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DESCRIPCIÓN

Detección de alelos basada en consenso

Campo de la invención5

La invención se refiere a métodos para la detección basada en secuenciación de nueva generación de alelos en loci 
genéticos altamente homólogos, por ejemplo RHD/RHCE. También se describen productos, en particular, cebadores 
específicos de secuencia consenso y kits para su uso en tales métodos.

10
Antecedentes de la invención

La secuenciación de ADN por el método dideoxi de Sanger se basa en un solo evento de detección en cada posición 
de un grupo generalmente homogéneo de moléculas de ADN. De este evento, se realiza una identificación 
cualitativa de presencia/ausencia para cada uno de los cuatro nucleótidos (A, C, G, T) en cada posición en el 15
segmento de ADN. Por lo tanto, la secuenciación de Sanger no es una técnica cuantitativa.

La secuenciación de ADN por métodos de nueva generación, por otro lado, se basa en múltiples eventos de 
detección en cada posición, correspondiéndose cada evento con una sola molécula de ADN en el grupo. De la 
multiplicidad de eventos, se puede calcular la abundancia relativa de cada uno de los cuatro nucleótidos en cada 20
posición en el segmento de ADN. Por lo tanto, la secuenciación de nueva generación permite una medición 
cuantitativa de secuencias particulares en un conjunto heterogéneo de moléculas de ADN.

La secuenciación del ADN es el estándar de oro en el diagnóstico molecular de enfermedades genéticas y en la 
detección de variantes alélicas de relevancia clínica, como las que codifican antígenos de leucocitos, eritrocitos y 25
plaquetas humanas. Un desafío para la secuenciación precisa del ADN es presentado por genes altamente 
homólogos, como el sistema de antígeno leucocitario humano (HLA), los conjuntos RHD-RHCE, o GYPA-GYPB-
GYPE codificantes de antígeno de eritrocitos.

La discriminación entre los genes homólogos se logra comúnmente mediante el uso de cebadores diseñados para 30
unirse a secuencias específicas de genes. En algunas regiones genéticas, sin embargo, no hay secuencias 
específicas de genes disponibles, o están ubicadas demasiado separadas para permitir el desarrollo de ensayos de 
amplificación estándar. Estos hechos plantean un desafío importante para la secuenciación en general, y para la 
secuenciación de nueva generación en particular, dadas las limitaciones de longitud a las que están sujetos los 
segmentos de ADN legibles.35

Hemker et al., 1999, Blood, Vol. 94, N.º 12, págs. 4337-4342, describe el análisis de DAR, una nueva variante de 
RHD que involucra los exones 4, 5 y 7, a menudo en relación con ceAR, una nueva variante de RHCE que se 
encuentra con frecuencia en los negros africanos. El análisis de ADN genómico implicó entre otros, la secuenciación 
de Sanger, las amplificaciones de cebador específicas de alelo por PCR, el polimorfismo de longitud de fragmento 40
de restricción y el análisis por transferencia de Southern.

Ringquist et al., 2013, PLoS ONE, Vol. 8, N.º 3, e59835, describe la agrupación y alineación de secuencias 
polimórficas para el genotipado de HLA-DRB1.

45
Stabentheiner et al., 2011, Vol. 100, págs. 381-388, describe el genotipado de RHD mediante la secuenciación de 
nueva generación empleando cebadores específicos de exón solo para RHD.

Bentley, et al., 2009, Tissue Antigens, Vol. 74, págs. 393-403, describe el genotipado de HLA de alta resolución y 
alto rendimiento mediante secuenciación de nueva generación.50

Por consiguiente, sigue existiendo la necesidad de métodos adicionales para la amplificación de loci genéticos 
altamente homólogos y una secuenciación fiable y/o la detección de alelos de los mismos. Es un objetivo de la 
presente invención abordar estas y otras necesidades.

55
Sumario de la invención

Los presentes inventores han demostrado la amplificación de loci genéticos altamente homólogos usando cebadores 
específicos de secuencia consenso, tal como se describe en el presente documento, seguido por la alineación de 
secuencias con secuencias de referencia para resolver los loci genéticos altamente homólogos y la detección de 60
alelos utilizando la secuenciación de nueva generación (NGS, del inglés next-generation sequencing). La presente 
invención, como se define en las reivindicaciones, por lo tanto, proporciona una manera de permitir la secuenciación 
de regiones con secuencias ampliamente separadas o sin secuencias de genes específicos mediante el uso de 
cebadores que se unen a secuencias consenso dentro del conjunto de genes homólogos, tal como se define en las 
reivindicaciones. Dado que el número de posiciones de consenso suele ser mayor que el número de posiciones 65
específicas de genes, esto también facilita el diseño del cebador y cumplimiento con los requisitos de longitud del 
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segmento. Un desafío presente por el uso de cebadores que se unen a secuencias consenso es una pérdida de 
especificidad, como resultado de la amplificación simultánea de todos los genes dentro del conjunto. Sin embargo, 
los presentes inventores han descubierto que el desafío presentado por la pérdida de especificidad mencionada 
anteriormente puede superarse en gran medida explotando la naturaleza cuantitativa de la secuenciación de nueva 
generación y el conocimiento existente sobre secuencias específicas de genes y alelos. De manera específica, los 5
alelos presentes en una muestra para cada uno de los genes en un conjunto de alta homología se pueden 
determinar a partir de (1) las secuencias particulares detectadas en cada posición polimórfica, (2) su proporción 
relativa, y (3) su combinación en todo el segmento genético. Mientras que (1) y (3) se comparten con la 
secuenciación de Sanger, (2) es exclusivo de la secuenciación de nueva generación. Los ejemplos descritos en el 
presente documento demuestran un genotipo y un tipo de sangre fiables que se identifican para un intervalo de 10
muestras basadas en secuenciación multiplex de nueva generación seguida de análisis de datos.

Por consiguiente, en un primer aspecto, la presente invención proporciona un método para genotipar alelos en al 
menos un conjunto de loci genéticos homólogos, que comprende:

15
(i) proporcionar una muestra que contiene ADN que incluye dicho al menos un conjunto de loci genéticos 
homólogos, en donde dicho conjunto de loci genéticos homólogos comprende:

(a) el gen RHD y el gen RHCE que codifican el antígeno eritrocitario; o
(b) dos o más genes del sistema del antígeno leucocitario humano (HLA); o20
(c) dos de más de los genes que codifican la glucoforina seleccionados del gen GYPA, el gen GYPB y el gen 
GYPE;

(ii) realizar la amplificación por PCR de regiones de dicho conjunto de loci genéticos homólogos usando 
cebadores específicos de secuencia consenso, en donde dichos cebadores específicos de secuencia consenso 25
se unen a secuencias consenso que son comunes a dichos genes de conjunto de loci genéticos homólogos (a), 
(b) o (c); generando así un conjunto de productos de amplificación;
(iii) secuenciar una pluralidad de dichos productos de amplificación para determinar la proporción relativa de 
cada nucleótido en cada posición en una lectura de secuenciación;
(iv) realizar una alineación de secuencia entre los resultados de lectura de secuencia de (iii) y al menos una 30
secuencia de referencia, cuya secuencia de referencia se corresponde con uno de los genes en dicho conjunto 
de loci genéticos homólogos; y
(v) realizar una identificación de genotipo del alelo o alelos en dicha muestra basada en la proporción relativa de 
cada nucleótido en cada una de una pluralidad de posiciones discriminantes en dicha alineación.

35
En algunos casos, de acuerdo con este y otros aspectos de la presente invención, el conjunto de loci genéticos 
homólogos comprende (a) el gen RHD y el gen RHCE que codifican el antígeno eritrocitario; o (b) dos o más de los 
genes del sistema de antígeno leucocitario humano (HLA); o (c) dos de más de los genes que codifican la 
glucoforina seleccionados del gen GYPA, el gen GYPB y el gen GYPE. Los genes primero y segundo en estos 
conjuntos de loci genéticos presentan un alto grado de identidad de secuencia, por ejemplo, como resultado de un 40
evento de duplicación génica ancestral. En ciertos casos, el primer gen tiene al menos el 90 %, al menos el 95 % o 
al menos el 97 % de identidad de secuencia de nucleótidos con el segundo gen. Los conjuntos de loci genéticos 
homólogos son los genes RHD-RHCE, los genes del sistema del antígeno leucocitario humano (HLA); y los genes 
que codifican la glucoforina GypA-GypB-GypE. En algunos casos, el conjunto de loci genéticos homólogos 
comprende el gen RHD humano de la SEQ ID NO: 25 y el gen RHCE humano de la SEQ ID NO: 26 (o uno de los 45
haplotipos de RHCE ce, Ce, cE o CE, respectivamente). En los casos en los que el conjunto de loci genéticos 
homólogos comprende el gen RHD y el gen RHCE, la al menos una secuencia de referencia puede comprender:

(i) al menos un exón o un intrón del gen RHD de la SEQ ID NO: 25 o el complemento inverso del mismo;
(ii) al menos un exón o un intrón del gen RHCE de la SEQ ID NO: 26 o de uno de los haplotipos de RHCE ce, 50
Ce, cE o CE, respectivamente o el complemento inverso del mismo;
(iii) al menos una de las secuencias del exón 1 de RHD como se muestra en la SEQ ID NO: 27, las secuencias 
del exón 1 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 28-31, siendo los haplotipos de RHCE ce, Ce, cE o 
CE, respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 1 de RHCE como se muestra en la SEQ ID NO: 32 o el 
complemento inverso de la misma;55
(iv) al menos una de la secuencia del exón 2 de RHD como se muestra en la SEQ ID NO: 33, las secuencias del 
exón 2 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 34-37, siendo los haplotipos de RHCE ce, Ce, cE o CE, 
respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 2 de RHCE como se muestra en la SEQ ID NO: 38 o el 
complemento inverso de la misma;
(v) al menos una de las secuencias del exón 3 de RHD como se muestra en la SEC ID NO: 39, las secuencias 60
del exón 3 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 40-43, siendo los haplotipos de RHCE ce, Ce, cE o 
CE, respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 3 de RHCE como se muestra en la SEQ ID NO: 44 o el 
complemento inverso de la misma;
(vi) al menos una de las secuencias del exón 4 de RHD como se muestra en la SEQ ID NO: 45, las secuencias 
del exón 4 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 46-49, siendo los haplotipos de RHCE ce, Ce, cE o 65
CE, respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 4 de RHCE como se muestra en la SEQ ID NO: 50 o el 
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complemento inverso de la misma;
(vii) al menos una de las secuencias del exón 5 de RHD como se muestra en la SEQ ID NO: 51, las secuencias 
del exón 5 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 52-55, siendo los haplotipos de RHCE ce, Ce, cE o 
CE, respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 5 de RHCE como se muestra en la SEQ ID NO: 56 o el 
complemento inverso de la misma;5
(viii) al menos una de las secuencias del exón 6 de RHD tal como se muestra en la SEQ ID NO: 87, las 
secuencias del exón 6 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 88-91, siendo los haplotipos de RHCE 
ce, Ce, cE o CE, respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 6 de RHCE como se muestra en la SEQ 
ID NO: 92 o el complemento inverso de la misma;
(ix) al menos una de las secuencias del exón 7 de RHD como se muestra en la SEQ ID NO: 93, las secuencias 10
del exón 7 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 94-97, siendo los haplotipos de RHCE ce, Ce, cE o 
CE, respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 7 de RHCE como se muestra en la SEQ ID NO: 98 o el 
complemento inverso de la misma;
(x) al menos una de la secuencia del exón 8 de RHD como se muestra en la SEQ ID NO: 99, las secuencias del 
exón 8 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 100-103, siendo los haplotipos de RHCE ce, Ce, cE o 15
CE, respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 8 de RHCE como se muestra en la SEQ ID NO: 104 o 
el complemento inverso de la misma;
(xi) al menos una de las secuencias del exón 9 de RHD tal como se muestra en la SEQ ID NO: 105, las 
secuencias del exón 9 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 106-109, siendo los haplotipos de 
RHCE ce, Ce, cE o CE, respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 9 de RHCE como se muestra en la 20
SEQ ID NO: 110 o el complemento inverso de la misma;
(xii) al menos una de las secuencias del exón 10 de RHD tal como se muestra en la SEQ ID NO: 111, las 
secuencias del exón 10 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 112-115, siendo los haplotipos de 
RHCE ce, Ce, cE o CE, respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 10 de RHCE como se muestra en 
la SEQ ID NO: 116 o el complemento inverso de la misma; y/o25
(xiii) al menos una de las secuencias del intrón 2 de RHD como se muestra en la SEQ ID NO: 117, las 
secuencias del intrón 2 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 118-121, siendo los haplotipos de 
RHCE ce, Ce, cE o CE, respectivamente, o el complemento inverso del mismo.

La secuencia de referencia puede incluir al menos 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 o 100 nucleótidos aguas 30
arriba y/o aguas abajo de dicho exón o dicho intrón. En algunos casos, la secuencia de referencia comprende solo la 
porción de secuencia de exón indicada en negrita en las Figuras 16-20 y 21-26, respectivamente. En otros casos, la 
secuencia de referencia incluye parte (por ejemplo, el 25 %, el 50 % o el 75 %) de o toda la secuencia intrónica 
flanqueante aguas arriba y/o aguas abajo indicada sin negrita de las Figuras 16-20 y 21-26, respectivamente.

35
En ciertos casos de acuerdo con este y otros aspectos de la presente invención, dicha al menos una secuencia de 
referencia comprende al menos dos secuencias de referencia, que incluye: (i) al menos un exón o un intrón del gen 
RHD de la SEQ ID NO: 25 o el complemento inverso del mismo (por ejemplo, una de las SEQ ID NO: 27, 33, 39, 45, 
51, 87, 93, 99, 105, 111 o 117); y (ii) al menos un exón o un intrón de una secuencia del gen RHCE, tal como de la 
SEQ ID NO: 26, (por ejemplo, una de las SEQ ID NO: 28-32, 34-38, 40-44, 46-50, 52-56, 88-92, 94-98, 100-104, 40
106-110, 112-116 o 118-121) o el complemento inverso de las mismas.

