration DNA input level Reagent Number Calls Number Correct Calls Observed Percent Correct Criteria of correct calls PASS/FAIL
(ng/pl) (ng) Lot Performed Observed Calls % percent for PASS

20 100 L2 80 80 100 295% PASS
10 50 L2 80 80 100 295% PASS

5 25 L2 80 80 100 295% PASS

2 10 L2 80 80 100 295% PASS

1 5 L2 80 78 98 295% PASS
0.1 0.5 L2 80 35 44 295% FAIL
0.05 0.25 L2 80 23 29 295% FAIL
20 100 L3 80 80 100 295% PASS
10 50 L3 80 80 100 295% PASS

5 25 L3 80 80 100 295% PASS
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2 10 L3 80 80 100 295% PASS
1 5 L3 80 79 99 295% PASS
0.1 0.5 L3 80 35 44 295% FAIL
0.05 0.25 L3 80 16 20 295% FAIL
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APENDICE 4. ANALISI PROBIT DE LOS "CALL RATE".

Ajuste de modelo linear generalizado. Lote Reactivo=Lote 2
Response: Number Correct Calls

Distribution: Binomial

Link: Probit

Estimation Method: Maximum Likelihood

Observations (or Sum Wgts) =7

Grafico de Regresion
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DNA Input Level

Totalidad del test

Model -LogLikelihood L-R DF Prob>ChiSq
ChiSquare

Difference 144.480037 288.9601 1 <.0001*

Full 18.1492448

Reduced 162.629282
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Goodness Of ChiSquare DF Prob>ChiSq

Fit Statistic
Pearson 23.4905 5
Deviance 24.2433 5

AlCc

43.2985

Efecto en el test

Source DF L-R  Prob>ChiSq
ChiSquare
Log(DNA Input Level) 1 288.96007

Parametros estimados

Term Estimate  Std Error

Intercept 0.5100002 0.0999911

Log(DNA Input Level) 0.7792236 0.0780695

L-R
ChiSquare

30.830105

288.96007
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Lower CL  Upper CL

0.321538 0.7168951

0.6396418 0.9485476
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Desviacion resisual

Studentized Deviance Residual
o
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Ajuste de modelo linear generalizado. Lote Reactivo=Lote 3
Response: Number Correct Calls

Distribution: Binomial

Link: Probit

Estimation Method: Maximum Likelihood

Observations (or Sum Wgts) =7

Grafico de Regresion

1,0 ° * ® <
=08
U
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o
S 0,6
@
!
E .
=04
0,2 >
0 20 40 60 80 100
DNA Input Level
Totalidad del test
Model -LogLikelihood L-R DF Prob>ChiSq
ChiSquare
Difference 157.156754 314.3135 1 <.0001*
Full 25.6454856
Reduced 182.80224
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Goodness Of ChiSquare DF Prob>ChiSq

Fit Statistic
Pearson 38.7185 5
Deviance 40.0810 5

AlCc

58.2910

Efecto en el test

Source DF L-R  Prob>ChiSq
ChiSquare
Log(DNA Input Level) 1 314.31351

Parametros estimados

Term Estimate  Std Error

Intercept 0.4569915 0.1029777

Log(DNA Input Level) 0.821117 0.0813526

L-R
ChiSquare

23.334324

314.31351
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Lower CL  Upper CL

0.2636974 0.6715873

0.676245 0.9988249
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Desviacion resisual

Studentized Deviance Residual
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Number Correct Calls Predicted

Preciccion inversa
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APENDICE 5. RESUMEN DE LOS RESULTADOS PARA CADA FENOTIPO PREDICHO EN TODAS LAS MUESTRAS Y REPLICAS POR NIVEL DE
CONCENTRACION DE ADN Y POR LOTE DE REACTIVO CORRESPONDIENTE AL ESTUDIO DE LIMITE DETECCION SUPERIOR

SR Criteria . o g Criteria of
DNA inbut Number Number | Observed of Cl(;:.'ezt" P:::Lvnet correct
Antigen | concentration P Reagent lot Predicted Phenotype Calls Calls Percent | percent | PASS/FAIL calls PASS/FAIL
(ng/pl) level Performed | Observed | Calls % 11 fi Calls Correct t
9K (ng) ’ catl for Oberved | Calls % percen
PASS for PASS
D (RH1) 200 1000 | 3201000003 D- 20 20 100 295% PASS 20 100 299% PASS
D (RH1) 200 1000 | 3201000003 Weak D Type 1 20 20 100 295% PASS 20 100 299% PASS
D (RH1) 200 1000 | 3201000003 | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100 295% PASS 40 100 299% PASS
HPA-1a 200 1000 | 3201000003 + 60 60 100 295% PASS 60 100 299% PASS
HPA-1a 200 1000 | 3201000003 0 20 20 100 295% PASS 20 100 299% PASS
HPA-1b 200 1000 | 3201000003 + 40 40 100 295% PASS 40 100 299% PASS
HPA-1b 200 1000 | 3201000003 0 40 40 100 295% PASS 40 100 299% PASS
D (RH1) 200 1000 | 3201000004 D- 20 20 100 295% PASS 20 100 299% PASS
D (RH1) 200 1000 | 3201000004 Weak D Type 1 20 20 100 295% PASS 20 100 299% PASS
D (RH1) 200 1000 | 3201000004 | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100 295% PASS 40 100 299% PASS
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HPA-1a 200 1000 | 3201000004 + 60 60 100 295% PASS 60 100 299% PASS
HPA-1a 200 1000 | 3201000004 0 20 20 100 295% PASS 20 100 299% PASS
HPA-1b 200 1000 | 3201000004 + 40 40 100 295% PASS 40 100 299% PASS
HPA-1b 200 1000 | 3201000004 0 40 40 100 295% PASS 40 100 299% PASS

(*) RHD gene present. D- (RHD*Dllla-CE(3-7)-D or RHD*Pseudogene genotype not detected
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APENDICE 6. RESUMEN DE LOS RESULTADOS PARA CADA FENOTIPO PREDICHO EN TODAS LAS MUESTRAS Y REPLICAS ANALIZADAS EN EL
ESTUDIO DE VERIFICACION DE TERMOCICLADORES

Criteria of Number Observed e
Number Number Observed ercent Correct Percent correct
Antigen | Thermocycler Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
9 y yp call for Calls Correct
9 t f
Performed | Observed Calls % PASS Oberved Calls % percent for
PASS
D (RH1) | ALUMINUM D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
D (RH1) | ALUMINUM Weak D Type 1 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
D (RH1) | ALUMINUM | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
HPA-1a | ALUMINUM + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1a | ALUMINUM 0 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1b | ALUMINUM + 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
HPA-1b | ALUMINUM 0 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
D (RH1) GOLD D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
D (RH1) GOLD Weak D Type 1 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
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D (RH1) GOLD Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
HPA-1a GOLD + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1a GOLD 0 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1b GOLD + 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
HPA-1b GOLD 0 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
D (RH1) VERITI D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
D (RH1) VERITI Weak D Type 1 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
D (RH1) VERITI Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
HPA-1a VERITI + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1a VERITI 0 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1b VERITI + 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
HPA-1b VERITI 0 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
D (RH1) | VERITI9700 D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
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D (RH1) | VERITI9700 Weak D Type 1 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
D (RH1) | VERITI9700 | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
HPA-1a | VERITI9700 + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1a | VERITI9700 0 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1b | VERITI9700 + 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
HPA-1b | VERITI9700 0 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
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APENDICE 7. RESUMEN DE LOS RESULTADOS PARA CADA FENOTIPO PREDICHO EN TODAS LAS MUESTRAS, CONDICIONES (CON Y SIN

INTERFERENTES) Y REPLICAS ANALIZADAS EN EL ESTUDIO DE SUSTANCIAS INTERFERENTES

Criteria of . o g Criteria of
Number Number Observed R Cl(;:.'ezt" P:rig:t correct
Antigen Interferent Key Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
Performed | Observed Calls % cellhiey Calls Correct ercent for
PASS Oberved Calls % P
PASS
D (RH1) Bilirubin B | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
D (RH1) Bilirubin B D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1a Bilirubin B + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1b Bilirubin B 0 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
D (RH1) 0.1 N NaOH BS | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
D (RH1) 0.1 N NaOH BS D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1a 0.1 N NaOH BS + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1b 0.1 N NaOH BS 0 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
D (RH1) Hemoglobin H | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
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- Criteria of
Criteria of Number Observed
Number Number Observed J— Correct Percent correct
Antigen Interferent Key Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
Performed | Observed Calls % el Calls Correct ercent for
PASS Oberved Calls % P
PASS

D (RH1) Hemoglobin H D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1a Hemoglobin H + 9 8 89 295% FAIL 8 100 299% PASS
HPA-1b Hemoglobin H 0 9 8 89 295% FAIL 8 100 299% PASS
D (RH1) Triglyceride T | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
D (RH1) Triglyceride T D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1a Triglyceride T + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1b Triglyceride T 0 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
D (RH1) Albumin A | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
D (RH1) Albumin A D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1a Albumin A + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
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- Criteria of
Criteria of Number Observed
Number Number Observed J— Correct Percent correct
Antigen Interferent Key Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
Performed | Observed Calls % el Calls Correct ercent for
PASS Oberved Calls % P
PASS

HPA-1b Albumin A 0 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
D (RH1) Aspirin AS | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
D (RH1) Aspirin AS D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1a Aspirin AS + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1b Aspirin AS 0 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
D (RH1) | Ethanol 100% E | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
D (RH1) | Ethanol 100% E D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1a Ethanol 100% E + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1b Ethanol 100% E 0 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
D (RH1) Ibuprofen | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
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- Criteria of
Criteria of Number Observed
Number Number Observed J— Correct Percent correct
Antigen Interferent Key Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
Performed | Observed Calls % el Calls Correct ercent for
PASS Oberved Calls % P
PASS