En ciertos casos de acuerdo con este y otros aspectos de la presente invención, la pluralidad de posiciones 
discriminantes en dicha alineación se selecciona de las posiciones establecidas en la Tabla 2, la Tabla 11 y la Tabla 
13. La identidad de las bases que pueden detectarse en cada una de dichas posiciones discriminantes también se 45
indica en la Tabla 2, la Tabla 11 y la Tabla 13, como son los genotipos correspondientes. Por ejemplo, la posición 48 
del exón 1 es G/C polimórfico.

Los presentes inventores han descubierto que los cebadores de secuencia consenso particulares tal como se 
definen en el presente documento pueden amplificar segmentos de genes RHD y RHCE (por ejemplo, el exón 1 de 50
RHD y de RHCE) y encontrar uso en los métodos de la presente invención. Por consiguiente, en ciertos casos del 
método del primer aspecto de la invención, cada uno de dichos cebadores específicos de secuencia consenso 
comprende o consiste en una secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en:

RHex01 F1 (SEQ ID NO: 3)

RHex01 F2 (SEQ ID NO: 4)

RHex01 F3 (SEQ ID NO: 5)

RHex01 R1 (SEQ ID NO: 6)

RHex01 R2 (SEQ ID NO: 7)

RHex02 F1 (SEQ ID NO: 8)

55
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(continuación)

RHex02 F2 (SEQ ID NO: 9)

RHex02 R1 (SEQ ID NO: 10)

RHex02 R2 (SEQ ID NO: 11)

RHex03 F1 (SEQ ID NO: 12)

RHex03 F2 (SEQ ID NO: 13)

RHex03 R1 (SEQ ID NO: 14)

RHDex03 R2 (SEQ ID NO: 15)

RHCEex03 R3 (SEQ ID NO: 16)

RHex04 F1 (SEQ ID NO: 17)

RHex04 F2 (SEQ ID NO: 18)

RHex04 R1 (SEQ ID NO: 19)

RHex04 R2 (SEQ ID NO: 20)

RHex05 F1 (SEQ ID NO: 21)

RHex05 F2 (SEQ ID NO: 22)

RHex05 R1 (SEQ ID NO: 23)

RHex05 R2 (SEQ ID NO: 24)

RHex06 F1 (SEQ ID NO: 59)

RHex06 F2 (SEQ ID NO: 60)

RHex06 R1 (SEQ ID NO: 61)

RHex06 R2 (SEQ ID NO: 62)

RHex07 F1 (SEQ ID NO: 63)

RHex07 F2 (SEQ ID NO: 64)

RHex07 R1 (SEQ ID NO: 65)

RHex07 R2 (SEQ ID NO: 66)

RHex08 F1 (SEQ ID NO: 67)

RHex08 F2 (SEQ ID NO: 68)

RHex08 R1 (SEQ ID NO: 69)

RHex08 R2 (SEQ ID NO: 70)

RHex09 F1 (SEQ ID NO: 71)
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(continuación)

RHex09 F2 (SEQ ID NO: 72)

RHex09 F3 (SEQ ID NO: 73)

RHex09 R1 (SEQ ID NO: 74)

RHex09 R2 (SEQ ID NO: 75)

RHex10 F1 (SEQ ID NO: 76)

RHex10 F2 (SEQ ID NO: 77)

RHex10 R1 (SEQ ID NO: 78)

RHex10 R2 (SEQ ID NO: 79)

RHin2 F1 (SEQ ID NO: 80)

RHin2 F2 (SEQ ID NO: 81)

RHin2 F3 (SEQ ID NO: 82)

RHin2 R1 (SEQ ID NO: 83)

RHin2 R2 (SEQ ID NO: 84)

RHin2 R3 (SEQ ID NO: 85)

RHCEin2 R4 (SEQ ID NO: 86)

o una variante de una de dichas secuencias 3-24 y 59-86 que no tiene más de uno, dos o tres cambios de 
nucleótidos por sustitución, adición o deleción. Las variantes de los cebadores de las SEQ ID NO: 3-24 y 59-86 
pueden, en particular, comprender nucleótidos adicionales en el extremo 5' y/o 3', que prolonga la secuencia del 
cebador para incluir la secuencia contigua adyacente a la porción de la secuencia genómica de RHD y RHCE con la 5
que dicho cebador de una de las SEQ ID NO: 3-24 y 59-86 hibrida. Además, o como alternativa, una variante del 
cebador puede truncarse en el extremo 5' y/o 3', por ejemplo, para ser 1, 2 o 3 nucleótidos más corto en longitud.

En algunos casos, de acuerdo con el método de este y de otros aspectos de la presente invención, uno o más de los 
cebadores específicos de secuencia consenso pueden comprender además un marcador o adaptador. Por ejemplo, 10
el cebador puede comprender un marcador o adaptador de secuenciación de nueva generación, por ejemplo, en su 
extremo 5'. En ciertos casos, uno o más de los cebadores específicos de secuencia consenso comprenden un 
marcador de secuenciación de nueva generación con la secuencia 
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT (SEQ ID NO: 1).

15
El marcador de la SEQ ID NO: 1 puede estar en el extremo 5' de un cebador directo, como un cebador directo de 
una o más de las SEQ ID NO: 3-5, 8-9, 12-13, 17-18, 21-22, 59-60, 63-64, 67-68, 71-73, 76-77 y 80-82. Como 
alternativa, o adicionalmente, uno o más de los cebadores específicos de secuencia consenso pueden comprender 
un marcador de secuenciación de nueva generación con la secuencia 
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT (SEQ ID NO: 2). El marcador de la SEQ ID NO: 2 puede estar 20
en el extremo 5 'de un cebador inverso, como un cebador inverso de una o más de las SEQ ID NO: 6-7, 10-11, 14-
16, 19-20, 23-24, 61-62, 65-66, 69-70, 74-75, 78-79 y 83-86.

En otros casos, de acuerdo con el método de este y otros aspectos de la presente invención, uno o más de los 
cebadores específicos de secuencia consenso pueden comprender además un marcador y/o adaptador. Por 25
ejemplo, el cebador puede comprender un marcador o adaptador de secuenciación de nueva generación, por 
ejemplo, en su extremo 5'. En ciertos casos, uno o más cebadores específicos de secuencia consenso comprenden 
un marcador de secuenciación de nueva generación con la secuencia 
ACACTCTTTCCCTACCTGTAAAACGACGGCCAGT (SEQ ID NO: 57). El marcador de la SEQ ID NO: 1 o 57 puede 
estar en el extremo 5' de un cebador directo como un cebador directo de una o más de las SEQ ID NO: 3-5, 8-9, 12-30
13, 17-18, 21-22, 59-60, 63-64, 67-68, 71-73, 76-77 y 80-82. Como alternativa, o adicionalmente, uno o más de los 
cebadores específicos de secuencia consenso pueden comprender un marcador de secuenciación de nueva 
generación con la secuencia GGTTGCTCGCCAGGAAACAGCTATGACC (SEQ ID NO: 58). El marcador de la SEQ 
ID NO: 2 o 58 puede estar en el extremo 5' de un cebador inverso, como un cebador inverso de una o más de las 
SEQ ID NO: 6-7, 10-11, 14-16, 19-20, 23-24, 61-62, 65-66, 69-70, 74-75, 78-79 y 83-86.35
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En algunos casos, de acuerdo con el método de este y de otros aspectos de la presente invención, el método 
comprende secuenciar cada uno de los exones 1, 2, 3, 4 y 5 del gen RHD y cada uno de los exones 1, 2, 3, 4 y 5 del 
gen RHCE. Como alternativa, o adicionalmente, de acuerdo con el método de este y otros aspectos de la presente 
invención, el método puede comprender secuenciar cada uno de los exones 6, 7, 8, 9 y 10 y el intrón 2 del gen RHD
y cada uno de los exones 6, 7, 8, 9 y 10 y el intrón 2 del gen RHCE.5

En algunos casos, de acuerdo con el método de este y de otros aspectos de la presente invención, el método 
comprende clasificar la muestra en términos de su genotipo RHD/RHCE. En ciertos casos, el genotipo se selecciona 
del grupo que consiste en:

10
(a) CE (exones 1-2)-DD(exones 3-9)-CE(exón 10);
(b) DDCcEe;
(c) DdCCee;
(d) ddCcEe;
(e) DdCcee(exones 1-2)-ddCcee(exones 3-9)-DD(exón 10);15
(f) ddCcee;
(g) DDCcEe;
(h) DdccEe;
(i) ddccee;
(j) DDCCee;20
(k) DdCcee;
(l) ddCCee;
(m) DDccEE; y
(n) D?ccEe.

25
En algunos casos, el genotipo es diferente de cualquiera de los genotipos (a) a (n). La clasificación de la muestra 
como de uno de dichos genotipos se realiza normalmente basándose en la proporción relativa de cada nucleótido en 
cada una de dicha pluralidad de posiciones discriminantes en dicha alineación. Preferentemente, la clasificación del 
genotipo de la muestra se realiza basándose en los criterios establecidos en las Tablas 2, 6, 8, 13, 15, 17, 19, 21, 
23, 25, 27, 29, 30 y/o 31.30

En algunos casos, de acuerdo con el método de este y de otros aspectos de la presente invención, el método 
comprende además determinar el tipo de sangre de la muestra en función del genotipo. En ciertos casos, el tipo de 
sangre de la muestra se selecciona del grupo que consiste en:

35
(i) RHD+, tipo Cw;
(ii) RHD+, CcEe;
(iii) wDt3, Cce;
(iv) RHD*DIIIa-het;
(v) Ce, RHD+;40
(vi) DAR-hem;
(vii) r’s;
(viii) Ce, RHD+;
(ix) rr;
(x) R1R1;45
(xi) R1r;
(xii) r’r’;
(xiii) R2R2;
(xiv) Pseudogen/-; y
(xv) DVI tipo 1/-50

En algunos casos, de acuerdo con el método de este y de otros aspectos de la presente invención, la muestra se 
clasifica como que tiene un alelo de tipo sanguíneo seleccionado del grupo que consiste en: RHD*r’s; tipo RHD * r 's; 
RHD*r’s Tipo 1; RHD*r’s Tipo 2; RHD * DIIIa; RHD*DIIIa IVS3+3100G; RHD*DIII_FN; RHD*DIVa-2; RHD*DIVa; 
RHD*DIII-tipo4; RHD * DI-II-tipo6; RHD*DIII-tipo7; RHD*DIII-tipo8; RHCE*ces; RHCE*ces1006T; RHCE*ces1006C;55
RHCE*ce733G; RH-CE*ce48C,733G,1025T; RHCE*ce48C,697G,733G; RHCE*ce340T,733G; y 
RHCE*ce48C,733G,748A, basado en el genotipo de la muestra en una o más posiciones polimórficas en el gen RHD 
y/o el gen RHCE.

En algunos casos, de acuerdo con el método de este y de otros aspectos de la presente invención, el método 60
comprende obtener el número de lecturas que abarcan las bases de referencia y el número de lecturas que abarcan 
bases alternativas después de la alineación para su uso en dicha identificación de genotipo.

En algunos casos, de acuerdo con el método de este y de otros aspectos de la presente invención, el método 
comprende definir un límite para la proporción de lecturas que abarcan las bases de referencia frente a las lecturas 65
que abarcan las bases alternativas para la identificación de la variante.
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En algunos casos, de acuerdo con el método de este y de otros aspectos de la presente invención, el método 
comprende obtener el número de lecturas que abarcan las bases directas de referencia, el número de lecturas que 
abarcan las bases inversas de referencia, el número de lecturas que abarcan las bases directas alternativas y el 
número de lecturas que abarcan las bases inversas alternativas para su uso en la identificación del genotipo.5

En algunos casos, de acuerdo con el método de este y de otros aspectos de la presente invención, el método 
comprende además calcular un puntaje de calidad de mapeo para cada alineación de secuencia y/o un puntaje de 
calidad de mapeo general para una pluralidad de dichos alineamientos de secuencia. En ciertos casos, el puntaje de 
calidad de mapeo para cada alineación de secuencia y/o dicho puntaje de calidad de mapeo general para dicha 10
pluralidad de alineamientos de secuencia debe ser al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 
o al menos 30 unidades de Puntuación de Phred para que dicha identificación de genotipo sea considerada fiable.

En algunos casos, de acuerdo con el método de este y de otros aspectos de la presente invención, se realiza una 
etapa previa al proceso antes de dicha alineación de secuencia para mejorar la calidad de la alineación. En ciertos 15
casos, la etapa previa al proceso comprende excluir lecturas de secuencia más cortas que 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 
o más cortas que 76 nucleótidos. En ciertos casos, la etapa previa al proceso incluye lecturas de secuencia de 
recorte, por ejemplo, eliminar 1, 2, 3, 4 o 5 nucleótidos del extremo 5' y/o 3' de cada lectura de secuenciación.

En algunos casos, de acuerdo con el método de este y de otros aspectos de la presente invención, el método 20
comprende además realizar un paso de control de calidad para evaluar la calidad de las lecturas de secuenciación 
antes de realizar dicha alineación de secuencia, y en donde evaluar la calidad de cada lectura de secuenciación 
directa y/o inversa comprende determinar uno o más parámetros seleccionados del grupo que consiste en: Por 
calidad de secuencia base, Por puntuación de calidad de secuencia, Por contenido de secuencia base, Por 
contenido de bases GC, Por contenido de GC en secuencia, Por contenido de bases de N, Distribución de longitud 25
de secuencia, Nivel de duplicación de secuencia, Secuencias sobrerrepresentadas y contenido de Kmer.

En algunos casos, de acuerdo con el método de este y de otros aspectos de la presente invención, la alineación de 
cada secuencia se realiza utilizando un algoritmo como la coincidencia exacta del alineador Burrows-Wheeler (BWA 
MEM).30

En algunos casos, de acuerdo con el método de este y de otros aspectos de la presente invención, el método 
comprende además evaluar uno o más de dichos alineamientos de secuencia para determinar al menos un 
parámetro seleccionado del grupo que consiste en: cobertura, frecuencia variante, identificación de calidad media del 
genotipo, calidad de mapeo y calidad de identificación. En ciertos casos, el umbral mínimo de cobertura se establece 35
en 10X, 15X, 20X, 25X o 30X. En ciertos casos, la frecuencia mínima variante para identificar a un genotipo 
alternativo es del 2 %, 5 %, 10 %, 15 %, 20 % o 30 %. En ciertos casos, la identificación de calidad promedio del 
genotipo es de al menos 18, 19, 20, 21,22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 o 35 unidades de puntuación 
de Phred. En ciertos casos, la calidad del mapeo es de al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 
29 o 30 unidades de puntuación de Phred. En ciertos casos, la calidad de la identificación es de al menos 15, 16, 17, 40
18, 19, 20, 21,22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 unidades de puntuación de Phred.

En algunos casos, de acuerdo con el método de este y de otros aspectos de la presente invención, los criterios de 
umbral pueden establecerse de tal manera que para definir una identificación homocigótica, un mínimo del 50 %, 
60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o el 99 % de las lecturas deben admitir el alelo identificado. Como alternativa, o 45
adicionalmente, los criterios de corte pueden establecerse de tal manera que para definir una identificación 
heterocigótica, entre el 30 % y el 70 %, entre el 35 % y el 65 %, entre 40% y 60%, o entre 45% y 55% de las lecturas 
deben admitir el alelo alternativo. Como alternativa, o adicionalmente, los criterios de corte pueden establecerse de 
modo que, para definir una llamada hemicigótica, entre el 15 % y el 45 %, entre el 20 % y el 40 %, entre el 20 % y el 
35 %, o entre el 25 % y el 35 % de las lecturas deben admitir el alelo identificado.50

En algunos casos, de acuerdo con el método de este y de otros aspectos de la presente invención, la cobertura se 
evalúa independientemente para la alineación de hebras directas e inversas, y en donde la proporción de cobertura 
de directo frente a inverso está entre 0,6 y 1,4, entre 0,7 y 1,3, entre 0,8 y 1,2, o entre 0,85 y 1,15.

55
De acuerdo con este y otros aspectos de la presente invención, la muestra se obtiene preferentemente o se ha 
obtenido previamente de un sujeto humano. En algunos casos, el sujeto se está sometiendo o es candidato para, la 
transfusión de sangre o trasplante de médula ósea. En algunos casos, el sujeto tiene drepanocitosis (SCD, del inglés 
sickle cell disease) o talasemia mayor. En algunos casos, el sujeto tiene ascendencia no caucásica. En algunos 
casos, el sujeto tiene ascendencia africana.60

De acuerdo con este y otros aspectos de la presente invención, la muestra puede ser cualquier muestra biológica 
adecuada de la cual es posible obtener ácido nucleico, particularmente ADN genómico, para su uso en una reacción 
de PCR. Las muestras adecuadas incluyen cualquier material de origen corporal (líquido, sólido o aspirado) como 
sangre, cabello, células de la mejilla y células de la piel.65
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De acuerdo con este y otros aspectos de la presente invención, la muestra puede someterse a uno o más 
tratamientos para extraer un ácido nucleico antes o como parte de dicha amplificación por PCR.

De acuerdo con este y otros aspectos de la presente invención, el método puede comprender además llevar a cabo 
análisis serológicos en una muestra de sangre obtenida del sujeto. Esto puede ser particularmente útil para 5
corroborar o aclarar una predicción de fenotipo realizada. La combinación de la predicción del tipo de sangre basada 
en el genotipo con una predicción basada en la serología puede ser útil, por ejemplo, para mejorar la precisión o 
resolver resultados ambiguos. Sin embargo, también se contempla específicamente en el presente documento que 
el método de este y otros aspectos de la presente invención puede no comprender la realización de análisis 
serológicos. Eliminar la necesidad de realizar análisis serológicos proporciona ahorros considerables en términos de 10
tiempo, coste y/o recursos.

También se desvela en el presente documento una pluralidad de cebadores para la amplificación por PCR de uno o 
más segmentos del gen RHD y del gen RHCE, en donde la secuencia de nucleótidos de cada cebador de dicha 
pluralidad comprende o consiste en una secuencia de nucleótidos seleccionada del grupo que consiste en:15

RHex01 F1 TCCCTCAAGCCCTCAAGTAG (SEQ ID NO: 3)

RHex01 F2 TGTTGGAGAGAGGGGTGATG (SEQ ID NO: 4)
RHex01 F3 CTGCACAGAGACGGACACAG (SEQ ID NO: 5)

RHex01 R1 CCCTGCTATTTGCTCCTGTG (SEQ ID NO: 6)

RHex01 R2 AAAGGAACATCTGTGCCCCT (SEQ ID NO: 7)

RHex02 F1 CCCTTCCAGCTGCCATTTAG (SEQ ID NO: 8)

RHex02 F2 AAATCTCGTCTGCTTCCCCC (SEQ ID NO: 9)

RHex02 R1 AAGTGATCCAGCCACCATCC (SEQ ID NO: 10)
RHex02 R2 GTCCATTCCCTCTATGACCC (SEQ ID NO: 11)

RHex03 F1 AGGTGCCCAACAGTGTTTGT (SEQ ID NO: 12)
RHex03 F2 TGAGTGAGAGGCATCCTTCC (SEQ ID NO: 13)

RHex03 R1 TTTGGCCCTTTTCTCCCAGG (SEQ ID NO: 14)
RHDex03 R2 GAAACCCCACCAAATGGAGC (SEQ ID NO: 15)
RHCEex03 R3 GAAGCCCCACCAAATGGAGC (SEQ ID NO: 16)

RHex04 F1 GGCTTCAAGTCACACCTCCT (SEQ ID NO: 17)
RHex04 F2 CAGAGGATGCCGACACTCAC (SEQ ID NO: 18)

RHex04 R1 CCATTCTGCTCAGCCCAAGT (SEQ ID NO: 19)
RHex04 R2 CAGCCAGAGCCTTTTCTGAG (SEQ ID NO: 20)

RHex05 F1 CAGCCCTAGGATTCTCATCC (SEQ ID NO: 21)
RHex05 F2 AGCAGGAGTGTGATTCTGGC (SEQ ID NO: 22)

RHex05 R1 CTGTTAGACCCAAGTGCTGC (SEQ ID NO: 23)

RHex05 R2 TGGGGAGGGGCATAAATATG (SEQ ID NO: 24),

RHex06 F1 GGTCACTTGCAGCAAGATGG (SEQ ID NO: 59)

RHex06 F2 ACCTTGCTTCCTTTACCCAC (SEQ ID NO: 60)

RHex06 R1 TGGCCTTCAGCCAAAGCAGA (SEQ ID NO: 61)
RHex06 R2 CTAATGCAGCTGTGCACTGC (SEQ ID NO: 62)

RHex07 F1 TGTGTGAAAGGGGTGGGTAG (SEQ ID NO: 63)
RHex07 F2 GTCTCACCTGCCAATCTGCT (SEQ ID NO: 64)

RHex07 R1 GTTGGAGGGGAGTGTTAAGG (SEQ ID NO: 65)
RHex07 R2 CCAGCTAAGGACTCTGCACA (SEQ ID NO: 66)
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(continuación)

RHex08 F1 ATGGCACTACTGACACCGAC (SEQ ID NO: 67)
RHex08 F2 TTGTCCCTGATGACCTCTGC (SEQ ID NO: 68)

RHex08 R1 TGTCCTGGCAATGGTGGAAG (SEQ ID NO: 69)
RHex08 R2 GCACATAGACATCCAGCCAC (SEQ ID NO: 70)

RHex09 F1 AGCTGGTCCAGGAATGACAG (SEQ ID NO: 71)

RHex09 F2 GTGGGAGAAAAAGGATTTCTGTTGAGA (SEQ ID NO: 72)
RHex09 F3 TCTTGAGATTAAAAATCCTGTGCTCCA (SEQ ID NO: 73)

RHex09 R1 AGTTCATGCACTCAAAATCTATCACGT (SEQ ID NO: 74)
RHex09 R2 CCTGCAATGCTCCTTACTCC (SEQ ID NO: 75)

RHex10 F1 GGCTGTTTCAAGAGATCAAGCC (SEQ ID NO: 76)
RHex10 F2 TCAGTATGTGGGTTCATCTGCA (SEQ ID NO: 77)

RHex10 R1 AGGCAACAGTGAGAGGAAGTTG (SEQ ID NO: 78)

RHex10 R2 TGCTGTCATGAGCGTTTCTCAC (SEQ ID NO: 79)

RHin2 F1 CTTGTGCCACTTGACTTGGGACTG (SEQ ID NO: 80)

RHin2 F2 CTGTTTTGAGTCCCTTCAGGGGAG (SEQ ID NO: 81)
RHin2 F3 CTCACATACTGATAACTTAG CAAATG G C (SEQ ID NO: 82)

RHin2 R1 GATCACTTGAGCCCAGGAGGC (SEQ ID NO: 83)

RHin2 R2 TTAACTCAGGAGGCTGAGGTGG (SEQ ID NO: 84)
RHin2 R3 CTGAGGTGGGAGGATCACTTGAG (SEQ ID NO: 85)
RHCEin2 R4 AAATTAGCCGGGCATGGTAGCAG (SEQ ID NO: 86)

o es una variante de una de dichas secuencias 3-24 y 59-86 que no tiene más de uno, dos o tres cambios de 
nucleótidos por sustitución, adición o deleción. En algunos casos, los cebadores pueden ser como se definen de 
acuerdo con el primer aspecto de la invención.5

Las variantes de los cebadores de las SEQ ID NO: 3-24 y 59-86 pueden, en particular, comprender nucleótidos 
adicionales en el extremo 5' y/o 3', que prolonga la secuencia del cebador para incluir la secuencia contigua 
adyacente a la porción de la secuencia genómica de RHD y RHCE con la que dicho cebador de una de las SEQ ID 
NO: 3-24 y 59-86 hibrida. Además, o como alternativa, una variante del cebador puede truncarse en el extremo 5' y/o 10
3', por ejemplo, para ser 1, 2 o 3 nucleótidos más corto en longitud.

En algunos casos, uno o más de los cebadores específicos de secuencia consenso pueden comprender además un 
marcador o adaptador. Por ejemplo, el cebador puede comprender un marcador o adaptador de secuenciación de 
nueva generación, por ejemplo, en su extremo 5'. En ciertos casos, uno o más cebadores específicos de secuencia 15
consenso comprenden un marcador de secuenciación de nueva generación con la secuencia 
ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT(SEQ ID NO: 1). El marcador de la SEQ ID NO: 1 puede estar en 
el extremo 5' de un cebador directo, como un cebador directo de una o más de las SEQ ID NO: 3-5, 8-9, 12-13, 17-
18, 21-22, 59-60, 63-64, 67-68, 71-73, 76-77 y 80-82. Como alternativa, o adicionalmente, uno o más de los 
cebadores específicos de secuencia consenso pueden comprender un marcador de secuenciación de nueva 20
generación con la secuencia GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT (SEQ ID NO: 2). El marcador de 
la SEQ ID NO: 2 puede estar en el extremo 5 'de un cebador inverso, como un cebador inverso de una o más de las 
SEQ ID NO: 6-7, 10-11, 14-16, 19-20, 23-24, 61-62, 65-66, 69-70, 74-75, 78-79 y 83-86.

En algunos casos, tras la adición del marcador de secuenciación de nueva generación, se pueden añadir 25
adaptadores. Estos adaptadores se añaden utilizando una secuencia de cebador directo que comprende el marcador 
de secuencia de nueva generación, así como una secuencia de adaptador, tal como

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT (SEQ ID NO: 122) y/o 
una secuencia de cebador inverso30
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATXXXXXXXXGTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTC (SEQ ID NO: 123) 
que contiene un código de barras de 8 nucleótidos añadido para la identificación del paciente (indicado como 
XXXXXXXX en la SEQ ID NO: 123).

Los cebadores de secuencia incluyen los de secuenciación directa 35
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ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT (SEQ ID NO: 124), secuenciación inversa 
GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT (SEQ ID NO: 125), y secuenciación de índice 
AGATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGTCAC (SEQ ID NO: 126).

En otros casos, uno o más de los cebadores específicos de secuencia consenso pueden comprender además un 5
marcador o adaptador. Por ejemplo, el cebador puede comprender un marcador o adaptador de secuenciación de 
nueva generación, por ejemplo, en su extremo 5'. En ciertos casos, uno o más cebadores específicos de secuencia 
consenso comprenden un marcador de secuenciación de nueva generación con la secuencia 
TGTAAAACGACGGCCAGT (SEQ ID NO: 57). El marcador de la SEQ ID NO: 57 puede estar en el extremo 5' de un 
cebador directo, como un cebador directo de una o más de las SEQ ID NO: 3-5, 8-9, 12-13, 17-18, 21-22, 59-60, 63-10
64, 67-68, 71-73, 76-77 y 80-82.

Como alternativa, o adicionalmente, uno o más de los cebadores específicos de secuencia consenso pueden 
comprender un marcador de secuenciación de nueva generación con la secuencia CAGGAAACAGCTATGACC 
(SEQ ID NO: 58). El marcador de la SEQ ID NO: 58 puede estar en el extremo 5 'de un cebador inverso, como un 15
cebador inverso de una o más de las SEQ ID NO: 6-7, 10-11, 14-16, 19-20, 23-24, 61-62, 65-66, 69-70, 74-75, 78-79 
y 83-86. Tras la adición del marcador de secuenciación de nueva generación, los adaptadores se añaden usando 
una secuencia de cebador directo

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACCTGTAAAACGACGGCCAGT (SEQ ID NO: 127) y 20
un cebador inverso
CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATXXXXXXXXGGTTGCTCGCCAGGAAACAGCTATGACC (SEQ ID NO: 128) 
que contiene un código de barras de 8 nucleótidos añadido para la identificación del paciente (indicado como 
XXXXXXXX en la SEQ ID NO: 128).

25
Los cebadores de secuenciación incluyen aquellos para la secuenciación directa 
ACACTCTTTCCCTACCTGTAAAACGACGGCCAGT (SEQ ID NO: 129), secuenciación inversa 
GGTTGCTCGCCAGGAAACAGCTATGACC (SEQ ID NO: 130), y secuenciación de índice 
GGTCATAGCTGTTTCCTGGCGAGCAACC (SEQ ID NO: 131).