D (RH1) Ibuprofen | D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1a Ibuprofen | + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1b Ibuprofen | 0 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
D (RH1) Ethanol 96% DNA | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
D (RH1) Ethanol 96% DNA D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1a Ethanol 96% DNA + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1b Ethanol 96% DNA 0 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
D (RH1) Ampicillin AM | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
D (RH1) Ampicillin AM D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1a Ampicillin AM + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
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- Criteria of
Criteria of Number Observed
Number Number Observed J— Correct Percent correct
Antigen Interferent Key Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
Performed | Observed Calls % el Calls Correct ercent for
PASS Oberved Calls % P
PASS

HPA-1b Ampicillin AM 0 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
D (RH1) | Acetaminophen AC | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
D (RH1) | Acetaminophen | AC D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1a | Acetaminophen AC + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1b | Acetaminophen | AC 0 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
D (RH1) Heparin HP | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
D (RH1) Heparin HP D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1a Heparin HP + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1b Heparin HP 0 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
D (RH1) Warfarin W | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
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- Criteria of
Criteria of Number Observed
Number Number Observed J— Correct Percent correct
Antigen Interferent Key Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
Performed | Observed Calls % el Calls Correct ercent for
PASS Oberved Calls % P
PASS

D (RH1) Warfarin w D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1a Warfarin W + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1b Warfarin w 0 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
D (RH1) | Diphenhydramine | DH | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
D (RH1) | Diphenhydramine | DH D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1a | Diphenhydramine | DH + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1b | Diphenhydramine | DH 0 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
D (RH1) Atorvastatin AT | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
D (RH1) Atorvastatin AT D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1a Atorvastatin AT + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
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- Criteria of
Criteria of Number Observed
Number Number Observed J— Correct Percent correct
Antigen Interferent Key Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
Performed | Observed Calls % el Calls Correct ercent for
PASS Oberved Calls % P
PASS

HPA-1b Atorvastatin AT 0 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
D (RH1) DMSO 0.2% D | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
D (RH1) DMSO 0.2% D D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1a DMSO 0.2% D + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1b DMSO 0.2% D 0 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
D (RH1) Unspiked L4 U_L4 | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
D (RH1) Unspiked L4 u_L4 D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1a Unspiked L4 u_L4 + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1b Unspiked L4 u_L4 0 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
D (RH1) Unspiked L5 U_L5 | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
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L Criteria of
Criteria of Number Observed
Number Number Observed J— Correct Percent correct

Antigen Interferent Key Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL

Performed | Observed Calls % it Calls Correct ercent for

PASS Oberved Calls % P
PASS

D (RH1) Unspiked L5 U L5 D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1a Unspiked L5 U L5 + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1b Unspiked L5 U L5 0 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
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APENDICE 8. RESUMEN DE LOS RESULTADOS PARA CADA FENOTIPO PREDICHO EN TODAS LAS MUESTRAS ANALIZADAS EN EL ESTUDIO
DE PRECISION INTERMEDIA

. Criteria of
Number Number | Observed c":‘::;?f 'ézr:_:: Oplzecrev':d correct
Antigen Predicted Phenotype Calls Calls Percent i PASS/FAIL calls PASS/FAIL
call for Calls Correct
Performed | Observed Calls percent for
PASS Oberved Calls PASS
D (RH1) D- 108 108 100 295% PASS 108 100 299% PASS
D (RH1) Weak D Type 1 108 108 100 295% PASS 108 100 299% PASS
D (RH1) | Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 216 216 100 295% PASS 216 100 299% PASS
HPA-1a + 324 324 100 295% PASS 324 100 299% PASS
HPA-1a 0 108 108 100 295% PASS 108 100 299% PASS
HPA-1b + 216 216 100 295% PASS 216 100 299% PASS
HPA-1b 0 216 216 100 295% PASS 216 100 299% PASS

(*) RHD gene present. D- (RHD*Dllla-CE(3-7)-D or RHD*Pseudogene genotype not det
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APENDICE 9. ANALISIS DE RESULTADOS DE COMPONENTES DE VARIANZA
CORRESPONDINTES AL ESTUDIO PRECISION INTERMEDIA

Response RatioA/P Probe Set=13. A/P=A

REML Componentes de la varianza estimados

Random Effect

Operator

Instrument

Day[Operator.Instrument]

Reagent Lot

Residual

Total

-2 LogLikelihood =

Var Ratio

0.1412215

1.0408331

0.6135414

0.5624131

-520.98116

Var
Component

4.6041e-5

0.0003393

0.0002

0.0001834

0.000326

0.0010948

Response RatioA/P Probe Set=13. A/P=P

REML Componentes de la varianza estimados

Random Effect

Operator

Instrument

Day[Operator.Instrument]

Reagent Lot

Var Ratio

0.1104805

1.4527117

0.3652743

Var
Component

0.0020074

0.026395

0.0066368
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Pct of Total

4.206

30.996

18.271

16.748

29.780

100.000

Pct of Total

0.000

3.773

49.607

12.473

CvV

5.9690545

16.204875

12.441624

11.91195

15.883826

29.106908

CvV

2.9675518

10.760817

5.395915



Random Effect Var Ratio Var

Component
Residual 0.0181695
Total 0.0532087
-2 LogLikelihood = -323.7743732

Response RatioA/P Probe Set=56. A/P=A

REML Componentes de la varianza estimados

Random Effect Var Ratio Var

Component
Operator 0.397614 0.0004212
Instrument 1.6591588 0.0017576

Day[Operator.Instrument] 0.9160153 0.0009704

Reagent Lot 1.3899655 0.0014724
Residual 0.0010593
Total 0.0056809
-2 LogLikelihood = -388.7732101

Response RatioA/P Probe Set=56. A/P=P

REML Componentes de la varianza estimados

Random Effect Var Ratio Var
Component
Operator 0.0068093 0.0015351
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Pct of Total

34.148

100.000

Pct of Total

7.414

30.939

17.081

25.919

18.647

100.000

Pct of Total

0.509

CvV

8.9280279

15.278322

CvV

7.283456

14.878209

11.054982

13.617854

11.550657

26.748571

CvV

1.0598957
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Random Effect

Instrument

Day[Operator.Instrument]

Reagent Lot

Residual

Total

-2 LogLikelihood =

Var Ratio

0.0351014

0.1422659

0.1531661

465.27916609

Var
Component

0.0079132

0.032072

0.0345293

0.2254369

0.3014864

Response RatioA/P Probe Set=58. A/P=A

REML Componentes de la varianza estimados

Random Effect

Operator

Instrument

Day[Operator.Instrument]

Reagent Lot

Residual

Total

-2 LogLikelihood =

Var Ratio

0.397614

1.6591588

0.9160153

1.3899655

-388.7732101

Var
Component

0.0004212

0.0017576

0.0009704

0.0014724

0.0010593

0.0056809
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Pct of Total

2.625

10.638

11.453

74.775

100.000

Pct of Total

7.414

30.939

17.081

25.919

18.647

100.000

CvV

2.4064431

4.844662

5.0268321

12.844378

14.853692

CvV

7.283456

14.878209

11.054982

13.617854

11.550657

26.748571
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Response RatioA/P Probe Set=58. A/P=P

REML Componentes de la varianza estimados

Random Effect Var Ratio Var Pctof Total Ccv
Component

Operator 0.0068093 0.0015351 0.509 1.0598957
Instrument 0.0351014 0.0079132 2.625 2.4064431
Day[Operator.Instrument] 0.1422659 0.032072 10.638  4.844662
Reagent Lot 0.1531661 0.0345293 11.453 5.0268321
Residual 0.2254369 74.775 12.844378
Total 0.3014864 100.000 14.853692
-2 LogLikelihood = 465.27916609

Response RatioA/P Probe Set=80. A/P=A

REML Componentes de la varianza estimados

Random Effect Var Ratio Var Pctof Total Ccv
Component
Operator 0.0052101 2.1367e-6 0.165 1.1861796
Instrument 0.5748134 0.0002357 18.224  12.45923
Day[Operator.Instrument] 0.6406779 0.0002627 20.313 13.15369
Reagent Lot 0.9333957 0.0003828 29.593 15.876714
Residual 0.0004101 31.705 16.433412
Total 0.0012935 100.000 29.185374
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-2 LogLikelihood = -496.3112177

Response RatioA/P Probe Set=80. A/P=P

REML Componentes de la varianza estimados

Random Effect Var Ratio Var Pctof Total Ccv
Component

Operator 0.1230183 0.0008155 6.830 2.1539861
Instrument 0.1140129 0.0007558 6.330 2.0736482
Day[Operator.Instrument] 0.2626018 0.0017408 14.579 3.1470738
Reagent Lot 0.3016303 0.0019995 16.745 3.3728386
Residual 0.0066291 55.517 6.1412681
Total 0.0119407 100.000 8.2422667
-2 LogLikelihood = -665.4239215

Response RatioA/P Probe Set=193. A/P=A

REML Componentes de la varianza estimados

Random Effect Var Ratio Var Pctof Total Ccv
Component
Operator 0 0 0.000 0
Instrument 0.1679813 0.0002475 11.775 15.218123
Day[Operator.Instrument] 0.1633887 0.0002408 11.453 15.008651
Reagent Lot 0.0952356 0.0001403 6.676  11.45857
Residual 0.0014736 70.096 37.130488
Total 0.0021023 100.000 44.348877
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-2 LogLikelihood =

-1158.363594

Response RatioA/P Probe Set=193. A/P=P

REML Componentes de la varianza estimados

Random Effect

Operator

Instrument

Day[Operator.Instrument]

Reagent Lot

Residual

Total

-2 LogLikelihood =

Var Ratio

1.7398775

2.849936

0.6523398

36.168119023

Var
Component

0.0906121

0.1484235

0.0339736

0.0520796

0.3250888

Response Ratio Probe Set=13. Cluster=3

REML Componentes de la varianza estimados

Random Effect

Operator

Instrument

Day[Operator.Instrument]

Reagent Lot

Var Ratio

0.155801

0.3654813

0.3206467

0.1222568

Var
Component

6.9141e-6

1.6219e-5

1.423e-5

5.4255e-6

314

Pct of Total

27.873

0.000

45.656

10.451

16.020

100.000

Pct of Total

7.932

18.607

16.325

6.224

CvV

6.0477293

7.740171

3.7031383

4.5849331

11.455135

CvV

0.2718949

0.4164362

0.3900581

0.2408531
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Random Effect Var Ratio Var