30
En algunos casos, la pluralidad de cebadores comprende al menos un cebador directo y al menos un cebador 
inverso. En casos particulares, la pluralidad de cebadores comprende al menos un par de cebadores seleccionados 
del grupo que consiste en:

(i) un cebador directo del exón 1 seleccionado de las SEQ ID NO: 3-5, y un cebador inverso del exón 1 35
seleccionado de las SEQ ID NO: 6 y 7;
(ii) un cebador directo del exón 2 seleccionado de las SEQ ID NO: 8 y 9, y un cebador inverso del exón 2 
seleccionado de las SEQ ID NO: 10 y 11;
(iii) un cebador directo del exón 3 seleccionado de las SEQ ID NO: 12 y 13, y un cebador inverso del exón 3 
seleccionado de las SEQ ID NO: 14-16;40
(iv) un cebador directo del exón 4 seleccionado de las SEQ ID NO: 17 y 18, y un cebador inverso del exón 4 
seleccionado de las SEQ ID NO: 19 y 20;
(v) un cebador directo del exón 5 seleccionado de las SEQ ID NO: 21 y 22, y un cebador inverso del exón 5 
seleccionado de las SEQ ID NO: 23 y 24. En casos particulares, el par de cebadores es distinto del cebador 
directo de la SEQ ID NO: 5 en combinación con el cebador inverso de la SEQ ID NO: 6;45
(vi) un cebador directo del exón 6 seleccionado de las SEQ ID NO: 59 y 60, y un cebador inverso del exón 6 
seleccionado de las SEQ ID NO: 61 y 62;
(vii) un cebador directo del exón 7 seleccionado de las SEQ ID NO: 63 y 64, y un cebador inverso del exón 7 
seleccionado de las SEQ ID NO: 65 y 66;
(viii) un cebador directo del exón 8 seleccionado de las SEQ ID NO: 67 y 68, y un cebador inverso del exón 8 50
seleccionado de las SEQ ID NO: 69 y 70;
(ix) un cebador directo del exón 9 seleccionado de las SEQ ID NO: 71-73, y un cebador inverso del exón 9 
seleccionado de las SEQ ID NO: 74 y 75;
(x) un cebador directo del exón 10 seleccionado de las SEQ ID NO: 76 y 77, y un cebador inverso del exón 10 
seleccionado de las SEQ ID NO: 78 y 79;55
(xi) un cebador directo del intrón 2 seleccionado de las SEQ ID NO: 80-82, y un cebador inverso de intrón 2 
seleccionado de las SEQ ID NO: 83-86;

En algunos casos, al menos uno de los cebadores comprende además un marcador de secuenciación de nueva 
generación y/o comprende además un marcador detectable (por ejemplo, un marcador fluorescente), un nucleótido 60
biotinilado, o una porción de ácido nucleico bloqueado (LNA). En particular, los cebadores pueden, en algunos 
casos, ser otros que no sean un fragmento de una secuencia de nucleótidos natural. Como será evidente para el 
experto en la materia, los cebadores que tienen una o más bases no naturales (por ejemplo, un análogo de base 
d5SICS y dNaM) y/o una cadena principal modificada (por ejemplo, ARN sustituido con 2'-O-metilo, ácido nucleico 
bloqueado (LNA), el BNA (del inglés Bridged Nucleic Acid, ácido nucleico en puente) o el ácido nucleico morfolino) 65
son estructuralmente distintos de los fragmentos de la secuencia de nucleótidos natural.
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Los cebadores pueden ser ADN o ARN. Preferentemente, los cebadores son cebadores de ADN.

Los cebadores encuentran un uso particular de acuerdo con los métodos de la invención.
5

También se describe un kit para evaluar el tipo de sangre de un sujeto, comprendiendo dicho kit:

una pluralidad de cebadores como se describe anteriormente;
opcionalmente, uno o más reactivos de amplificación por PCR y/o uno o más reactivos de secuenciación de 
nueva generación.10

También se describe un sistema para determinar el tipo de sangre de un sujeto, comprendiendo el sistema:

un kit tal como se describe anteriormente; y
al menos un detector dispuesto para detectar una señal de un amplicón marcado de forma detectable producido 15
por amplificación por PCR realizada en ADN obtenido de dicho sujeto;
al menos un controlador en comunicación con el al menos un detector, estando el controlador programado con 
instrucciones legibles por ordenador para transformar dicha señal en una secuencia de nucleótidos predicha. 
Normalmente, el sistema tiene la forma de una plataforma de secuenciación de nueva generación, en la que el 
detector está dispuesto para detectar la señal de un terminador reversible marcado con fluorescencia unido a 20
dNTP a medida que se agregan a un polinucleótido en crecimiento ("secuenciación por síntesis").

En algunos casos, el controlador está programado con instrucciones legibles por ordenador para preparar una 
alineación entre dicha secuencia de nucleótidos predicha y una secuencia de referencia para un gen RHD y/o una 
secuencia de referencia para un gen RHCE.25

En algunos casos, el controlador está programado con instrucciones legibles por ordenador para determinar el 
genotipo de dicha muestra basándose en la proporción relativa de cada nucleótido en cada una de una pluralidad de 
posiciones discriminantes en dicha alineación.

30
En algunos casos, el controlador está programado con instrucciones legibles por ordenador para transformar el 
genotipo de dicha muestra en haplotipos de tipo sanguíneo predichos, y opcionalmente, transformar dichos 
haplotipos de tipo sanguíneo predichos en un fenotipo de tipo sanguíneo predicho.

También se describe el uso de una pluralidad de cebadores del segundo aspecto de la invención en la preparación 35
de una biblioteca de secuenciación.

También se describe el uso de una pluralidad de cebadores como se describe anteriormente, un kit como se 
describe anteriormente o un sistema como se describe anteriormente en un método de secuenciación. En algunos 
casos, el uso es en un método de secuenciación de nueva generación, tal como secuenciación por síntesis o 40
secuenciación Illumina®.

También se describe el uso de una pluralidad de cebadores como se describe anteriormente, un kit como se 
describe anteriormente o un sistema como se describe anteriormente en un método del primer aspecto de la 
invención.45

En un segundo aspecto, la presente invención proporciona un método de emparejamiento de sangre, 
comprendiendo el método:

llevar a cabo el método del primer aspecto de la invención en una muestra receptora de un sujeto receptor que 50
necesita sangre de donante y en una muestra donante de un posible sujeto donante;
comparar los alelos de tipo sanguíneo presentes en la muestra receptora con los presentes en el sujeto donante 
y determinando así la compatibilidad del sujeto receptor para recibir sangre del posible sujeto donante.

En algunos casos, el método de acuerdo con el segundo aspecto de la invención puede llevarse a cabo para una 55
pluralidad de sujetos receptores y una pluralidad de posibles sujetos donantes, por ejemplo, para ayudar a detectar 
la compatibilidad en un servicio de donación de sangre/transfusión de sangre.

A continuación, la invención se describirá con mayor detalle, a modo de ejemplo y no de limitación, haciendo 
referencia a los dibujos adjuntos. Para los expertos en la materia serán evidentes varias modificaciones y 60
variaciones equivalentes cuando reciban la presente divulgación. Por consiguiente, las realizaciones a modo de 
ejemplo expuestas de la invención se consideran como ilustrativas y no limitantes.

Descripción de las figuras
65

La Figura 1 muestra una imagen de gel de agarosa que demuestra productos de amplificación por PCR de 
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cebadores del exón 1. Carril 1 - marcador de 100 pb; carril 2 - Ex01 F1R1; carril 3 - Ex01 F1R2; carril 4 - Ex01 
F2R1; carril 5 - Ex01 F2R2; carril 6 - Ex01 F3R1; carril 7 - Ex01 F3R2. Todas las combinaciones de cebadores 
distintas de Ex01 F3R1 del carril 6 mostraron una amplificación exitosa del exón 1.

La Figura 2 muestra una imagen de gel de agarosa que demuestra productos de amplificación por PCR de 5
cebadores del exón 1 (repetición) y cebadores del exón 2. Carril 1 - marcador de 100 pb; carril 2 - Ex01 F3R1 
(muestra 1); carril 3 - Ex01 F3R1 (muestra 2); carril 4 - Ex02 F1R1; carril 5 - Ex02 F1R2; carril 6 - Ex02 F2R1; 
carril 7 - Ex02 F2R2. Todas las combinaciones de cebadores que no sean las repeticiones de Ex01 F3R1 de los 
carriles 2 y 3 mostraron una amplificación exitosa.

10
La Figura 3 muestra una imagen de gel de agarosa que demuestra productos de amplificación por PCR de 
cebadores del exón 3. Carril 1 - marcador de 100 pb; carril 2 - Ex03 F1R1; carril 3 - Ex03 F1R2; carril 4 - Ex03 
F1R3; carril 5 - Ex03 F2R1; carril 6 - Ex03 F2R2; carril 7 - Ex03 F3R3. Todas las combinaciones de cebadores 
mostraron una amplificación exitosa del exón 3.

15
La Figura 4 muestra una imagen de gel de agarosa que demuestra productos de amplificación por PCR de 
cebadores del exón 4. Carril 1 - marcador de 100 pb; carril 2 - Ex04 F1R1; carril 3 - Ex04 F1R2; carril 4 - Ex04 
F2R1; carril 5 - Ex04 F2R2. Todas las combinaciones de cebadores mostraron una amplificación exitosa del exón 
4.

20
La Figura 5 muestra una imagen de gel de agarosa que demuestra productos de amplificación por PCR de 
cebadores del exón 5. Carril 1 - marcador de 100 pb; carril 2 - Ex05 F1R1; carril 3 - Ex05 F1R2; carril 4 - Ex05 
F2R1; carril 5 - Ex05 F2R2. Todas las combinaciones de cebadores mostraron una amplificación exitosa del exón 
5.

25
La Figura 6 muestra un electroferograma que ilustra la detección del alelo heterocigótico en la posición 48 del 
exón 1 (véase el doble pico, encerrado en un círculo) discriminando entre RHD y el alelo C de RHCE en una 
muestra con el genotipo DDCCee. La secuencia de la muestra es: 
TGTCCGGCGCTGCCTGCCCCTCTGSGCCCTAACACTGGAAGCA (SEQ ID NO: 132).

30
La Figura 7 muestra un electroferograma que ilustra la detección de la posición homocigótica 48 del exón 1 de 
RHCE (véase el pico G en un círculo) en una muestra con el genotipo ddccee. La secuencia de la muestra es: 
CCGGCGCTGCCTGCCCCTCTGGGCCCTAACACTGGAAG (SEQ ID NO: 133).

La Figura 8 muestra un electroferograma que ilustra la detección de las posiciones heterocigóticas 201 y 203 del 35
exón 2 (véase los picos en un círculo) discriminando entre RHD y el alelo c de RHCE en una muestra con el 
genotipo DDCCee. La secuencia de la muestra es: 
GGGCTTCCTCACCTCRARTTTCCGGAGACACAGCTGGAGCA (SEQ ID NO: 134).

La Figura 9 muestra un electroferograma que ilustra la detección de las posiciones homocigóticas 201 y 203 del 40
exón 2 de RHCE (véase los picos en círculo) en una muestra con el genotipo ddccee. La secuencia de la 
muestra es: GGCTTCCTCACCTCAAATTTCCGGAGACACAG CTG GAG C AG (SEQ ID NO: 135).

La Figura 10 muestra un electroferograma que ilustra la detección de las posiciones heterocigóticas 380 y 383 
en el exón 3 (véase los picos en un círculo) discriminando entre RHD y RHCE en una muestra con el genotipo 45
DDCCee. La secuencia de la muestra es: CGGTGCTGATCTC AGYGGRTGCTGTCTTGGGGAAGGTC (SEQ ID 
NO: 136).

La Figura 11 muestra un electroferograma que ilustra la detección de las posiciones homocigóticas 380 y 383 del 
exón 3 de RHCE (véase los picos en círculo) en una muestra con el genotipo ddccee. La secuencia de la 50
muestra es: GGTGCTGATCTCAGCGGGTGCTGTCTTGGGGAA (SEQ ID NO: 137).

La Figura 12 muestra un electroferograma que ilustra la detección de las posiciones heterocigóticas 577, 594 y 
602 del exón 4 (véase los picos en un círculo) discriminando entre RHD y RHCE en una muestra con el genotipo 
DDCCee. La secuencia de la muestra es: GCCTCTACCCRAGGGAACGGAGGATAAWGATCAGASAGCAACG 55
(SEQ ID NO: 138).

La Figura 13 muestra un electroferograma que ilustra la detección de las posiciones homocigóticas 577, 594 y 
602 del exón 4 de RHCE (véase picos en círculo) en una muestra con el genotipo ddccee. La secuencia de la 
muestra es: GCCTGCCAAAGCCTCTACCCAAGGGAACGGAGGATAAT GATCAGAGAGCAAC (SEQ ID NO: 60
139).

La Figura 14 muestra un electroferograma que ilustra la detección de la posición heterocigótica 712, 733, 744 del 
exón 5 (véase los picos en un círculo) discriminando entre RHD y RHCE en una muestra con el genotipo 
DDCCee. La secuencia de la muestra es: GAATGCCRTGTT 65
CAACACCTACTATGCTSTAGCAGTCAGYGTGGTGA (SEQ ID NO: 140).
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La Figura 15 muestra un electroferograma que ilustra la detección de las posiciones homocigóticas 712, 733, 
744 del exón 5 de RHCE (véase los picos en un círculo) en una muestra con el genotipo ddccee. La secuencia 
de la muestra es: GAAGAATGCCATGTTCAACACCTACTATGCTCTAGCAGT CAGTGTGGTGACA (SEQ ID NO: 
141).5

La Figura 16A-B muestra una secuencia de alineación del exón 1 (en negrita), así como posiciones intrónicas 
aguas arriba y aguas abajo (sin negrita), para RHD (SEQ ID NO: 27), Alelos del gen RHCE RHCE*ce (SEQ ID 
NO: 28), RHCE*cE (SEQ ID NO: 29), RHCE*Ce (SEQ ID NO: 30) y RHCE*CE (SEQ ID NO: 31), y la secuencia 
consenso para RHCE (SEQ ID NO: 32). Los nucleótidos idénticos se indican con un asterisco. Los huecos se 10
indican con un guión. Los números al final de las filas indican, para el último nucleótido en dicha fila, su posición 
en el alineamiento, así como su posición exónica (entre paréntesis).