Component
Residual 4.4378e-5
Total 8.7167e-5
-2 LogLikelihood = -2281.479365

Response Ratio Probe Set=56. Cluster=2

REML Componentes de la varianza estimados

Random Effect Var Ratio Var

Component
Operator 0 0
Instrument 0.1317762 6.1834e-6

Day[Operator.Instrument] 0.0162543 7.6271e-7

Reagent Lot 7.294502 0.0003423
Residual 4.6924e-5
Total 0.0003962
-2 LogLikelihood = -743.5313686

Response Ratio Probe Set=56. Cluster=3

REML Componentes de la varianza estimados

Random Effect Var Ratio Var
Component
Operator 0.036221 8.2358e-6
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Pct of Total

50.912

100.000

Pct of Total

0.000

1.561

0.193

86.402

11.845

100.000

Pct of Total

2.502

CvV

0.6888361

0.9653997

CvV

0.5136913

0.1804128

3.8219191

1.4150887

41116869

CvV

0.3039493
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Random Effect

Instrument

Day[Operator.Instrument]

Reagent Lot

Residual

Total

-2 LogLikelihood =

Var Ratio

0.1286191

0.0249695

0.2578283

-1174.440876

Var
Component

2.9245e-5

5.6775e-6

5.8624e-5

0.0002274

0.0003292

Response Ratio Probe Set=58. Cluster=1

REML Componentes de la varianza estimados

Random Effect

Operator

Instrument

Day[Operator.Instrument]

Reagent Lot

Residual

Total

-2 LogLikelihood =

Var Ratio

0.876927

3.1944741

-730.1498602

Var
Component

3.9065e-5

0.0001423

4.4547e-5

0.0002259
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Pct of Total

8.885

1.725

17.810

69.078

100.000

Pct of Total

0.000

0.000

17.292

62.990

19.718

100.000

CvV

0.5727617

0.2523631

0.8109358

1.5970597

1.9215475

CvV

6.0119133

11.474418

6.4199404

14.457559
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Response Ratio Probe Set=58. Cluster=3

REML Componentes de la varianza estimados

Random Effect Var Ratio Var Pctof Total Ccv
Component

Operator 0 0 0.000 0
Instrument 0.0574692 1.424e-5 4.864 0.4036517
Day[Operator.Instrument] 0 0 0.000 0
Reagent Lot 0.1241317 3.0758e-5 10.505 0.5932404
Residual 0.0002478 84.631 1.6837955
Total 0.0002928 100.000 1.8303104
-2 LogLikelihood = -1163.072846

Response Ratio Probe Set=80. Cluster=3

REML Componentes de la varianza estimados

Random Effect Var Ratio Var Pctof Total Ccv
Component
Operator 0 0 0.000 0
Instrument 0.3651793 2.0277e-5 19.331 0.4677268
Day[Operator.Instrument] 0.4027596 2.2363e-5 21.320 0.4912042
Reagent Lot 0.121147 6.7267e-6 6.413 0.2693987
Residual 5.5525e-5 52.936 0.7739968
Total 0.0001049 100.000 1.0638123
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-2 LogLikelihood = -2208.281805

Response Ratio Probe Set=117. Cluster=1

REML Componentes de la varianza estimados

Random Effect Var Ratio Var Pctof Total Ccv
Component

Operator 0 0 0.000 0
Instrument 0.5912908 4.0174e-5 22.464 12.597239
Day[Operator.Instrument] 0.123483 8.3897e-6 4.691 5.7567641
Reagent Lot 0.9173906 6.233e-5 34.853 15.691048
Residual 6.7942e-5 37.992 16.382297
Total 0.0001788 100.000 26.578551
-2 LogLikelihood = -700.4992015

Response Ratio Probe Set=117. Cluster=2

REML Componentes de la varianza estimados

Random Effect Var Ratio Var Pctof Total Ccv
Component

Operator 0 0 0.000 0

Instrument 0 0 0.000 0

Day[Operator.Instrument] 0.7864755 0.0001585 8.163 2.5800612

Reagent Lot 7.8477975 0.0015813 81.457 8.1500694

Residual 0.0002015 10.380 2.9092927
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Random Effect

Total

-2 LogLikelihood =

Var Ratio

-567.931847

Var
Component

0.0019413

Response Ratio Probe Set=117. Cluster=3

REML Componentes de la varianza estimados

Random Effect

Operator

Instrument

Day[Operator.Instrument]

Reagent Lot

Residual

Total

-2 LogLikelihood =

Var Ratio

0.0563841

0.0159645

0.211176

-1074.121195

Var
Component

2.0787e-5

5.8855e-6

7.7852e-5

0.0003687

0.0004732

319

Pct of Total

100.000

Pct of Total

0.000

4.393

1.244

16.453

77.910

100.000

Apéndices

CvV

9.03019

CvV

0.4877483
0.2595341

0.94393
2.0540807

2.3271243
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APENDICE 10. RESUMEN DE LOS RESULTADOS PARA CADA FENOTIPO PREDICHO EN TODAS LAS MUESTRAS ANALIZADAS EN EL ESTUDIO
DE TOLERANCIA A LA VARIABILIDAD EN EL PROTOCOLO (“GUARD BANDING”).

Criteria of Number Observed I
Number Number Observed ercent Correct Percent correct
Antigen Condition Predicted Phenotype Calls Calls Percent P PASS/FAIL calls PASS/FAIL
Performed Observed Calls % call for Calls Correct percent for
PASS Oberved Calls %
PASS
D (RH1) LOWER D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
D (RH1) LOWER Weak D Type 1 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
D (RH1) LOWER Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
HPA-1a LOWER + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1a LOWER 0 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1b LOWER + 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
HPA-1b LOWER 0 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
D (RH1) UPPER D- 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
D (RH1) UPPER Weak D Type 1 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
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D (RH1) UPPER Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
HPA-1a UPPER + 9 9 100 295% PASS 9 100 299% PASS
HPA-1a UPPER 0 3 3 100 295% PASS 3 100 299% PASS
HPA-1b UPPER + 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS
HPA-1b UPPER 0 6 6 100 295% PASS 6 100 299% PASS

(*) RHD gene present. D- (RHD*Dllla-CE(3-7)-D or RHD*Pseudogene genotype not detected
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APENDICE 11. CONDICIONES TESTADAS EN EL PASO DE AMPLIFICACION DEL ADN
(ESTUDIO DE TOLERANCIA A LA VARIABILIDAD EN EL PROTOCOLO (GUARD

BANDING)”
Key | T
Process Process Step Method ey Input ested Guard
Parameter Band Range
MNII)I(\APCR Master Mix Vortex at full speed Time 3-5 sec
Prepare (MM)
PCR Master
Mix Spin down PCR MM Pulse centrifugation at .
. Time 3-5 sec
tubes min speed (400 g)
Mix DNA polymerase Vortex at full speed Time 3-5 sec
Prepare
DNA
Polymerase | Spin down DNA Pulse centrifugation at Time 3-5 sec
polymerase tubes min speed (400 g)
Mix PCR reaction mix Vortex at full speed Time 3-5 sec
Prepare Spin down PCR reaction | Pulse centrifugation at .
PCR . . Time 3-5 sec
. mix tubes min speed (400g)
reaction
mix
PCR reaction mix, -
enzyme (Tag) volume Manual pipetting Volume 0.375-0.625 pl
DNA Mix DNA samples Vortex at full speed Time 3-5 sec
control and
test Spin down DNA samples | Pulse centrifugation at Time 3-5 sec
samples tubes min speed (400 g)
Prepare Dispense of PCR Immediate
ch plate reaction mix and addition | Manual pipetting Time dispensing - 60
of DNA samples min
Spin down PCR reaction | Pulse centrifugation at Time 3-5 sec
plate min speed (400 g)
PCR
reaction )
Storage at 4°C Immediate use
Time and 96h
PCR product stability
temperature
Storage at -20°C 5 weeks
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Key I T
Process Process Step Method ey Input (L (e
Parameter Band Range
Polimerase Activation PCR amplification Temperature 94-96°C
program
Polimerase Activation PCR amplification Time 13-17 min
program
PCR cycles PCR amplification Cycles 35-45
program
Denaturation PCR ampilification Temperature 94-96°C
temperature program
Denaturation time PCR amplification Time 26-34 seconds
program
Annealing temperature PCR amplification Temperature 59-61°C
program
L PCR amplification . 26-34 seconds
Annealing time Time
program
Extension temperature PCR amplification Temperature 71-73°C
program
L PCR amplification . 70-90 seconds
Extension time Time
program
Final Extension PCR ampilification Temperature 71-73°C
temperature program
Final Extension time PCR amplification Time 6-8 min

program
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APENDICE 12. CONDICIONES TESTADAS EN EL PASO DE HIBRIDACION DEL
PRODUCTO AMPLIFICADO (ESTUDIO DE TOLERANCIA A LA VARIABILIDAD EN EL
PROTOCOLO (GUARD BANDING)”

Key |
Process Process Step Method ey Input Test Cases
Parameter
Mix Bead MM Vortex at full speed Time 10-15 sec
Pulse
ind PCR .
Sggugwlr;tec centrifugation at Time 3-5 sec
P P min speed (400 g)
:r?:ia(;iiation Dispense Beads MM Immediate
y and addition of PCR Manual pipetting Time dispensing-
plate .
product 30 min
Dispense Beads MM Manual pipetting Volume 34.5-57.5 pl
Addition of PCR N
product Manual pipetting Volume 3-5 pl
Denaturation reaction Dena.turatlorf Time 1-3 min
reaction: 2min
Denaturation reaction Denaturation Temperature | 94-96°C
reaction: 95°C P
Hybrldlz.atlon Run hybrldlzatlon Incubation at 52°C Time 25.35 min
reaction reaction on thermal cycler
1di H H 0,
Run hybrldlzatlon Incubation at 52°C Temperature | 51-53°C
reaction on thermal cycler
H 0,
Hold Incubation at 52°C Temperature | 51-53°C
on thermal cycler
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APENDICE 13. CONDICIONES TESTADAS EN EL PASO DE MARCAJE (ESTUDIO DE
TOLERANCIA A LA VARIABILIDAD EN EL PROTOCOLO (GUARD BANDING)”

Process Process Step Method SO LES
Parameter Cases
N.“X .SAPE and SAPE Vortex at full speed Time 3-5 sec
dilution Buffer
Prepare
SAPE
. Pulse centrifugation .
Spin down SAPE at min speed (400 g) Time 3-5 sec
Prepare the Labeling N 2.25-3.75
Mix, volume of SAPE Manual pipetting Volume ul
Mix Labeling Mix Vortex at full speed Time 3-5 sec
Prepare
labeling Kee : . .
p Labeling Mix until o . ) .
plate dispensing Storing in the dark Time 30-35 min
Immediate
Dispense Labeling mix | Manual pipetting Time dispensing
-5min
H 0,
Run labeling reaction Incubation at 52°C Time 8-12 min
on thermal cycler
Labeling
reaction
H 0,
Run labeling reaction Incubation at 52°C Temperature | 51-53°C
on thermal cycler
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APENDICE 14. CONDICIONES TESTADAS EN EL PASO DE ADQUISICION DE DATOS
CON LUMINEX (ESTUDIO DE TOLERANCIA A LA VARIABILIDAD EN EL PROTOCOLO
(GUARD BANDING)”

Key |
Process Process Step Method ey Input Test Cases
Parameter
Maximum transferring . Immediate
. . Incubation at room . .
time from labeling to temperature Time transferring-
Data Luminex instrument P 10 min
acquisition
on
Luminex TemPgr?ture of data Incubation at 52°C on
acquisition on . Temperature | 51-53°C
. Luminex
Luminex
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APENDICE 15. RESUMEN DE LOS RESULTADOS PARA CADA FENOTIPO PREDICHO EN TODAS LAS MUESTRAS ANALIZADAS EN EL ESTUDIO
DE ESTABILIDAD A TEMPERATURAS EXTREMAS “ESTRES”

. Criteria of Observed Criteria of correct
Antigen T|rr_1e- Strejs_s Predicted Phenotype L TURE A L L T LG i percent call for | PASS/FAIL D Percent Correct | calls percentfor | PASS/FAIL
point condition Performed Observed Percent Calls Calls Observed
PASS Calls PASS
D (RH1) T9 SC1 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) T9 SC1 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) T9 SC1 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a T9 SC1 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a T9 SC1 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b T9 SC1 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b T9 SC1 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1) T9 SC2 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) T9 SC2 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1) T9 SC2 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a T9 SC2 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
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Antigen I":I':t c:r:::zn Predicted Phenotype N:L":::::;'s N%’:Z:\Zﬂ's P:::::t"':;ls pefc:mlﬁffor PASS/FAIL ':;;’I'I':gbzz:;:t Perf:)::: :’:v::'ect ?:Z:EI:;:::::E? PASS/FAIL
PASS Calls PASS
HPA1a | T9 sc2 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPAb | T9 sc2 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPAb | T9 sc2 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1)| T12 sc1 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1)| T12 sC1 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1)| T12 sC1 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T12 sc1 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T12 sc1 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T12 sc1 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T12 sc1 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1)| T12 sc2 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1)| T12 sc2 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
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Antigen I":I':t c:r:::zn Predicted Phenotype N:L":::::;'s N%’:Z:\Zﬂ's P:::::t"':;ls pefc:mlﬁffor PASS/FAIL ':;;’I'I':gbzz:;:t Perf:)::: :’:v::'ect ?:Z:EI:;:::::E? PASS/FAIL
PASS Calls PASS
D (RH1)| T12 sc2 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T12 sc2 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T12 sc2 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T12 sc2 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T12 sc2 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D (RH1)| T13 sc1 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1)| T13 sC1 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1)| T13 sC1 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T13 sc1 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T13 sc1 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T13 sc1 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T13 sc1 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
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Antigen I":I':t c:r:::zn Predicted Phenotype N:L":::::;'s N%’:Z:\Zﬂ's P:::::t"':;ls pefc:mlﬁffor PASS/FAIL ':;;’I'I':gbzz:;:t Perf:)::: :’:v::'ect ?:Z:EI:;:::::E? PASS/FAIL
PASS Calls PASS
D (RH1)| T13 sc2 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1)| T13 sc2 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D (RH1)| T13 sc2 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T13 sc2 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T13 sc2 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T13 sc2 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T13 sc2 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D(RH1)| T15 sc1 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T15 sC1 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T15 sC1 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T15 sc1 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T15 sc1 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
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Antigen I":I':t c:r:::zn Predicted Phenotype N:L":::::;'s N%’:Z:\Zﬂ's P:::::t"':;ls pefc:mlﬁffor PASS/FAIL ':;;’I'I':gbzz:;:t Perf:)::: :’:v::'ect ?:Z:EI:;:::::E? PASS/FAIL
PASS Calls PASS
HPA-1b | T15 sc1 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T15 sc1 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D(RH1)| T15 sc2 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T15 sc2 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T15 sc2 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T15 sc2 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T15 sc2 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T15 sc2 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T15 sc2 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D(RH1)| T16 sc1 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T16 sC1 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T16 sC1 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
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Antigen I"O"I':t c:r:::zn Predicted Phenotype N:L":::::;'s N%’:Z:\Zﬂ's P:::::t"':;ls pefc:miﬁffor PASS/FAIL ':;;’I'I':gbzz:;:t Perf:)::: ::v::ect ?:Z:EI:eT:::::;i‘;t PASS/FAIL
PASS Calls PASS
HPA-1a | T16 sc1 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T16 sc1 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T16 sc1 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T16 sc1 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
D(RH1)| T16 sc2 D- 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T16 sc2 Weak D Type 1 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
D(RH1)| T16 sc2 Weak D Types 1. 2 or 3 not detected (*) 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1a | T16 sc2 + 60 60 100% 295% PASS 60 100% 299% PASS
HPA-1a | T16 sc2 0 20 20 100% 295% PASS 20 100% 299% PASS
HPA-1b | T16 sc2 + 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS
HPA-1b | T16 sc2 0 40 40 100% 295% PASS 40 100% 299% PASS

(*) RHD gene present. D- (RHD*Dllla-CE(3-7)-D or RHD*Pseudogene genotype not detected
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APENDICE 16. RESUMEN DE LOS RESULTADOS PARA CADA FENOTIPO PREDICHO EN TODAS LAS MUESTRAS ANALIZADAS EN EL ESTUDIO
DE REPRODUCIBILIDAD

Number Calls Number Observed Criteria of Number Observed cg:::ecrtlac:lzs
Antigen | Site Run_Day Performed Calls Percent percent call | PASS/FAIL | Correct Calls Percent ercent for PASS/FAIL
Observed Calls for PASS Observed Correct Calls P PASS
D (RH1) 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1a Run 1 Day 1 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1b 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
D (RH1) 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1a Run 2 Day 8 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
S1
HPA-1b 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
D (RH1) 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1a Run 3 Day 10 & Run 7 Day 24 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1b 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
D (RH1) Run 4 Day 15 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
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Number Calls Number Observed Criteria of Number Observed cg:::ecrtlac;:s
Antigen | Site Run_Day Performed Calls Percent percent call | PASS/FAIL | Correct Calls Percent ercent for PASS/FAIL
Observed Calls for PASS Observed Correct Calls P PASS
HPA-1a 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1b 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
D (RH1) 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1a Run 6 Day 22 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1b 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
D (RH1) 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1a Run 8 Day 30 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1b 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
D (RH1) 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1a | S2 Run 1 Day 1 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1b 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
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Number Calls Number Observed Criteria of Number Observed cg:::ecrtlac;:s
Antigen | Site Run_Day Performed Calls Percent percent call | PASS/FAIL | Correct Calls Percent ercent for PASS/FAIL
Observed Calls for PASS Observed Correct Calls P PASS
D (RH1) 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1a Run 2 Day 7 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1b 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
D (RH1) 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1a Run 3 Day 9 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1b 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
D (RH1) 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1a Run 4 Day 15 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1b 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
D (RH1) 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
Run 5 Day 17
HPA-1a 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
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Number Calls Number Observed Criteria of Number Observed cg:::ecrtlac;:s
Antigen | Site Run_Day Performed Calls Percent percent call | PASS/FAIL | Correct Calls Percent ercent for PASS/FAIL
Observed Calls for PASS Observed Correct Calls P PASS
HPA-1b 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
D (RH1) 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1a Run 6 Day 21 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1b 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
D (RH1) 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1a Run 1 Day 1 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1b 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
D (RH1) | S3 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1a Run 2 Day 6 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1b 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
D (RH1) Run 3 Day 13 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
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Number Calls Number Observed Criteria of Number Observed cg:::ecrtlac;:s
Antigen | Site Run_Day Performed Calls Percent percent call | PASS/FAIL | Correct Calls Percent ercent for PASS/FAIL
Observed Calls for PASS Observed Correct Calls P PASS
HPA-1a 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1b 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
D (RH1) 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1a Run 4 REP Day 17 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1b 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
D (RH1) 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1a Run 5 Day 20 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1b 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
D (RH1) 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1a Run 6 Day 23 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
HPA-1b 16 16 100 295% PASS 16 100 299% PASS
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APENDICE 17. RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDOS CON EL TEST ID RHD XT VERSUS LOS RESULTADOS DE SEROLOGIA EN EL ESTUDIO
EVALUACION DEL TEST A PARTIR DE MUESTRAS INDIVIDUALES.