La Figura 17A-B muestra una secuencia de alineación del exón 2 (en negrita), así como posiciones intrónicas 
aguas arriba y aguas abajo (sin negrita), para RHD (SEQ ID NO: 33), los alelos del gen RHCE RHCE*ce (SEQ ID 15
NO: 34), RHCE*cE (SEQ ID NO: 35), RHCE*Ce (SEQ ID NO: 36) y RHCE*CE (SEQ ID NO: 37), y la secuencia 
consenso para RHCE (SEQ ID NO: 38). Los nucleótidos idénticos se indican con un asterisco. Los huecos se 
indican con un guión. Los números al final de las filas indican, para el último nucleótido en dicha fila, su posición 
en el alineamiento, así como su posición exónica (entre paréntesis).

20
La Figura 18A-B muestra una secuencia de alineación del exón 3 (en negrita), así como posiciones intrónicas 
aguas arriba y aguas abajo (sin negrita), para RHD (SEQ ID NO: 39), los alelos del gen RHCE RHCE*ce (SEQ ID 
NO: 40), RHCE*cE (SEQ ID NO: 41), RHCE*Ce (SEQ ID NO: 42) y RHCE*CE (SEQ ID NO: 43), y la secuencia 
consenso para RHCE (SEQ ID NO: 44). Los nucleótidos idénticos se indican con un asterisco. Los huecos se 
indican con un guión. Los números al final de las filas indican, para el último nucleótido en dicha fila, su posición 25
en el alineamiento, así como su posición exónica (entre paréntesis).

La Figura 19A-B muestra una secuencia de alineación del exón 4 (en negrita), así como posiciones intrónicas 
aguas arriba y aguas abajo (sin negrita), para RHD (SEQ ID NO: 45), los alelos del gen RHCE RHCE*ce (SEQ ID 
NO: 46), RHCE*cE (SEQ ID NO: 47), RHCE*Ce (SEQ ID NO: 48) y RHCE*CE (SEQ ID NO: 49), y la secuencia 30
consenso para RHCE (SEQ ID NO: 50). Los nucleótidos idénticos se indican con un asterisco. Los huecos se 
indican con un guión. Los números al final de las filas indican, para el último nucleótido en dicha fila, su posición 
en el alineamiento, así como su posición exónica (entre paréntesis).

La Figura 20A-B muestra una secuencia de alineación del exón 5 (en negrita), así como posiciones intrónicas 35
aguas arriba y aguas abajo (sin negrita), para RHD (SEQ ID NO: 51), los alelos del gen RHCE RHCE*ce (SEQ ID 
NO: 52), RHCE*cE (SEQ ID NO: 53), RHCE*Ce (SEQ ID NO: 54) y RHCE*CE (SEQ ID NO: 55), y la secuencia 
consenso para RHCE (SEQ ID NO: 56). Los nucleótidos idénticos se indican con un asterisco. Los huecos se 
indican con un guión. Los números al final de las filas indican, para el último nucleótido en dicha fila, su posición 
en el alineamiento, así como su posición exónica (entre paréntesis).40

La Figura 21A-B muestra una secuencia de alineación del exón 6 (en negrita), así como posiciones intrónicas 
aguas arriba y aguas abajo (sin negrita), para RHD (SEQ ID NO: 87), los alelos del gen RHCE RHCE*ce (SEQ ID 
NO: 88), RHCE*cE (SEQ ID NO: 89), RHCE*Ce (SEQ ID NO: 90) y RHCE*CE (SEQ ID NO: 91), y la secuencia 
consenso para RHCE (SEQ ID NO: 92). Los nucleótidos idénticos se indican con un asterisco. Los huecos se 45
indican con un guión. Los números al final de las filas indican, para el último nucleótido en dicha fila, su posición 
en el alineamiento, así como su posición exónica (entre paréntesis).

La Figura 22A-B muestra una secuencia de alineación del exón 7 (en negrita), así como posiciones intrónicas 
aguas arriba y aguas abajo (sin negrita), para RHD (SEQ ID NO: 93), los alelos del gen RHCE RHCE*ce (SEQ ID 50
NO: 94), RHCE*cE (SEQ ID NO: 95), RHCE*Ce (SEQ ID NO: 96) y RHCE*CE (SEQ ID NO: 97), y la secuencia 
consenso para RHCE (SEQ ID NO: 98). Los nucleótidos idénticos se indican con un asterisco. Los huecos se 
indican con un guión. Los números al final de las filas indican, para el último nucleótido en dicha fila, su posición 
en el alineamiento, así como su posición exónica (entre paréntesis).

55
La Figura 23A-B muestra una secuencia de alineación del exón 8 (en negrita), así como posiciones intrónicas 
aguas arriba y aguas abajo (sin negrita), para RHD (SEQ ID NO: 99), los alelos del gen RHCE RHCE*ce (SEQ ID 
NO: 100), RHCE*cE (SEQ ID NO: 101), RHCE*Ce (SEQ ID NO: 102) y RHCE*CE (SEQ ID NO: 103), y la 
secuencia consenso para RHCE (SEQ ID NO: 104). Los nucleótidos idénticos se indican con un asterisco. Los 
huecos se indican con un guión. Los números al final de las filas indican, para el último nucleótido en dicha fila, 60
su posición en el alineamiento, así como su posición exónica (entre paréntesis).

La Figura 24A-B muestra una secuencia de alineación del exón 9 (en negrita), así como posiciones intrónicas 
aguas arriba y aguas abajo (sin negrita), para RHD (SEQ ID NO: 105), los alelos del gen RHCE RHCE*ce (SEQ 
ID NO: 106), RHCE*cE (SEQ ID NO: 107), RHCE*Ce (SEQ ID NO: 108) y RHCE*CE (SEQ ID NO: 109), y la 65
secuencia consenso para RHCE (SEQ ID NO: 110). Los nucleótidos idénticos se indican con un asterisco. Los 
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huecos se indican con un guión. Los números al final de las filas indican, para el último nucleótido en dicha fila, 
su posición en el alineamiento, así como su posición exónica (entre paréntesis).

La Figura 25A-B muestra una secuencia de alineación del exón 10 (en negrita), así como posiciones intrónicas 
aguas arriba y aguas abajo (sin negrita), para RHD (SEQ ID NO: 111), los alelos del gen RHCE RHCE*ce (SEQ 5
ID NO: 112), RHCE*cE (SEQ ID NO: 113), RHCE*Ce (SEQ ID NO: 114) y RHCE*CE (SEQ ID NO: 115), y la 
secuencia consenso para RHCE (SEQ ID NO: 116). Los nucleótidos idénticos se indican con un asterisco. Los 
huecos se indican con un guión. Los números al final de las filas indican, para el último nucleótido en dicha fila, 
su posición en el alineamiento, así como su posición exónica (entre paréntesis).

10
La Figura 26A-B muestra una alineación de secuencia del inserto de 109 pares de bases (en negrita), así como 
las posiciones intrónicas aguas arriba y aguas abajo (no en negrita) en el intrón 2, para RHD (SEQ ID NO: 117), 
los alelos del gen RHCE RHCE*ce (SEQ ID NO: 118), RHCE*cE (SEQ ID NO: 119), RHCE*Ce (SEQ ID NO: 120) 
y RHCE*CE (SEQ ID NO: 121). Los nucleótidos idénticos se indican con un asterisco. Los huecos se indican con 
un guión. Los números al final de las filas indican, para el último nucleótido en dicha fila, su posición en la 15
alineación.

La Figura 27 muestra una imagen de gel de agarosa que demuestra los productos de amplificación por PCR de 
los exones 6 a 10 con diferentes combinaciones de cebadores. Todas las combinaciones de cebadores 
mostraron una amplificación exitosa.20

La Figura 28 muestra una imagen de gel de agarosa que demuestra los productos de amplificación por PCR del 
intrón 2 con diferentes combinaciones de cebadores. Todas las combinaciones de cebadores mostraron una 
amplificación exitosa.

25
Descripción detallada de la invención

La presente invención encuentra uso en la determinación de alelos en conjuntos de genes altamente homólogos tal 
como se define en las reivindicaciones, tales como los genes clínicamente relevantes RHD y RHCE que codifican 
antígenos sanguíneos. La invención proporciona un método para genotipar alelos como se establece en la 30
reivindicación 1.

Ventajosamente, el método de la presente invención puede comprender además genotipar una muestra obtenida de 
un sujeto humano en una o más posiciones en el intrón 7 del gen RHD y/o en el intrón 7 del gen RHCE. La 
tipificación de la sangre utilizando polimorfismos de intrón 7 se describe en el documento WO2012/171990. La 35
tipificación de sangre mediante el uso de una combinación de polimorfismos en el gen RHD y/o el gen RHCE se 
describe en los documentos US2012/0172239 y EP2471949.

El antígeno del grupo sanguíneo Rh D está codificado por el gen RHD, que comprende 10 exones. La secuencia 
completa del gen RHD está disponible en la secuencia de referencia del NCBI: N.º NG_007494.1, GI:171184448, 40
(SEQ ID NO: 25). Los exones 1-5 y 6-10 del gen RHD, y el intrón 2 tienen las secuencias en negrita en las Figuras 
16-20 y 21-26.

El antígeno del grupo sanguíneo Rh C está codificado por el gen RHCE, que comprende 10 exones. La secuencia 
completa del gen RHCE está disponible en la secuencia de referencia del NCBI: NG_009208.2, GI:301336136, (SEQ 45
ID NO: 26). Una secuencia actualizada del gen RHCE está disponible en: NG_009208.3. los alelos génicos del gen 
RHCE RHCE*ce, RHCE*Ce, RHCE*cE y RHCE*CE tienen las secuencias de nucleótidos del exón expuestas en las 
Figuras 16-20 y 21-26 (exones 1-5 y 6-10, e intrón 2, respectivamente). Las secuencias consenso de RHCE de los 
exones 1-5 y 6-10 también se muestran en las Figuras 16-20 y 21-26, respectivamente.

50
El término "muestra", como se usa en el presente documento, pretende abarcar cualquier material (sólido, líquido o 
aspirado) obtenido directa o indirectamente de un sujeto, tal como un sujeto humano, en el que se encuentra el 
conjunto de loci genéticos de interés. En particular, el término "muestra" incluye cualquier fluido biológico como la 
sangre, plasma, orina, saliva, líquido cefalorraquídeo y líquido intersticial, cualquier materia sólida, tal como tejido,
hueso y cabello, cualquier célula o extracto celular, cualquier línea celular derivada, tal como una línea de células 55
tumorales inmortalizadas y una línea de células madre, un extracto de cualquiera de los tipos de muestra anteriores, 
tal como tejido fijado o embebido en parafina. En determinadas realizaciones preferidas, la muestra es un extracto 
de ADN genómico humano, opcionalmente amplificado y/o purificado.

Tal como se emplea en la presente memoria, el término "genotipado" pretende abarcar cualquier método para 60
determinar la identidad del nucleótido en una posición particular tal como una posición polimórfica en un locus 
especificado. Por lo tanto, el genotipado incluye la identificación de uno o ambos alelos de un gen particular. El 
genotipado puede emplear cualquiera de varias técnicas, que incluyen, pero sin limitación, hibridación específica de 
alelo, PCR específica de alelo, secuenciación de todo o parte de un gen. Preferentemente, el genotipado se lleva a 
cabo de acuerdo con el método del primer aspecto de la invención.65
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A menos que se especifique otra cosa, todas las secuencias de ácido nucleico, tales como secuencias de 
cebadores, se exponen en el presente documento en el sentido 5' a 3'. Por lo tanto, por ejemplo, la secuencia del 
cebador TCCCTCAAGCCCTCAAGTAG (SEQ ID NO: 3) puede escribirse igualmente como 5’-
TCCCTCAAGCCCTCAAGTAG-3’ (SEQ ID NO: 3).

5
Tal como se describe en el presente documento, ciertos alelos de tipo sanguíneo son menos comunes y se 
denominan normalmente "variantes" (por ejemplo RHD*r’s). Los alelos variantes del tipo de sangre en algunos casos 
se denominan en el presente documento simplemente como "variantes del tipo de sangre".

Ejemplos10

Ejemplos

Para los siguientes ejemplos, se eligieron dos genes relacionados con el sistema de grupo sanguíneo Rh humano: 
los genes RHD y RHCE. Estos genes, que están dispuestos en tándem, son parálogos estructurales que son 15
resultado de una duplicación de un gen ancestral común. Ambos genes son muy similares (idénticos en el 97 % de 
su secuencia), conteniendo cada uno 10 exones y abarcando aproximadamente 75 kb. Estos genes codifican las 
proteínas RhD y RhCE altamente polimórficas y antigénicas, que difieren en más de 30 aminoácidos. RHD codifica 
el antígeno D y RHCE codifica los antígenos antitéticos C y c, y E y e, en varias combinaciones (ce, cE, Ce o CE). 
Existen decenas de antígenos del sistema Rh adicionales además de estas cinco principales.20

Los antígenos C y c son codominantes y están codificados por alelos (formas alternativas) del gen RHCE. Por lo 
tanto, si ambos alelos están presentes (uno en cada cromosoma), ambos antígenos se expresan en los glóbulos 
rojos. Los antígenos E y e también son codominantes y están codificados por alelos del gen RHCE. Sin embargo, la 
mayoría de los individuos D negativos se deben a la eliminación del gen RHD (aunque hay excepciones, incluida la 25
no expresión debido a mutaciones puntuales, indeles o reordenamientos con RHCE). Los antígenos C y c difieren en 
cuatro aminoácidos: uno codificado por el exón 1 y tres codificados por el exón 2. Además, el antígeno C difiere de c 
y D debido a una inserción de 109 pares de bases en el intrón 2. Los antígenos E y e difieren en un aminoácido 
codificado por el exón 5. Además, el exón 2 se comparte entre RHD y RHCE en el caso de los alelos RHCE*Ce y 
RHCE*CE. Los exones 8 y 10 se comparten entre RHD y todos los alelos RHCE. De hecho, la transferencia de 30
exones entre RHD y RHCE, creando genes híbridos, se sabe que ocurre en ambas direcciones.

Durante todo el texto, los antígenos se denominan D, C, c, E y e. Los dos genes mencionados se denominan RHD y 
RHCE. Los alelos del gen RHCE se designan como RHCE*ce, RHCE*Ce, RHCE*cE y RHCE*CE. Las proteínas se 
denominan RhD y RhCE o, si se designan de acuerdo con los antígenos específicos que llevan, como Rhce, RhCe, 35
RhcE o RhCE.

Ejemplo 1 - Amplificación de loci homólogos usando cebadores específicos de secuencia consenso

Los cebadores adecuados para la secuenciación de nueva generación (NGS) y específicos para la secuencia de 40
consenso entre los genes RHD y RHCE se diseñaron para los exones 1 a 5, y se probaron las amplificaciones 
correctas del producto de ambos genes usando diferentes combinaciones de cebadores, tanto en reacciones uniplex 
como multiplex. Las amplificaciones se probaron en ocho muestras diferentes, incluidos los tipos de grupos 
sanguíneos Rh raros:

45
Tabla 1 - Tipo de sangre de las muestras

Muestra Tipo de sangre

Muestra 1 RHD+, Tipo Cw

Muestra 2 RHD+, CcEe

Muestra 3 wDt3, Cce

Muestra 4 RHD*DIIIa-het

Muestra 5 Ce, RHD+

Muestra 6 DAR-hem

Muestra 7 r’s

Muestra 8 Ce, RHD+

Todos los cebadores consistieron en una porción de marcador de NGS en su extremo 5 'y una porción específica de 
secuencia. En este ejemplo, los marcadores utilizados fueron:

50
- para cebadores directos: ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT (SEQ ID NO: 1)
- para cebadores inversos: GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT (SEQ ID NO: 2)

Las porciones específicas de secuencia consenso fueron:
55
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Cebadores directos del exón 1 de RH SEQ ID NO

RHex01 F1 3

RHex01 F2 4

RHex01 F3 5

Cebadores inversos
RHex01 R1 6

RHex01 R2 7

Cebadores directos del exón 2 de RH
RHex02 F1 8

RHex02 F2 9

Cebadores inversos

RHex02 R1 10

RHex02 R2 11

Cebadores directos del exón 3 de RH
RHex03 F1 12

RHex03 F2 13

Cebadores inversos
RHex03 R1 14

RHDex03 R2 15

RHCEex03 R3 16

Cebadores directos del exón 4 de RH
RHex04 F1 17

RHex04 F2 18

Cebadores inversos
RHex04 R1 19

RHex04 R2 20

Cebadores directos del exón 5 de RH

RHex05 F1 21

RHex05 F2 22

Cebadores inversos

RHex05 R1 23

RHex05 R2 24

La PCR se realizó en reacciones de 10 µl usando las siguientes condiciones:

Kapa HotStart ReadyMix (2X) 5,0 µl

ADN molde (20 ng/ul) 1,4 µl

Cebador directo (10 ng/ul) 1,2 µl

Cebador inverso (10 ng/ul) 1,2 µl

dH2O 1,2 µl

95 °C 3 min

95 °C 15 s

38 ciclos60 °C 15 s

72 °C 30 s

4 °C infinito
5

Los productos de PCR se procesaron en geles de agarosa para confirmar las amplificaciones (Figs. 1-5). Excepto 
por una combinación de cebadores para el Exón 1 (RHex01 F3 y RHex01 R1), todas las demás combinaciones de 
cebadores presentaron amplificaciones exitosas.

10
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Ejemplo 2 - Identificación de productos amplificados del Ejemplo 1

Este ejemplo muestra que los productos de amplificación que utilizan diferentes combinaciones de cebadores que se 
muestran en el ejemplo 1 corresponden de hecho a ambos genes (RHD y RHCE). En otras palabras, las regiones 
homólogas de ambos genes se amplificaron al mismo tiempo mediante cebadores específicos de secuencia 5
consenso.

Los productos de amplificación se purificaron y se secuenciaron por Sanger en un analizador genético ABI PRISM® 
3730XL de acuerdo con los procedimientos convencionales. Las muestras se habían caracterizado completamente 
previamente por su fenotipo y genotipo de grupo sanguíneo Rh. Por lo tanto, para cada exón, se identificaron con 10
éxito las posiciones discriminatorias entre ambos genes. La Tabla 2 muestra dichas posiciones para dos muestras 
(genotipos DDCCee y ddccee). Si ambos genes hubieran sido amplificados por el mismo conjunto de cebadores, los 
electroferogramas para dichas muestras deberían mostrar picos dobles (heterocigotos) en dichas posiciones (Figs. 
6-15).

15
Tabla 2 - Posiciones polimórficas

Exón Genotipo Posición discriminatoria Bases a detectar

1
DD CCee

48
G, C

dd ccee G

150 T, C

178 A, C

DD CCee 201 G, A

203 G, A

2
307 T, C

150 C

178 C

dd ccee 201 A

203 A

307 C

361 T, A

DD CCee
380 T, C

383 A, G

3
455 A, C

361 A

dd ccee
380 C

383 G

455 C

505 G, T

509 T, A

514 A, T

DD CCee 544 A, G

577 T, A

594 G, C

4
602 G, T

505 C

509 G

514 T

dd ccee 544 A

577 A

594 T

602 G
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(continuación)

Exón Genotipo Posición discriminatoria Bases a detectar

667 T, G

676 G

697 G, C

DD CCee
712 G, A

733 G, C

744 C, T

787 G, A

5
800 A, T

667 G

676 G

697 C

dd ccee
712 A

733 C

744 T

787 A

800 T

En todos los casos, los electroferogramas mostraron picos dobles en las posiciones discriminatorias
correspondientes, indicando que las regiones homólogas de ambos genes habían sido amplificadas y secuenciadas 
simultáneamente (Figs. 6-15).5

Ejemplo 3 - análisis informático de lecturas de secuenciación RHD/RHCE

Las lecturas de secuencias simuladas de secuencias teóricas de exón de los genes RHD y RHCE que serían 
generados por los cebadores presentados anteriormente se crearon usando ART (versión art_Illumina Q). Las 10
lecturas de extremos pareados de Illumina se crearon con los siguientes parámetros: longitud = 200 nucleótidos, 
cobertura = 40 lecturas, tamaño medio del fragmento = 230 nucleótidos, desviación de tamaño promedio = 10. La 
configuración predeterminada se utilizó para las tasas de inserción y deleción: tasa de inserción de primera lectura = 
0,00009, tasa de deleción = 0,00011, tasa de inserción de segunda lectura = 0,00015, tasa de eliminación de 
segunda lectura = 0,00023. Los archivos se generaron en el formato de datos sin tratar estándar de las tecnologías 15
NGS (formato .fastq) que incluía valores de calidad para cada lectura de extremos pareados creada.

Las secuencias se alinearon con el gen RHD (SeqRef del gen NG_007494.1; SEQ ID NO: 25) y RHCE (SeqRef del 
gen NGG_009208.2; SEQ ID NO: 26), la última con mutaciones correspondientes a un haplotipo ce. La alineación se 
realizó utilizando el programa informático Burrows-Wheeler Aligner con longitud de semilla = 45 nucleótidos y dos 20
desajustes en la semilla. Los archivos de alineación se generaron en formato BAM, que luego se indexaron con el 
programa informático SAMTools. Luego se utilizaron tres programas informáticos diferentes para extraer las 
variantes RHD y RHCE: SAMTools, Shore y VarScan. Se evaluó la cobertura y la calidad de mapeo para todos los 
exones. El programa informático IGV se usó para la visualización de alineamientos de ambos genes frente a una 
referencia que incluía ambos genes.25

Los resultados se resumen en la Tabla 3, a continuación:

Tabla 3 - Resumen de resultados, por exón
Exón Resumen de alineación

1 Lecturas generadas de RHD alineadas exclusivamente con su referencia.
Aproximadamente el 5 % de las lecturas generadas a partir de las variantes RHCE alineadas con 
RHD con una calidad de mapeo cercana a 0.

2 Lecturas generadas de RHD alineadas exclusivamente con su referencia.
En este exón, el alelo C de RHCE tiene una secuencia idéntica a RHD y estas lecturas se 
alinearon a RHD que RHCE. La cobertura final detectada para RHCE en este exón no estaba 
equilibrada con RHD. Lecturas correspondientes al alelo c alineadas exclusivamente con la 
referencia RHCE.

3 Lecturas generadas de RHD alineadas exclusivamente con su referencia.
Lecturas generadas a partir de variantes de RHCE alineadas exclusivamente con la referencia 
RHCE.

4 Lecturas generadas de RHD alineadas exclusivamente con su referencia.
Lecturas generadas a partir de variantes de RHCE alineadas exclusivamente con la referencia 
RHCE.

30
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(continuación)

Exón Resumen de alineación

5 Lecturas generadas de RHD alineadas exclusivamente con su referencia.
Lecturas generadas a partir de variantes de RHCE alineadas exclusivamente con la referencia 
RHCE.

6 Lecturas generadas desde RHD alineadas con su referencia casi exclusivamente, a excepción 
del 5% que se alineó con RHCE con una calidad de mapeo cercana a 0.
Lecturas generadas desde RHCE alineadas con la referencia de RHCE casi exclusivamente, a 
excepción del 6,5 % de las lecturas de RHCE que se alinearon con la referencia de RHD con una 
calidad de mapeo cercana a 0.

7 Lecturas generadas de RHD alineadas exclusivamente con su referencia.
Lecturas generadas a partir de variantes de RHCE alineadas exclusivamente con la referencia 
RHCE.

8 Lecturas generadas de RHD y RHCE (C, c, E, y combinaciones de e) alineadas 
indiscriminadamente con ambos genes con un valor de calidad de mapeo bajo.

9 Lecturas generadas de RHD alineadas exclusivamente con su referencia.
Lecturas generadas a partir de variantes de RHCE alineadas exclusivamente con la referencia 
RHCE.

10 Lecturas generadas de RHD y RHCE (C, c, E, y combinaciones de e) alineadas 
indiscriminadamente con ambos genes con un valor de calidad de mapeo bajo.

CONCLUSIÓN

Las variantes se alinearon correctamente y se asignaron con éxito a los genes RHD o RHCE correspondientes 5
utilizando parámetros estándar conocidos en la materia. Solo una proporción muy baja de las lecturas se asignó al 
gen incorrecto, como en el caso de los exones 1 y 6. En todos los casos, esto se detectó mediante valores bajos de 
calidad de mapeo y no tuvo ningún efecto en la determinación correcta de las secuencias de ambos genes. 
Asimismo, las lecturas con valores de baja calidad se pueden filtrar fácilmente del análisis para hacerlas discutibles. 
De manera similar, las asignaciones no resueltas fueron producidas para lecturas de exones 8, 10 y algunas lecturas 10
(aquellas para el alelo idéntico a RHD) del exón 2. Estos exones no muestran suficientes posiciones discriminatorias 
entre ambos genes, y esto fue nuevamente detectado correctamente por el análisis, mostrando valores de calidad de 
mapeo bajos o cobertura desequilibrada, alertando de la situación. De nuevo, filtrar las lecturas con valores de baja 
calidad evitaría cualquier asignación incorrecta de secuencia no detectada.

15
Ejemplo 4 - NGS de los exones 1 a 5 de los genes RHD y RHCE de cebadores específicos de secuencia 
consenso de muestras de genotipo conocido

Se generaron bibliotecas y se realizaron NGS, usando cebadores específicos de secuencia consenso para los 
exones 1 a 5 en una reacción multiplex, para diez muestras de referencia de genotipo conocido para evaluar la 20
corrección del método de genotipado. Estas muestras habían sido caracterizadas previamente y presentaban los 
siguientes genotipos:

Tabla 4 - Genotipos de las muestras A-J:
Muestra Genotipo

Muestra A CE (exones 1-2)-DD (exones 3-9)-CE (exón 10)

Muestra B DDCcEe

Muestra C DdCCee

Muestra D ddCcEe

Muestra E DdCcee (exones 1-2)-ddCcee (exones 3-9)-DD (exón 10)

Muestra F ddCcee

Muestra G DDCcEe

Muestra H DdccEe

Muestra I Ddccee

Muestra J DDCCee
25

Las reacciones de secuenciación múltiple se realizaron en PCR de dos etapas (PCR1 y PCR2), siguiendo 
procedimientos convencionales. Las condiciones para la PCR1 fueron:

Mezcla de cebador (1 uM)

RHex01-F1-OHBCM0620-RHex01-R2-OHBCM0634

RHex02-F2-OHBCM0624-RHex02-R1-OHBCM0635
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(continuación)

Mezcla de cebador (1 uM)

RHex03-F2-OHBCM0628-RHex03-R1-OHBCM0640

RHex04-F1-OHBCM0629-RHex04-R1-OHBCM0643

RHex05-F1-OHBCM0631-RHex05-R1-OHBCM0645

Reactivo Vol por muestra (ul)

Mezcla Múltiple 7,5

Mezcla de cebador 4

H2O 0,5

ADN molde (20 ng/ul) 3

Ciclado

95 °C 15 min

95 °C 45 s

23 ciclos61 °C 60 s

72 °C 90 s

72 °C 10 min

Las condiciones para PCR2 fueron las mismas que para PCR1, sustituyendo los cebadores por una mezcla 5
equimolar de cada cebador inverso (que contiene índices de Agilent para secuenciación de NGS) y OHBCM0657, y 
ciclando 15 en lugar de 23 veces.

Las bibliotecas así creadas se purificaron utilizando perlas AMPure®XP, se cuantificaron con Qubit® 2.0 y se 
pusieron en marcha con reactivos MiSeq v.2, todo según las instrucciones del fabricante.10

Análisis de datos

Se usó el programa informático FastQC para determinar estadísticas básicas sobre la calidad de cada lectura de 
muestra (directa e inversa), incluyendo calidad de secuencia por base, puntuaciones de calidad por secuencia, Por 15
contenido de secuencia base, Por contenido de bases GC, Por contenido de GC en secuencia, Por contenido de 
bases de N, Distribución de longitud de secuencia, Niveles de duplicación de secuencia, Secuencias 
sobrerrepresentadas y contenido de Kmer.