Concordance
Blood Sample - Serology Serology | Predicted Phenotype | Concordance Stock Bi-directional with
Center type Blinding Code RHD Serology D DU Result with Serology | repetition Seq Result Bi-directional
Seq
CVTTH Donor TDRHDPE010891 - - - D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010820 + + Weak D Type 3 Discrepant Weak D Type 3 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010314 - - - D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010630 - - - D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010650 + + Weak D Types 1.20r | o rdant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010319 + + Weak D Types 1.20r | o rdant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEQ010432 - - - D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010331 + + Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010734 - - - D- Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010727 3 not detected (9) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010368 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010875 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010133 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010988 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010938 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010877 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010860 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010099 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010092 D- Concordant
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CVTTH Donor TDRHDPE010345 3 not detected (9) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010651 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010349 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010270 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010788 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010131 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010253 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010721 Weak D Types 1.20r | (o o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010713 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010394 Weak D Types 1.20r | (o dant

3 not detected (9)
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CVTTH Donor TDRHDPEO010475 3 not detected (9) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010470 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010193 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH WeakD TDRHDPEO10051 Weak D Type 3 Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPEO010679 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPEO010541 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010251 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010391 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010996 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH WeakD TDRHDPE010054 Weak D Type 1 Concordant

341



No amplification

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010872 variant detected (9) Concordant
Weak D Types 1.

CVTTH WeakD TDRHDPE010687 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant

3 not detected (9)

detected (*)

CVTTH Donor TDRHDPE010359 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)

Weak D Types 1.

CVTTH WeakD TDRHDPE010482 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant

3 not detected (9) .

detected (*)

CVTTH Donor TDRHDPEO010266 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010340 Weak D Types 1.20r | (- dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010157 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010889 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010591 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010589 D- Concordant
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CVTTH Donor TDRHDPEO010968 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010310 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010035 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010016 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010642 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010493 No amplification Concordant
variant detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010520 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010593 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010220 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPEO010937 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant

3 not detected (9)

detected (*)
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CVTTH Donor TDRHDPE010423 3 not detected (9) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010984 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010228 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010901 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010004 Weak D Type 2 Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010833 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010401 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPEO010720 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH WeakD TDRHDPE010550 Weak D Type 2 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010653 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010772 Weak D Type 2 Concordant
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CVTTH Donor TDRHDPEO010537 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010434 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010489 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) ”
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010940 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010144 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010981 Weak D Types 1.20r | o rdant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010158 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010260 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010992 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPEO010146 Weak D Types 1.20r | 1 dant
3 not detected (9)
CVTTH WeakD TDRHDPE010742 Weak D Type 1 Concordant
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CVTTH Donor TDRHDPEO010619 3 not detected (9) Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010927 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010265 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010985 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010188 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH WeakD TDRHDPE010526 Weak D Type 1 Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010408 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010246 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010043 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010848 Weak D Types 1.20r | - dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1.

CVTTH WeakD TDRHDPE010880 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant

3 not detected (9)

detected (*)

CVTTH Donor TDRHDPE010383 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010108 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010677 Weak D Types 1.20r | o o rdant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010805 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010584 Weak D Types 1.20r | - dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010671 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010369 Weak D Type 1 Concordant

Weak D Types 1.

CVTTH WeakD TDRHDPE010879 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant

3 not detected (9) .

detected (*)

CVTTH Donor TDRHDPE010739 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
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CVTTH Donor TDRHDPEO010177 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010696 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010083 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010236 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010474 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010422 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010605 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010524 Weak D Types 1.20r | 1y oant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010757 No amplification Concordant
variant detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010878 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010169 Weak D Type 3 Concordant
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CVTTH Donor TDRHDPE010218 3 not detected (9) Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010516 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH WeakD TDRHDPE010168 Weak D Type 3 Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010071 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPEO010515 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010812 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010141 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010895 Weak D Types 1.20r | (o o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010648 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010395 Weak D Type 3 Concordant
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CVTTH Donor TDRHDPEO010372 3 not detected (9) Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010942 Weak D Type 3 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010081 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010633 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010695 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010761 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010693 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010445 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010956 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010639 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010784 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010919 Weak D Type 1 Concordant
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CVTTH Donor TDRHDPEO010076 3 not detected (9) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010237 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010022 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010137 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH WeakD TDRHDPE010816 Weak D Type 3 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010815 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010711 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010513 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010067 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010609 Weak D Types 1.20r | (- dant

3 not detected (9)




Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010946 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010729 Weak D Type 3 Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010817 Weak D Type 3 Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010849 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010731 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) )
detected (*)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010466 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010863 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010274 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010965 D- Concordant
weak D type 4
CVTTH WeakD TDRHDPE010775 ng';? dzg;: .(:)or Discrepant (BLOODchip Concordant
REFERENCE)
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Weak D Types 1. 2 or

Weak D Types 1.

Apéndices

i 2 or 3 not i
CVTTH WeakD TDRHDPEO010115 3 not detected (9) Discrepant or no* Discrepant
detected (*)
CVTTH WeakD TDRHDPEO010684 Weak D Type 2 Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPEO010056 Weak D Type 3 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010230 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010074 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010566 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010060 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010174 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)
CVTTH WeakD TDRHDPE010227 Weak D Type 3 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010495 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010338 D- Concordant
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010674 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010501 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010943 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010843 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010183 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010688 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010656 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010377 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO10411 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010492 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010223 D- Concordant
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010539 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010569 Weak D Type 3 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010199 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010611 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010726 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010210 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010928 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010983 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)
CVTTH WeakD TDRHDPE010917 Weak D Type 1 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010103 Weak D Types 1.20r | (- dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010089 3 not detected (9) Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010595 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010700 D- Concordant

CVTTH WeakD TDRHDPE010973 Weak D Types 1.20r | 1. onant Weazko? ; ffﬁs " Discrepant
3 not detected (9) detected (*)

CVTTH Donor TDRHDPEO010047 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010990 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010662 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010916 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010557 D- Concordant

CVTTH WeakD TDRHDPE010858 Weak D Type 1 Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010783 D- Concordant
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010737 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPEO010857 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Concordant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH WeakD TDRHDPE010792 Weak D Type 3 Discrepant Weak DType 3 | 0 ordant
(HPA1a1b)
CVTTH Donor TDRHDPEO010191 Weak D Types .20 | o ant
3 not detected (9)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010780 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPEO010686 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010759 Weak D Types 1.20r | = (o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010481 Weak D Types 1.20r | (o o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010978 Weak D Types 1.20r | (o o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010608 D- Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010180 3 not detected (9) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010585 Weak D Types 1.20r | - dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010826 Weak D Types 1.20r | - dant

3 not detected (9)
CVTTH WeakD TDRHDPEO010094 Weak D Type 1 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010387 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010719 Weak D Types 1.20r | (- dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010529 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)

Weak D Types 1.

CVTTH WeakD TDRHDPE010077 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant

3 not detected (9)

detected (*)

CVTTH Donor TDRHDPE010413 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Weak D Types 1.

Apéndices

i 2 or 3 not
CVTTH Donor TDRHDPE010998 3 not detected (9) Discrepant or 3 no Concordant
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010178 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010831 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010435 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH WeakD TDRHDPE010192 Weak D Type 2 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010198 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010790 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010363 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010847 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010243 D- Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Weak D Types 1.

Apéndices

i 2 or 3 not i
CVTTH WeakD TDRHDPE010438 3 not detected (9) Discrepant or 3 no Discrepant
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010864 No amplification Concordant
variant detected (9)
CVTTH WeakD TDRHDPE010670 Weak D Type 2 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010429 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH Donor TDRHDPEO010842 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Concordant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPEO010380 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010143 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010121 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010181 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010390 Weak D Types 1.20r | (- dant

3 not detected (9)
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010454 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010499 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010415 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010163 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010306 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010386 Weak D Types 1.20r | (o o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010404 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010839 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010782 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010798 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010479 D- Concordant




Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010991 3 not detected (9) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010305 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010447 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010663 Weak D Types 1.20r | o o rdant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010063 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010064 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010934 Weak D Type 1 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010443 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010297 No amplification Concordant
variant detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010361 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010972 D- Concordant
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010944 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010336 Weak D Type 2 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010813 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010766 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010604 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010930 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010254 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010375 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
CVTTH WeakD TDRHDPE010102 Weak D Type 1 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010652 Weak D Types 1.20r | - dant

3 not detected (9)

Weak D Types 1.

CVTTH WeakD TDRHDPE010484 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant

3 not detected (9)

detected (*)
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Apéndices

CVTTH WeakD TDRHDPE010781 Weak D Type 1 Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010568 Weak D Type 1 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010962 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010873 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010275 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010233 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010202 ng';? dzg;z(] .(s)or Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010240 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)
CVTTH WeakD TDRHDPE010008 Weak D Type 1 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010132 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010970 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010086 D- Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010105 3 not detected (9) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010586 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010871 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010874 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010573 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010419 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010312 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010834 Weak D Types 1.20r | (- dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010247 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010623 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant

3 not detected (9)

detected (*)
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010620 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010171 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010480 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010800 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010194 ng';? dzg;z(] .(s)or Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010341 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010555 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010661 Weak D Type 3 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010126 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010156 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010597 Weak D Types 1.20r | (o o dant

3 not detected (9)
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Apéndices

CVTTH WeakD TDRHDPE010019 Weak D Type 1 Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPEO010057 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9)
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010138 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010701 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010795 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010221 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH WeakD TDRHDPE010110 Weak D Type 1 Concordant
No amplification No amplification
CVTTH WeakD TDRHDPE010497 . P Concordant variant detected Concordant
variant detected (9) *)
CVTTH Donor TDRHDPE010939 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH WeakD TDRHDPE010287 Weak D Type 2 Concordant
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010294 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010490 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)

Weak D Types 1.

CVTTH WeakD TDRHDPE010829 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant

3 not detected (9) .

detected (*)

CVTTH WeakD TDRHDPE010280 Weak D Type 3 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010521 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010518 Weak D Types 1.20r | - dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010234 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010519 D- Concordant

Weak D Types 1.

CVTTH WeakD TDRHDPE010258 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant

3 not detected (9) .

detected (*)

CVTTH Donor TDRHDPEO010678 D- Concordant
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010129 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010093 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010235 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010507 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010565 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010658 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010337 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010552 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010545 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010627 Weak D Types 1.20r | 1y oant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010284 D- Concordant
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010749 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010449 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010810 ng';? dzg;z(] .(s)or Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010496 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010159 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010184 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010657 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010924 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010583 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010140 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO10114 D- Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Weak D Types 1.

Apéndices

i 2 or 3 not i
CVTTH WeakD TDRHDPE010853 3 not detected (9) Discrepant or no* Discrepant
detected (*)

CVTTH Donor TDRHDPE010602 Weak D Types 1.20r | (o o dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010562 Weak D Types 1.20r | (o dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010821 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010865 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010614 Weak D Type 3 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010753 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010744 No amplification Concordant

variant detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010257 Weak D Types 1.20r | (o dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010161 D- Concordant




Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010542 3 not detected (9) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010932 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010248 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010796 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Concordant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010128 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH WeakD TDRHDPE010811 Weak D Type 1 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010961 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010348 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010599 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010587 Weak D Type 2 Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010172 3 not detected (9) Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010045 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010241 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010187 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010866 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010463 Weak D Types 1.20r | (o o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010752 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010478 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010357 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010437 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010923 D- Concordant
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010626 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH Donor TDRHDPE010952 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Concordant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH WeakD TDRHDPE010091 Weak D Type 3 Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010072 Weak D Type 3 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010774 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010291 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010908 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010005 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010179 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010320 Weak D Types 1.20r | (- dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010801 D- Concordant
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010025 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010229 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010836 Weak D Types 1.20r | (- dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010606 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010311 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010697 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010976 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010522 Weak D Types 1.20r | 1y oant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH WeakD TDRHDPE010954 Weak D Type 1 Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010055 Weak D Type 2 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010785 Weak D Types 1.20r | - dant

3 not detected (9)
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010027 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010471 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPEO010457 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) ”
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010517 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010598 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPEO010575 Weak D Type 2 Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010960 Weak D Type 3 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010549 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010217 Weak D Types 1.20r | o rdant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010544 Weak D Types 1.20r | 1 dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010225 Weak D Types 1.20r | o rdant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010215 3 not detected (9) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010728 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010705 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010231 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010736 Weak D Types 1.20r | (o o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010708 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010881 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010088 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010162 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010485 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010958 D- Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010104 3 not detected (9) Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010428 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010424 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010572 Weak D Types 1.20r | o o rdant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010139 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010153 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010764 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010170 Weak D Types 1.20r | (- dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010714 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010206 D- Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010768 3 not detected (9) Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010659 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010887 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010902 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010809 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010399 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010588 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010459 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010494 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010959 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010756 D- Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010469 3 not detected (9) Concordant

CVTTH WeakD TDRHDPE010376 Weak D Type 2 Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010622 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010888 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010293 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010398 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010717 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010079 Weak D Types 1.20r | 1. onant Weazko? ; ffﬁs " Concordant
3 not detected (9) detected (*)

CVTTH Donor TDRHDPEO010769 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010304 D- Concordant

CVTTH WeakD TDRHDPE010020 Weak D Type 2 Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010807 3 not detected (9) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010295 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010433 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010012 Weak D Types 1.20r | (o o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010548 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010632 Weak D Types 1.20r | (0 oant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010418 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
Weak D Types 1.
CVTTH Donor TDRHDPEO010745 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Concordant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010947 Weak D Types 1.20r | (o o dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010030 3 not detected (9) Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010596 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010303 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010080 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010407 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010107 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010884 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010353 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010882 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010007 Weak D Types 1.20r | (- dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010078 3 not detected (9) Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010498 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010846 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010388 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010986 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010660 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010261 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010308 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010533 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010534 Weak D Types 1.20r | (- dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010101 3 not detected (9) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010339 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010778 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPEO010547 Weak D Types 1.20r | o rdant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010949 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010702 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010130 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010367 Weak D Types 1.20r | (- dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010861 No amplification Concordant
variant detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010762 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010024 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010328 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010249 No amplification Concordant
variant detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010559 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010758 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010302 Weak D Types 1.20r | (o o dant
3 not detected (9)
Weak D Types 1.
CVTTH Donor TDRHDPE010026 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Concordant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010468 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010222 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Concordant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010600 D- Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010543 3 not detected (9) Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010013 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010224 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010897 D- Concordant

CVTTH WeakD TDRHDPE010263 Weak D Type 1 Concordant

CVTTH WeakD TDRHDPE010898 Weak D Type 2 Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010296 D- Concordant

CVTTH WeakD TDRHDPEO010124 Weak D Type 3 Discrepant Weak D Type 3 Concordant

CVTTH WeakD TDRHDPE010691 Weak D Type 3 Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010410 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010082 Weak D Types 1.20r | (o dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010913 3 not detected (9) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010442 D- Concordant
No amplification No amplification
CVTTH WeakD TDRHDPEO010097 ) P Concordant variant detected Concordant
variant detected (9) *)
CVTTH Donor TDRHDPE010933 Weak D Types 1.20r | o o rdant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010066 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010462 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010451 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPEO010754 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPEO010612 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010385 D- Concordant
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010835 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010242 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010724 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010607 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010155 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010402 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010160 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010941 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010625 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010914 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010777 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010100 D- Concordant
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010042 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010483 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010514 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010318 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010360 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010420 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010031 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010403 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010669 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010166 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH WeakD TDRHDPE010062 Weak D Type 3 Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010374 3 not detected (9) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010869 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010209 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010009 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010467 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH WeakD TDRHDPE010683 Weak D Type 2 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010075 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010238 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010760 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010704 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010613 3 not detected (9) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010069 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010528 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010867 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010771 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010580 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH WeakD TDRHDPE010716 Weak D Type 3 Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010654 Weak D Type 3 Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010738 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPEO010392 D- Concordant




Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010856 3 not detected (9) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010096 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010250 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010256 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPEO010456 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010563 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010554 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010886 Weak D Types 1.20r | (- dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010718 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010725 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010906 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010111 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010321 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010300 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010185 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010325 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010712 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010512 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010870 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010989 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010635 D- Concordant
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010994 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010307 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010309 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010342 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010971 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010579 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010400 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010464 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010120 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010636 Weak D Type 3 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010189 Weak D Types 1.20r | - dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010912 3 not detected (9) Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010883 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010926 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010535 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010173 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010440 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010036 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010053 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010014 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010186 D- Concordant

CVTTH WeakD TDRHDPE010326 Weak D Types 1.20r | 1. onant Weazko? ; ffﬁs " Discrepant

3 not detected (9)

detected (*)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010668 3 not detected (9) Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010226 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010259 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010935 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010957 Weak D Types 1.20r | = (o dant
3 not detected (9)

CVTTH WeakD TDRHDPE010010 Weak D Type 3 Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010298 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010706 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010999 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010087 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010397 D- Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010950 3 not detected (9) Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010208 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010488 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010982 Weak D Types 1.20r | o o rdant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010084 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010034 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010029 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010211 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010286 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010276 D- Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010384 3 not detected (9) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010900 D- Concordant
Stock 2 and
blinded
CVTTH Donor TDRHDPEO010527 D- Discrepant aliquot Concordant
wrong.
Stock 1 ok
CVTTH WeakD TDRHDPE010936 Weak D Type 2 Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPEO010461 Weak D Type 3 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010371 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPEO010409 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010564 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010048 No amplification Concordant
variant detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO10041 Weak D Types 1.20r | (o dant

3 not detected (9)
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010740 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010292 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010090 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010412 Weak D Type 2 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010540 ng';? dzg;z(] .(s)or Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010396 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010617 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010214 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010037 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010628 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010948 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010824 D- Concordant
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010640 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010406 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010647 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010213 D- Concordant
No amplification No amplification
CVTTH WeakD TDRHDPEO010748 . P Concordant variant detected Concordant
variant detected (9) *)

CVTTH Donor TDRHDPEO010793 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPEO010095 Weak D Type 3 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010838 Weak D Types 1.20r | - dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010794 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010511 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010334 Weak D Types 1.20r | - dant

3 not detected (9)
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010382 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010896 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010364 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010239 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010426 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010343 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010536 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010285 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010787 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010709 Weak D Types 1.20r | (- dant

3 not detected (9)




Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010710 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010504 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010925 Weak D Types 1.20r | (- dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010389 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010802 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010164 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010052 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010806 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010073 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010905 Weak D Types 1.20r | (- dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010502 3 not detected (9) Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010641 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010109 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010699 D- Concordant

CVTTH WeakD TDRHDPE010365 Weak D Type 3 Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010911 No amplification Concordant

variant detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010676 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010722 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010692 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010195 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010868 Weak D Types 1.20r | - dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010288 3 not detected (9) Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010624 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010038 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010553 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010509 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH WeakD TDRHDPE010732 Weak D Type 3 Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010299 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010113 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010525 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010837 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010786 D- Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010963 3 not detected (9) Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010486 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010974 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010204 Weak D Type 1 or D+ Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010953 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010823 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010951 D- Concordant

CVTTH WeakD TDRHDPE010791 Weak D Type 2 Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010040 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010610 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010176 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)

405



Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010058 3 not detected (9) Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010680 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010558 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010995 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010964 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010819 Weak D Types 1.20r | o rdant
3 not detected (9)

CVTTH WeakD TDRHDPEO010332 Weak D Type 1 Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010190 Weak D Types 1.20r | o rdant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010643 Weak D Types 1.20r | o rdant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010698 Weak D Types 1.20r | 1 dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPEO010044 D- Concordant
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010773 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010560 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010531 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010347 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010119 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH Donor TDRHDPE010618 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010272 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010854 Weak D Types 1.20r | (- dant
3 not detected (9)
Weak D Types 1. 2 or . Weak D type 11
CVTTH Donor TDRHDPEO010175 3 not detected (9) Discrepant (HPA1a1b) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010203 D- Concordant
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Apéndices

Weak D Types 1.

CVTTH WeakD TDRHDPEO010672 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant

3 not detected (9) ”

detected (*)

CVTTH Donor TDRHDPE010277 Weak D Types 1.20r | - dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010245 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010920 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010216 Weak D Type 3 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010804 Weak D Types 1.20r | - dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010603 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010993 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010904 No amplification Concordant

variant detected (9)

Weak D Types 1.

CVTTH WeakD TDRHDPE010003 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant

3 not detected (9)

detected (*)

408



Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010532 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010546 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010477 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010862 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010452 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010673 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010207 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010510 Weak D Type 3 Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH Donor TDRHDPEO010264 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Concordant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010808 Weak D Types 1.20r | (- dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010006 3 not detected (9) Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010068 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010629 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010797 Weak D Types 1.20r | o o rdant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010453 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010503 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010675 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010907 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010436 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010500 D- Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010448 3 not detected (9) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010330 Weak D Types 1.20r | - dant

3 not detected (9)

Stock 2 and
blinded

CVTTH Donor TDRHDPEO010165 Weak D Types 1.20r | 1. onant aliquot Concordant

3 not detected (9)

wrong.
Stock 1 ok

CVTTH Donor TDRHDPE010730 Weak D Types 1.20r | (- dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010290 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010556 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010690 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)

Weak D Types 1.