Se utilizó el programa informático Trimmomatic para eliminar lecturas con menos de 76 nucleótidos. Las lecturas se 20
recortaron en 2 pb en su extremo 3' con la herramienta de corte Fastx del programa informático FASTX-toolkit.

Las secuencias se alinearon utilizando el algoritmo de coincidencia exacta máxima de Burrows-Wheeler Aligner 
(BWA MEM) del programa informático BWA contra un archivo de referencia (secuencias múltiples en formato fasta) 
que incluía solo las secuencias de referencia de los cinco exones más 50 pb aguas arriba y aguas abajo de dichos 25
exones. Los resultados se presentan para una alineación frente a una referencia del gen RHD (NG007494.1; SEQ ID 
NO: 25) (exones 1-5; SEQ ID NOS: 27, 33, 39, 45 y 51, respectivamente) y una secuencia consenso para 4 alelos 
(RHCE*ce, RHCE*Ce, RHCE*cE y RHCE*CE) del gen RHCE (NG009208.2) (exones 1-5; SEQ ID NOS: 32, 38, 44, 
50 y 56, respectivamente). Los archivos de alineación se generaron en formato BAM, incluida información tal como 
el indicador bit a bit, la posición de alineación, la calidad de mapeo, la cadena CIGAR extendida y calidad de 30
consulta. En este ejemplo de análisis, los resultados de la alineación se ordenaron con el programa informático 
Picard Tools y se indexaron con el programa informático SAMTools. El archivo bam ordenado-indexado se analizó 
para generar un resumen de alineación para cada posición, incluida la información de alineación y de pares de 
bases en cada posición cromosómica, como el indicador bit a bit, la calidad de mapeo, la calidad de consulta, el 
nombre del cromosoma, las coordenadas, la base de referencia, la base alternativa, la cantidad de lecturas que 35
cubren el sitio, las bases de lectura, las calidades de la base y las calidades del mapeo, formando un archivo pileup 
formateado usando el programa informático SAMTools.

Se usó el programa informático VarScan para analizar el archivo pileup formateado, obtener genotipos en cada 
posición de secuencia y extraer variantes de RHD y RHCE. En esta etapa, los SNP e INDEL se detectan utilizando 40
los parámetros disponibles en el programa informático. En este caso, la cobertura mínima se estableció en 15X, 
frecuencia mínima de variante para identificar a un genotipo alternativo por encima del 5 %, e identificación de 
calidad promedio de genotipo de 30 unidades de puntuación de Phred.

El archivo pileup resultante de la alineación también se analizó para evaluar la identificación de bases, la cobertura y 45
la calidad de mapeo en cada posición de nucleótidos en la secuencia de referencia. Valores de alineación estándar 
como la cobertura en la cadena directa, la cobertura en cadena inversa, la cobertura total y la calidad del mapeo se 
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registraron e interpretaron.

Se diseñó un método de selección donde se establecieron los criterios de corte, tal como sigue. Para definir 
identificaciones homocigóticas, un mínimo del 70% de las lecturas deben haber apoyado el alelo identificado. Para 
definir identificaciones heterocigóticas, entre el 30 y el 70% de las lecturas totales deben haber apoyado el alelo 5
alternativo. Además de esto, la calidad del mapeo y la calidad de las identificaciones deberían haber estado por 
encima de las 20 unidades de puntuación de Phred. Cuando la cobertura se evalúa de forma independiente para la 
alineación de cadena directa o inversa, las lecturas que respaldan la identificación también tuvieron que expresar 
criterios definidos, como tener una relación de cobertura de directa frente a inversa de entre 0,7 y 1,35.

10
Los resultados esperados y observados se pueden ver en las Tablas 5-8 (véase a continuación).

Ejemplo 5 - Amplificación de loci homólogos usando cebadores específicos de secuencia consenso

Los cebadores adecuados para la secuenciación de nueva generación (NGS) y específicos para la secuencia de 15
consenso entre los genes RHD y RHCE se diseñaron para los exones 6 a 10 y el intrón 2, y se analizaron las 
amplificaciones correctas del producto de ambos genes usando diferentes combinaciones de cebadores en 
reacciones uniplex. Las amplificaciones se ensayaron con una muestra:

Tabla 9 - Tipo de sangre de las muestras20
Muestra Genotipo

Muestra 1 D/cc

Las porciones específicas de secuencia consenso fueron:

RHex06 F1 GGTCACTTGCAGCAAGATGG (SEQ ID NO: 59)
RHex06 F2 ACCTTGCTTCCTTTACCCAC (SEQ ID NO: 60)

RHex06 R1 TGGCCTTCAGCCAAAGCAGA (SEQ ID NO: 61)
RHex06 R2 CTAATGCAGCTGTGCACTGC (SEQ ID NO: 62)

RHex07 F1 TGTGTGAAAGGGGTGGGTAG (SEQ ID NO: 63)
RHex07 F2 GTCTCACCTGCCAATCTGCT (SEQ ID NO: 64)

RHex07 R1 GTTGGAGGGGAGTGTTAAGG (SEQ ID NO: 65)
RHex07 R2 CCAGCTAAGGACTCTGCACA (SEQ ID NO: 66)

RHex08 F1 ATGGCACTACTGACACCGAC (SEQ ID NO: 67)

RHex08 F2 TTGTCCCTGATGACCTCTGC (SEQ ID NO: 68)

RHex08 R1 TGTCCTGGCAATGGTGGAAG (SEQ ID NO: 69)

RHex08 R2 GCACATAGACATCCAGCCAC (SEQ ID NO: 70)

RHex09 F1 AGCTGGTCCAGGAATGACAG (SEQ ID NO: 71)

RHex09 F2 GTGGGAGAAAAAGGATTTCTGTTGAGA (SEQ ID NO: 72)
RHex09 F3 TCTTGAGATTAAAAATCCTGTGCTCCA (SEQ ID NO: 73)

RHex09 R1 AGTTCATGCACTCAAAATCTATCACGT (SEQ ID NO: 74)

RHex09 R2 CCTGCAATGCTCCTTACTCC (SEQ ID NO: 75)

RHex10 F1 GGCTGTTTCAAGAGATCAAGCC (SEQ ID NO: 76)

RHex10 F2 TCAGTATGTGGGTTCATCTGCA (SEQ ID NO: 77)

RHex10 R1 AGGCAACAGTGAGAGGAAGTTG (SEQ ID NO: 78)
RHex10 R2 TGCTGTCATGAGCGTTTCTCAC (SEQ ID NO: 79)

RHin2 F1 CTTGTGCCACTTGACTTGGGACTG (SEQ ID NO: 80)
RHin2 F2 CTGTTTTGAGTCCCTTCAGGGGAG (SEQ ID NO: 81)

RHin2 F3 CTCACATACTGATAACTTAGCAAATGGC(SEQ ID NO: 82)
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(continuación)

RHin2 R1 GATCACTTGAGCCCAGGAGGC (SEQ ID NO: 83)
RHin2 R2 TTAACTCAGGAGGCTGAGGTGG (SEQ ID NO: 84)
RHin2 R3 CTGAGGTGGGAGGATCACTTGAG (SEQ ID NO: 85)

RHCEin2 R4 AAATTAGCCGGGCATGGTAGCAG (SEQ ID NO: 86)

La PCR se realizó en reacciones de 15 µl usando las siguientes condiciones:

Kit Qiagen Multiplex (2X) 7,5 µl

ADN molde (20 3,5 µl
ng/ul)
Mezcla de cebador 1,0 µl
dH2O 3,0 µl

5
95 °C 15 min

95 °C 45 s

23 ciclos60 °C 64 s

72 °C 90 s

72 °C 10 min

4 °C infinito

Los productos de PCR para la muestra 1 se procesaron en geles de agarosa para confirmar las amplificaciones (Fig. 
27-28).

Ejemplo 6 - NGS de los exones 1 a 10 de los genes RHD y RHCE de cebadores específicos de secuencia 10
consenso de muestras de genotipo conocido

Se generaron bibliotecas y se realizaron NGS, usando cebadores específicos de secuencia consenso para los 
exones 1 a 10 y el intrón 2 en dos reacciones multiplex, para siete muestras de referencia de genotipo conocido para 
evaluar la corrección del método de genotipado. Estas muestras habían sido caracterizadas previamente y 15
presentaban los siguientes genotipos:

Tabla 10 - Tipo de sangre de las muestras
Muestra Genotipo

Muestra 1 ddccee

Muestra 2 DDCCee

Muestra 3 DdCcee

Muestra 4 ddCCee

Muestra 5 DDccEE

Muestra 6 ddccee

Muestra 7 DccEe

Tabla 11 - Posiciones polimórficas20

Exón Posición
Bases esperadas por genotipo

D Ce cE ce

1 i01 + 18 A C C C

2

c.150 T T C C

c.178 A A C C

c.201 G G A A

c.203 G G A A

c.307 T T C C

3

i02-13 C T T T

i02-8 T A A A

c.361 T A A A

c.380 T C C C

c.383 A G G G

c.455 A C C C

E15750052
11-12-2019ES 2 761 567 T3

 



24

(continuación)

Exón Posición
Bases esperadas por genotipo

D Ce cE ce

4

i03-48 deleción T T T

c.505 A C C C

c.509 T G G G

c.513 A T T T

c.544 T A A A

c.577 G A A A

c.594 A T T T

c.602 C G G G

5

c.667 T G G G

c.676 G G C G

c.697 G C C C

c.712 G A A A

c.733 G C C C

c.744 C T T T

c.787 G A A A

c.800 A T T T

6

c.916 G A A A

c.932 A G G G

i06+21 C T T T

i06+22 C G G G

i06+23 T C C C

i06+24 C T T T

7

c.941 G T T T

c.968 C A A A

c.974 G T T T

c.979 A G G G

c.985 G C C C

c.986 G A A A

c.989 A C C C

c.992 A T T T

c.1025 T C C C

c.1048 G C C C

c.1053 C T T T

c.1057 G T T T

c.1059 A G G G

c.1060 G A A A

c.1061 C A A A

9

i08-75 deleción C C C

i08-74 deleción A A A

i08-67 C T T T

c.1170 T C C C

c.1193 A T T T

i09+62 A G G G

Intrón 2 Ausente Presente Ausente Ausente

Se prepararon multiplex con las siguientes combinaciones de cebadores:

Región Mezcla multiplex A Mezcla multiplex B

DIRECTO (FW) INVERSO (RV) DIRECTO (FW) INVERSO (RV)

Exón 1 F3 R1 F2 R2

Exón 2 F2 R2 F1 R1
Exón 3 F3 R1 F2 R3
Exón 4 F1 R1 F2 R2
Exón 5 F2 R1 F1 R2

5
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(continuación)

Región Mezcla multiplex A Mezcla multiplex B

DIRECTO (FW) INVERSO (RV) DIRECTO (FW) INVERSO (RV)

Exón 6 F2 R2 F1 R1
Exón 7 F1 R1 F2 R2
Exón 8 F1 R1 F2 R2
Exón 9 F3 R2 F1 R1

Exón 10 F1 R1 F2 R2
Intrón 2 F3 R8 F2 R3

Las reacciones de secuenciación múltiple se realizaron en PCR de dos etapas (PCR1 y PCR2), siguiendo 
procedimientos convencionales. Las condiciones para la PCR1 fueron:

5
Reactivo Vol por muestra (ul)

Mezcla Qiagen Multiplex 7,5

Mezcla de cebador 1

H20 3

ADN molde (20 ng/ul) 3,5

Ciclado

95 °C 15 min

95 °C 45 s

23 ciclos61 °C 60 s

72 °C 90 s

72 °C 10 min

Las condiciones para PCR2 fueron las mismas que para PCR1, sustituyendo los cebadores por una mezcla 
equimolar de cada cebador inverso (que contiene índices de Agilent para la secuenciación de NGS) y un cebador 
directo, y ciclando 10 en lugar de 23 veces.10

Las bibliotecas así creadas se purificaron utilizando la placa de normalización SequalPrep, se cuantificaron con 
Qubit® 2.0 y se pusieron en marcha con reactivos MiSeq v.3, todo según las instrucciones del fabricante.

Análisis de datos15

Se usó el programa informático FastQC para determinar estadísticas básicas sobre la calidad de cada lectura de 
muestra (directa e inversa), incluyendo calidad de secuencia por base, puntuaciones de calidad por secuencia, Por 
contenido de secuencia base, Por contenido de bases GC, Por contenido de GC en secuencia, Por contenido de 
bases de N, Distribución de longitud de secuencia, Niveles de duplicación de secuencia, Secuencias 20
sobrerrepresentadas y contenido de Kmer.

Se utilizó el programa informático Trimmomatic para eliminar lecturas con menos de 76 nucleótidos. Las lecturas se 
recortaron en 2 pb en su extremo 3' con la herramienta de corte Fastx del programa informático FASTX-toolkit.