CVTTH WeakD TDRHDPE010827 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant

3 not detected (9) .

detected (*)

CVTTH Donor TDRHDPE010125 Weak D Types 1.20r | (- dant

3 not detected (9)
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010590 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010681 Weak D Type 3 Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010335 Weak D Type 2 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010212 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010268 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPEO010065 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010167 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010439 Weak D Type 2 or D+ Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010032 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010922 Weak D Types 1.20r | - dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010578 3 not detected (9) Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010715 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010356 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010381 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010997 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010313 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010327 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010017 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010921 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010134 Weak D Types 1.20r | (- dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010028 3 not detected (9) Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010561 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010487 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010021 Weak D Types 1.20r | o o rdant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010279 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010664 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010352 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010232 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010689 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010918 Weak D Types 1.20r | (- dant

3 not detected (9)
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010876 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010592 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPE010070 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010219 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010818 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010370 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010841 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010755 Weak D Types 1.20r | (- dant
3 not detected (9)

CVTTH Donor TDRHDPE010582 D- Concordant

CVTTH Donor TDRHDPEO010844 D- Concordant

CVTTH WeakD TDRHDPE010244 Weak D Type 2 Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010551 3 not detected (9) Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010508 D- Concordant
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010142 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010117 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPEO010011 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010450 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010373 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010346 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010803 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010694 D- Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Weak D Types 1.

Apéndices

i 2 or 3 not i
CVTTH WeakD TDRHDPE010852 3 not detected (9) Discrepant or no* Discrepant
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010570 Weak D Types 1.20r | (o o dant
3 not detected (9)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010362 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010967 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)
Weak D Types 1.
CVTTH WeakD TDRHDPE010317 Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
CVTTH Donor TDRHDPE010767 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010200 Weak D Types 1.20r | (o o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010393 Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPEO010151 D- Concordant
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPEO010637 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010271 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010646 Weak D Type 2 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPE010909 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010421 Weak D Types 1.2 0r | o organt
3 not detected (9)
CVTTH Donor TDRHDPE010278 D- Concordant
CVTTH WeakD TDRHDPE010472 Weak D Type 2 Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010358 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010122 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010763 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010530 D- Concordant
CVTTH Donor TDRHDPEO010267 D- Concordant
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Apéndices

CVTTH Donor TDRHDPE010002 D- Concordant

SBS New born TDRHDPEO010196 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

SBS New born TDRHDPE010538 Weak B Types 1. 201 | concordant
3 not detected (9)

SBS New born TDRHDPEO010977 Weak D Types 1. 2 or Concordant
3 not detected (9)

SBS New born TDRHDPE010855 Weak B Types ¥ 21 | concordant
3 not detected (9)

SBS New born TDRHDPE010425 Weak D Types 1 21 | concordant
3 not detected (9)

SBS New born TDRHDPE010458 Weak D Types 1. 201 | concordant
3 not detected (9)

SBS New born TDRHDPE010301 Weak D Types 1 21 | concordant
3 not detected (9)

SBS New born TDRHDPE010685 Weak B Types 1. 201 | concordant
3 not detected (9)

SBS New born TDRHDPE010033 Weak D Types 1. 201 | concordant

3 not detected (9)
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Apéndices

SBS New born TDRHDPE010316 Weak D Types 1 21 | concordant
3 not detected (9)

SBS New born TDRHDPE010893 Weak D Types 1. 201 | concordant
3 not detected (9)

SBS New born TDRHDPE010743 Weak B Types 1. 201 | concordant
3 not detected (9)

SBS New born TDRHDPE010571 Weak D Types 1. 29 | Goncordant
3 not detected (9)

SBS New born TDRHDPEO10098 Weak D Types 1. 2 or Concordant
3 not detected (9)

SBS New born TDRHDPEO10255 Weak D Types 1. 2 or Concordant
3 not detected (9)

SBS New born TDRHDPE010929 Weak D Types 1. 201 | concordant
3 not detected (9)

SBS New born TDRHDPE010634 Weak B Types 1. 201 | concordant
3 not detected (9)

SBS New born TDRHDPE010615 Weak B Types ¥ 201 | concordant

3 not detected (9)
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Apéndices

SBS New born TDRHDPE010049 + Weak D Types 1.20r | (- dant
3 not detected (9)

SBS New born TDRHDPE010154 + Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA WeakD TDRHDPE010378 DIP Weak D Type 2 Concordant

BSTA WeakD TDRHDPE010825 D dip Weak D Type 2 Concordant

BSTA Donor TDRHDPE010789 - D- Concordant

BSTA Donor TDRHDPE010665 + Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Donor TDRHDPE010703 + Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA Donor TDRHDPE010127 + Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA WeakD TDRHDPEO010046 DIP Weak D Type 2 Concordant

BSTA Donor TDRHDPEO010355 - D- Concordant

BSTA Donor TDRHDPE010828 - D- Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

BSTA Donor TDRHDPEO010430 + 3 not detected (9) Concordant
BSTA WeakD TDRHDPE010269 DIP Weak D Type 2 Concordant
BSTA Donor TDRHDPEO010281 - D- Concordant
BSTA Donor TDRHDPEO010085 - D- Concordant
BSTA WeakD TDRHDPE010324 DIP Weak D Type 2 Concordant
BSTA Donor TDRHDPEO010645 - D- Concordant
BSTA Donor TDRHDPE010354 + Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
BSTA Donor TDRHDPE010945 + Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
Weak D Types 1.
BSTA WeakD TDRHDPE010135 DIP Weak D Types 1.20r | 1. onant 2 or 3 not Discrepant
3 not detected (9) .
detected (*)
BSTA Donor TDRHDPE010723 + Weak D Types 1.20r | - dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

BSTA Donor TDRHDPE010059 + 3 not detected (9) Concordant
BSTA Donor TDRHDPE010427 + Weak D Types 1.20r | (o dant
3 not detected (9)
BSTA WeakD TDRHDPE010577 D dip Weak D Type 3 Concordant
BSTA Donor TDRHDPE010505 - D- Concordant
BSTA WeakD TDRHDPE010885 D/IP Weak D Type 2 Concordant
BSTA WeakD TDRHDPEO010414 D/P Weak D Type 2 Concordant
BSTA WeakD TDRHDPE010148 D/P Weak D Type 1 Concordant
BSTA WeakD TDRHDPEO010830 D/P Weak D Type 2 Concordant
BSTA WeakD TDRHDPE010765 D/P Weak D Type 1 Concordant
BSTA WeakD TDRHDPE010333 D/P Weak D Type 2 Concordant
BSTA WeakD TDRHDPE010182 Dp Vi Weak D Types 1.2 0r |y opant Weazko? 3T ffﬁs i Discrepant

3 not detected (9)

detected (*)
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Weak D Types 1. 2 or

Weak D Types 1.

Apéndices

i 2 or 3 not i
BSTA WeakD TDRHDPE010616 D/P 3 not detected (9) Discrepant or 3 no Discrepant
detected (*)
BSTA WeakD TDRHDPE010915 DIP Weak D Type 1 Concordant
BSTA WeakD TDRHDPE010061 DIP Weak D Type 2 Concordant
BSTA Patient TDRHDPE010118 + Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
BSTA Patient TDRHDPE010112 + Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
BSTA Patient TDRHDPE010344 + Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
BSTA Patient TDRHDPE010431 + Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)
BSTA Patient TDRHDPE010460 + Weak D Types 1.20r | (- dant
3 not detected (9)
BSTA Patient TDRHDPE010751 + Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)
BSTA Patient TDRHDPE010975 + Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

BSTA Patient TDRHDPE010289 3 not detected (9) Concordant

BSTA Patient TDRHDPEO010446 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPEO010966 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010814 D- Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010799 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010735 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010638 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010405 D- Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010850 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010116 Weak D Types 1.20r | - dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

BSTA Patient TDRHDPE010201 3 not detected (9) Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010205 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010931 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010283 Weak D Types 1.20r | o o rdant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010379 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010979 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPEO010567 D- Concordant

BSTA Patient TDRHDPEO010741 Weak D Types 1.20r | (- dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010123 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPEO011000 D- Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

BSTA Patient TDRHDPEO010576 3 not detected (9) Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010150 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010621 D- Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010890 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010851 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010594 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010644 No amplification Concordant

variant detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010733 Weak D Types 1.20r | (- dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPEO010655 D- Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010894 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
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Apéndices

BSTA Patient TDRHDPEO010969 Weak D Type 3 or D+ Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010262 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010822 D- Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010152 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010322 D- Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010039 D- Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010329 D- Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010770 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPEO10444 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010955 D- Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010315 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

BSTA Patient TDRHDPEO010747 3 not detected (9) Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010491 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010601 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPEO010149 Weak D Types 1.20r | o o rdant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010682 D- Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010666 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010136 D- Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010523 Weak D Types 1.20r | (- dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPEO010506 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010001 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

BSTA Patient TDRHDPE010649 3 not detected (9) Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010252 D- Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010323 D- Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010050 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010441 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010845 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPEO010416 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010145 Weak D Types 1.20r | (- dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010581 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010631 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

BSTA Patient TDRHDPE010350 3 not detected (9) Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010473 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPEO010465 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010282 Weak D Types 1.20r | o o rdant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010197 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010750 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010417 D- Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010859 Weak D Types 1.20r | (- dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010707 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010015 D- Concordant
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

BSTA Patient TDRHDPEO010273 3 not detected (9) Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010147 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010899 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPEO010746 Weak D Types 1.20r | o o rdant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPEO010106 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPEO010574 D- Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010910 D- Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010892 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010980 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPEO010455 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
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Weak D Types 1. 2 or

Apéndices

BSTA Patient TDRHDPEO010776 3 not detected (9) Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010840 D- Concordant

BSTA Patient TDRHDPE010987 D- Concordant

BSTA Patient TDRHDPEO010476 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPEO010667 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010366 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010903 Weak D Types 1.20r | o dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010779 Weak D Types 1.20r | (- dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010023 Weak D Types 1.20r | - dant
3 not detected (9)

BSTA Patient TDRHDPE010018 Weak D Types 1.20r | o dant

3 not detected (9)
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BSTA

Patient

TDRHDPE010832

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (9)

Concordant

Apéndices

BSTA

Patient

TDRHDPEO010351

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (9)

Concordant
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Apéndices

APENDICE 18. RESUMEN DE RESULTADOS OBTENIDOS CON EL TEST ID RHD XT VERSUS LOS RESULTADOS DE SECUENCIACION
BIDIRECCIONAL EN EL ESTUDIO EVALUACION DEL TEST A PARTIR DE MUESTRAS INDIVIDUALES.

HPA- | HPA-
HPA- | HPA- | 12 | 1P
D (RH1) | 1a 1p | Predi | Predi |\ s ta | HPA-1D
Blinding | PS1 | PS1 (PS [ PS5 [ PS5 (PS | PS5 | PS5 | PS | PS8 | PS8 | PS | PS | PS1 | PS11 | PS Seq Phenotype _D ID RHD XT Predicted Concor | Se Se cted cted Concor | Concor
Code |[3F|3R|13|6F|6R |5 |8F|8R |5 |0F|O0R|[80|193|17F| 7R | 117 (RH1) Phenotype Result q 9 | Phen | Phen
dance | Phen | Phen dance dance
G || @me otype | otype
V! Resul | Resul
t t
TDRHDP Concor Concor | Concor
E010820 G G 1 T T 3 T T 3 G G 3 A Y Y 2 Weak D Type 3 Weak D Type 3 dant + + + + dant dant
TDRHDP Weak D Types 1.2 or | Weak D Types 1.2 or | Concor Concor | Concor
+ + + +
E010938 ¢ ¢ 3 T T 3 T T 3 ¢ ¢ 3 A Y Y 2 3 not detected (*) 3 not detected (*) dant dant dant
TDRHDP Weak D Types 1.2 or | Weak D Types 1.2 or | Concor . . Concor | Concor
E010349 ¢ ¢ 3 T T 3 T T 3 ¢ ¢ 3 A T T 3 3 not detected (*) 3 not detected (*) dant 0 0 dant dant
TDRHDP Weak D Types 1.2 or | Weak D Types 1.2 or | Concor . . Concor | Concor
E010270 ¢ ¢ 3 T T 3 T T 3 ¢ ¢ 3 A T T 3 3 not detected (*) 3 not detected (*) dant 0 0 dant dant
TDRHDP Weak D Types 1.2 or | Weak D Types 1.2 or | Concor Concor | Concor
goto131 | € | ¢ |3 T T3 T T |3 G 6 3 AT T |3 3 not detected (*) 3 not detected (*) dant * 0 * 0 dant | dant
TDRHDP Concor Concor | Concor
E010051 G G 1 T T 3 T T 3 G G 3 A T T 3 Weak D Type 3 Weak D Type 3 dant + 0 + 0 dant dant
TDRHDP Weak D Types 1.2 or | Weak D Types 1.2 or | Concor Concor | Concor
goto679 | C | ¢ |3 T | T || T | T |3 G |6 3 AT T |3 3 not detected (*) 3 not detected (*) dant * 0 * 0 dant | dant
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TDRHDP
E010054

Weak D Type 1

Weak D Type 1

Concor
dant

Apéndices

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010687

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010482

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010220

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010937

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010004

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010833

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010720

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010550

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010772

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant
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TDRHDP
E010489

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Apéndices

Concor
dant

TDRHDP
E010992

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010742

Weak D Type 1

Weak D Type 1

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010526

Weak D Type 1

Weak D Type 1

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010880

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010369

Weak D Type 1

Weak D Type 1

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010879

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010524

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010169

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010516

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
Concor
+
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant

Concor
dant
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TDRHDP
E010168

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Apéndices

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010071

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010812

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010395

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010942

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010919

Weak D Type 1

Weak D Type 1

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010137

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010816

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010729

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010817

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant
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Apéndices

TDRHDP T 3 3 Weak D Types 1.2 or | Weak D Types 1.2 or | Concor + 0 0 Concor | Concor
E010849 3 not detected (*) 3 not detected (*) dant dant dant
TDRHDP T 3 2 Weak D Types 1.2 or | Weak D Types 1.2 or | Concor + + + Concor | Concor
E010731 3 not detected (*) 3 not detected (*) dant dant dant
TDRHDP T 3 2 Weak D Types 1.2 or | Weak D Types 1.2 or | Concor + + + Concor | Concor
E010466 3 not detected (*) 3 not detected (*) dant dant dant
No No
TDRHDP . Weak D Types 1. 2 or
E010775 No result No result 3 not detected (*) result | result 0
TDRHDP T 3 3 Weak D Types 1.2 or | Weak D Types 1.2 or | Concor + 0 0 Concor | Concor
E010115 3 not detected (*) 3 not detected (*) dant dant dant
TDRHDP Concor Concor | Concor
E010684 T 3 3 Weak D Type 2 Weak D Type 2 dant + 0 0 dant dant
TDRHDP Concor Concor | Concor
E010056 T 3 2 Weak D Type 3 Weak D Type 3 dant + + + dant dant
TDRHDP T 3 3 Weak D Types 1.2 or | Weak D Types 1.2 or | Concor + 0 0 Concor | Concor
E010074 3 not detected (*) 3 not detected (*) dant dant dant
TDRHDP Concor Concor | Concor
E010227 T 3 2 Weak D Type 3 Weak D Type 3 dant + + + dant dant
TDRHDP T 3 2 Weak D Types 1.2 or | Weak D Types 1.2 or | Concor + + + Concor | Concor
E010843 3 not detected (*) 3 not detected (*) dant dant dant
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TDRHDP
E010492

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Apéndices

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010569

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010726

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010917

Weak D Type 1

Weak D Type 1

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010973

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010858

Weak D Type 1

Weak D Type 1

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010857

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010792

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010780

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010094

Weak D Type 1

Weak D Type 1

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant
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TDRHDP
E010077

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Apéndices

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010192

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010438

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010670

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010934

Weak D Type 1

Weak D Type 1

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010336

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010102

Weak D Type 1

Weak D Type 1

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010484

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010781

Weak D Type 1

Weak D Type 1

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010568

Weak D Type 1

Weak D Type 1

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant
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TDRHDP
E010008

Weak D Type 1

Weak D Type 1

Concor
dant

Apéndices

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010623

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010661

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010019

Weak D Type 1

Weak D Type 1

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010057

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010110

Weak D Type 1

Weak D Type 1

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010497

No amplification
variant detected (*)

No amplification
variant detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010287

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010829

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010280

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant
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TDRHDP
E010258

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Apéndices

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010552

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010627

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010853

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010614

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010796

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010811

Weak D Type 1

Weak D Type 1

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010587

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010091

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010072

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant
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TDRHDP
E010179

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Apéndices

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010976

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010522

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010954

Weak D Type 1

Weak D Type 1

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010055

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010457

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010575

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010960

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010705

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010376

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant
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TDRHDP
E010020

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Apéndices

Concor
dant

TDRHDP
E010632

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010418

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010778

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010222

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010263

Weak D Type 1

Weak D Type 1

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010898

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010124

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010691

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010097

No amplification
variant detected (*)

No amplification
variant detected (*)

Concor
dant

0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
Concor
+
dant

Concor
dant
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TDRHDP
E010754

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Apéndices

Concor
dant

TDRHDP
E010062

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010683

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010238

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010760

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010716

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010654

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010738

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010256

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010971

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant

Concor
dant
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TDRHDP
E010636

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Apéndices

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010326

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010010

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010936

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010461

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010409

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010412

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010748

No amplification
variant detected (*)

No amplification
variant detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010095

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010365

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant
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TDRHDP
E010732

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Apéndices

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010791

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010332

Weak D Type 1

Weak D Type 1

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010672

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010216

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010003

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010510

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010827

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010681

Weak D Type 3

Weak D Type 3

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010335

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

Concor
dant
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TDRHDP
E010268

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Apéndices

Concor
dant

TDRHDP
E010244

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010142

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010117

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010852

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010362

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010317

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Weak D Types 1. 2 or
3 not detected (*)

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010646

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010472

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

Concor
dant

TDRHDP
E010378

Weak D Type 2

Weak D Type 2

Concor
dant

0 Concor
dant
Concor
+
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant
0 Concor
dant

Concor
dant
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Apéndices

Tsnongz clecls| T | T3] T|T|3|lc|lcla|a]Y Y | 2 Weak D Type 2 Weak D Type 2 cz::::" + + + + cz:;’:" cz:;’:"
Tsnom)lz: clc|s| T | T |3|T|T|3|c|lcl|1|la]T T | 3 Weak D Type 2 Weak D Type 2 cz::::" + 0 + 0 cz::::" cz::::"
Lnof:zg; c|lecls| T |1t |s|T|T|3|c|lcl|1|al|lT T |3 Weak D Type 2 Weak D Type 2 cz::::" + 0 + 0 cz::::" cz::::"
TEDof(:lgi clecls| T | T3] T|T|3|lc|lcla|a]Y Y | 2 Weak D Type 2 Weak D Type 2 cz::::" + + + + cz:;’:" cz:;’:"
o R S R R I S R R Y P P Y S I I R e R el ool IS A IO IR el
Lnofgggs cle|1| T | T |3|T|T|3|6 |6 |3|Aa]|T T |3 Weak D Type 3 Weak D Type 3 cz::::" + 0 + 0 cz::::" cz::::"
Tsnongz clc|s| T | T |3|T|T|3|c|cl|1|lal]T T | 3 Weak D Type 2 Weak D Type 2 cz::::" + 0 + 0 cz::::" cz::::"
TEDO$(:2: clecl|s| T | T |3|T|T]|3|lcl|lcl|l1|Aa]c c | 1 Weak D Type 2 Weak D Type 2 cz:;’:" 0 + 0 + cz:;’:" cz:;’:"
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