25
Las secuencias se alinearon utilizando el algoritmo de coincidencia exacta máxima de Burrows-Wheeler Aligner 
(BWA MEM) del programa informático BWA contra un archivo de referencia (secuencias múltiples en formato fasta) 
que incluía solo las secuencias de referencia de los cinco exones más 50 pb aguas arriba y aguas abajo de dichos 
exones. Los resultados se presentan para una alineación frente a una referencia del gen RHD (NG007494.1; SEQ ID 
NO: 25)(exones 1-10 e intrón 2; SEQ ID NOS: 27, 33, 39, 45, 51, 87, 93, 99, 105, 111 y 117, respectivamente) y la 30
secuencia del gen RHCE (NG009208.2) (exones 1-10 e intrón 2; SEQ ID NOS: 28, 34, 40, 46,52, 88, 94, 100, 106, 
112 y 120, respectivamente). Los archivos de alineación se generaron en formato BAM, incluida información tal 
como el indicador bit a bit, la posición de alineación, la calidad de mapeo, la cadena CIGAR extendida y calidad de 
consulta. En este ejemplo de análisis, los resultados de la alineación se ordenaron con el programa informático 
Picard Tools y se indexaron con el programa informático SAMTools. El archivo bam ordenado-indexado se analizó 35
para generar un resumen de alineación para cada posición, incluida la información de alineación y de pares de 
bases en cada posición cromosómica, como el indicador bit a bit, la calidad de mapeo, la calidad de consulta, el 
nombre del cromosoma, las coordenadas, la base de referencia, la base alternativa, la cantidad de lecturas que 
cubren el sitio, las bases de lectura, las calidades de la base y las calidades del mapeo, formando un archivo pileup 
formateado usando el programa informático SAMTools.40

Se usó el programa informático VarScan para analizar el archivo pileup formateado, obtener genotipos en cada 
posición de secuencia y extraer variantes de RHD y RHCE. En esta etapa, los SNP e INDEL se detectan utilizando 
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los parámetros disponibles en el programa informático. En este caso, la cobertura mínima se estableció en 15X, 
frecuencia mínima de variante para identificar a un genotipo alternativo por encima del 5 %, e identificación de 
calidad promedio de genotipo de 30 unidades de puntuación de Phred.

El archivo pileup resultante de la alineación también se analizó para evaluar la identificación de bases, la cobertura y 5
la calidad de mapeo en cada posición de nucleótidos en la secuencia de referencia. Valores de alineación estándar 
como la cobertura en la cadena directa, la cobertura en cadena inversa, la cobertura total y la calidad del mapeo se 
registraron e interpretaron.

Se diseñó un método de selección donde se establecieron los criterios de corte, tal como sigue. Para definir 10
identificaciones homocigóticas, un mínimo del 70% de las lecturas deben haber apoyado el alelo identificado. Para 
definir identificaciones heterocigóticas, entre el 30 y el 70% de las lecturas totales deben haber apoyado el alelo 
alternativo. Además de esto, la calidad del mapeo y la calidad de las identificaciones deberían haber estado por 
encima de las 20 unidades de puntuación de Phred. Cuando la cobertura se evalúa de forma independiente para la 
alineación de cadena directa o inversa, las lecturas que respaldan la identificación también tuvieron que expresar 15
criterios definidos, como tener una relación de cobertura de directa frente a inversa de entre 0,7 y 1,35. Los 
resultados esperados y observados se pueden ver en las Tablas 14-21 y 31.

Ejemplo 7 - NGS de los exones 1 a 10 de los genes RHD y RHCE de cebadores específicos de secuencia 
consenso de muestras de genotipo conocido20

Se generaron bibliotecas y se realizaron NGS, usando cebadores específicos de secuencia consenso para los 
exones 1 a 10 y el intrón 2 en dos reacciones multiplex, para seis muestras de referencia de genotipo conocido para 
evaluar la corrección del método de genotipado. Estas muestras habían sido caracterizadas previamente y 
presentaban los siguientes genotipos:25

Tabla 12 - Tipo de sangre de las muestras

Muestra Genotipo

Muestra 1 DDCCee

Muestra 2 ddccee

Muestra 3 ddCcee

Muestra 4 ddCcEe

Muestra 5 DCcee

Muestra 6 ddccee

Tabla 13 - Posiciones polimórficas

Exón Posición
Bases esperadas por genotipo

D Ce cE ce

1 i01 + 18 A C C C

2

c.150 T T C C

c.178 A A C C

c.201 G G A A

c.203 G G A A

c.307 T T C C

3

i02-13 C T T T

i02-8 T A A A

c.361 T A A A

c.380 T C C C

c.383 A G G G

c.455 A C C C

4

i03-48 deleción T T T

c.505 A C C C

c.509 T G G G

c.513 A T T T

c.544 T A A A

c.577 G A A A

c.594 A T T T

c.602 C G G G
30
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(continuación)

Exón Posición
Bases esperadas por genotipo

D Ce cE ce

5

c.667 T G G G

c.676 G G C G

c.697 G C C C

c.712 G A A A

c.733 G C C C

c.744 C T T T

c.787 G A A A

c.800 A T T T

6

c.916 G A A A

c.932 A G G G

i06+21 C T T T

i06+22 C G G G

i06+23 T C C C

i06+24 C T T T

7

c.941 G T T T

c.968 C A A A

c.974 G T T T

c.979 A G G G

c.985 G C C C

c.986 G A A A

c.989 A C C C

c.992 A T T T

c.1025 T C C C

c.1048 G C C C

c.1053 C T T T

c.1057 G T T T

c.1059 A G G G

c.1060 G A A A

c.1061 C A A A

9

i08-75 deleción C C C

i08-74 deleción A A A

i08-67 C T T T

c.1170 T C C C

c.1193 A T T T

i09+62 A G G G

Intrón 2 Ausente Presente Ausente Ausente

Se prepararon multiplex con las siguientes combinaciones de cebadores:

Región Mezcla multiplex A Mezcla multiplex B

DIRECTO (FW) INVERSO (RV) DIRECTO (FW) INVERSO (RV)

Exón 1 F3 R1 F2 R2

Exón 2 F2 R2 F1 R1
Exón 3 F3 R1 F2 R3
Exón 4 F1 R1 F2 R2
Exón 5 F2 R1 F1 R2

Exón 6 F2 R2 F1 R1
Exón 7 F1 R1 F2 R2
Exón 8 F1 R1 F2 R2

Exón 9 F3 R2 F1 R1
Exón 10 F1 R1 F2 R2
Intrón 2 F3 R8 F2 R3

5
Las reacciones de secuenciación múltiple se realizaron en PCR de dos etapas (PCR1 y PCR2), siguiendo 
procedimientos convencionales. Las condiciones para la PCR1 fueron:
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Reactivo Vol por muestra (ul)

Mezcla Qiagen Multiplex 7,5

Mezcla de cebador 1

H20 3

ADN molde (20 ng/ul) 3,5

Ciclado

95 °C 15 min

95 °C 45 s

23 ciclos61 °C 60 s

72 °C 90 s

72 °C 10 min

Las condiciones para PCR2 fueron las mismas que para PCR1, sustituyendo los cebadores por una mezcla 
equimolar de cada cebador inverso (que contiene índices de Agilent para la secuenciación de NGS) y un cebador 5
directo, y ciclando 10 en lugar de 23 veces.

Las bibliotecas así creadas se purificaron utilizando la placa de normalización SequalPrep, se cuantificaron con 
Qubit® 2.0 y se pusieron en marcha con reactivos MiSeq v.3, todo según las instrucciones del fabricante.

10
Análisis de datos

Se usó el programa informático FastQC para determinar estadísticas básicas sobre la calidad de cada lectura de 
muestra (directa e inversa), incluyendo calidad de secuencia por base, puntuaciones de calidad por secuencia, Por 
contenido de secuencia base, Por contenido de bases GC, Por contenido de GC en secuencia, Por contenido de 15
bases de N, Distribución de longitud de secuencia, Niveles de duplicación de secuencia, Secuencias 
sobrerrepresentadas y contenido de Kmer.

Se utilizó el programa informático Trimmomatic para eliminar lecturas con menos de 76 nucleótidos. Las lecturas se 
recortaron en 2 pb en su extremo 3' con la herramienta de corte Fastx del programa informático FASTX-toolkit.20

Las secuencias se alinearon utilizando el algoritmo de coincidencia exacta máxima de Burrows-Wheeler Aligner 
(BWA MEM) del programa informático BWA contra un archivo de referencia (secuencias múltiples en formato fasta) 
que incluía solo las secuencias de referencia de los cinco exones más 50 pb aguas arriba y aguas abajo de dichos 
exones. Los resultados se presentan para una alineación frente a una referencia del gen RHD (NG007494.1; SEQ ID 25
NO: 25)(exones 1-10 e intrón 2; SEQ ID NOS: 27, 33, 39, 45, 51, 87, 93, 99, 105, 111 y 117, respectivamente) y la 
secuencia del gen RHCE (NG009208.2) (exones 1-10 e intrón 2; SEQ ID NOS: 28, 34, 40, 46,52, 88, 94, 100, 106, 
112 y 120, respectivamente). Los archivos de alineación se generaron en formato BAM, incluida información tal 
como el indicador bit a bit, la posición de alineación, la calidad de mapeo, la cadena CIGAR extendida y calidad de 
consulta. En este ejemplo de análisis, los resultados de la alineación se ordenaron con el programa informático 30
Picard Tools y se indexaron con el programa informático SAMTools. El archivo bam ordenado-indexado se analizó 
para generar un resumen de alineación para cada posición, incluida la información de alineación y de pares de 
bases en cada posición cromosómica, como el indicador bit a bit, la calidad de mapeo, la calidad de consulta, el 
nombre del cromosoma, las coordenadas, la base de referencia, la base alternativa, la cantidad de lecturas que 
cubren el sitio, las bases de lectura, las calidades de la base y las calidades del mapeo, formando un archivo pileup 35
formateado usando el programa informático SAMTools.

Se usó el programa informático VarScan para analizar el archivo pileup formateado, obtener genotipos en cada 
posición de secuencia y extraer variantes de RHD y RHCE. En esta etapa, los SNP e INDEL se detectan utilizando 
los parámetros disponibles en el programa informático. En este caso, la cobertura mínima se estableció en 15X, 40
frecuencia mínima de variante para identificar a un genotipo alternativo por encima del 5 %, e identificación de 
calidad promedio de genotipo de 30 unidades de puntuación de Phred.

El archivo pileup resultante de la alineación también se analizó para evaluar la identificación de bases, la cobertura y 
la calidad de mapeo en cada posición de nucleótidos en la secuencia de referencia. Valores de alineación estándar 45
como la cobertura en la cadena directa, la cobertura en cadena inversa, la cobertura total y la calidad del mapeo se 
registraron e interpretaron.

Se diseñó un método de selección donde se establecieron los criterios de corte, tal como sigue. Para definir 
identificaciones homocigóticas, un mínimo del 70% de las lecturas deben haber apoyado el alelo identificado. Para 50
definir identificaciones heterocigóticas, entre el 30 y el 70% de las lecturas totales deben haber apoyado el alelo 
alternativo. Además de esto, la calidad del mapeo y la calidad de las identificaciones deberían haber estado por 
encima de las 20 unidades de puntuación de Phred. Cuando la cobertura se evalúa de forma independiente para la 
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alineación de cadena directa o inversa, las lecturas que respaldan la identificación también tuvieron que expresar 
criterios definidos, como tener una relación de cobertura de directa frente a inversa de entre 0,7 y 1,35.

Los resultados esperados y observados se pueden ver en las Tablas 22-29 y 31.
5

En tres ejemplos (4, 6 y 7), varias combinaciones de la SEQ ID NO: 3-24 y 59-86 se evaluaron para ensayar la 
precisión de la detección de alelos en los genes altamente homólogos RHD y RHCE a través de la secuenciación de 
nueva generación. Las regiones amplificadas por el método tienen posiciones de nucleótidos discriminantes entre 
RHD, RHCE*Ce, RHCE*CE, RHCE*ce y RHCE*cE. Luego se analizaron estas posiciones para determinar si 
permiten un cálculo de la proporción de alelos presentes en cada gen, y, por lo tanto, la determinación del genotipo 10
correcto de una muestra. Las posiciones discriminantes se dan en los exones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 9. Además, también 
se evaluó una región en el intrón 2 que presenta un inserto de 109 pares de bases en la determinación del genotipo 
de RHCE C mayúscula. En los ejemplos, el método también se probó para ver si es capaz de representar todas las 
bases contenidas en las regiones codificantes, así como el inserto en el intrón 2 que es útil para la tipificación de la 
sangre.15

En las Tablas 14 a 31, la base de referencia y la base detectada aparece en la columna "Mutación en referencia con 
la región codificante". Por ejemplo, en la Tabla 14, para la cual la secuencia de referencia es el gen RHD, la 
secuencia de referencia tiene una T en la posición c.150 en el exón 2, mientras que la variante detectada (la 
mutación en referencia a la región codificante) es una C (señalada por el símbolo ">"). Los valores documentados 20
para cada posición se calculan dividiendo el número de lecturas que admiten la variante dentro del número total de 
lecturas. En las Tablas 5 a 8, el formato cambia levemente para documentar el cálculo mencionado anteriormente 
como un porcentaje. Las mutaciones para cada alelo RHCE y RHD se resumen en la columna "Sitios polimórficos" 
solo para las posiciones de la región codificante. Estas posiciones se consideran estables para discriminar entre 
RHD, RHCE*Ce, RH- CE*CE, RHCE*ce y RHCE*cE.25

La relación alélica esperada se calcula basándose en la existencia de ninguno, uno o dos alelos de RHD y ninguno, 
uno o dos alelos de RHCE. Por ejemplo, en la Tabla 14, la muestra con el genotipo "ddccee" no tiene el gen de RHD 
y dos alelos del genotipo c minúscula y e minúscula para RHCE. Cuando las secuencias de NGS de esta muestra se 
asignan al RHD de referencia, se detectarán las posiciones con una variante diferente a la referencia. Para esta 30
muestra, todas las variantes esperadas (Tabla 15) cuando se alinean con RHD son el 100 % del gen RHCE porque 
se elimina RHD. Por otro lado, cuando se alinea con la referencia de RHCE (Tablas 18 y 19), no hay variantes 
esperadas porque la secuencia de la muestra es idéntica a la secuencia de referencia. En el caso del intrón 2, las 
proporciones se calculan en función del número de lecturas que se alinearon con la secuencia de referencia dentro 
de la suma de lecturas que se alinearon con RHCE y RHD.35

En el ejemplo 4, se evaluaron un total de 24 posiciones de nucleótidos discriminantes entre RHD y RHCE para los 
exones 1 a 5 de los genes RH para cada muestra y secuencia de referencia. En dicho ejemplo, la suma de las 
posiciones de nucleótidos (24 por muestra) para todas las muestras evaluadas (7) usando dos secuencias de 
referencia asciende a 336. La concordancia entre las relaciones alélicas observadas y esperadas para el total de 40
posiciones de nucleótidos evaluadas para la combinación de cebadores usados en el Ejemplo 4 es del 100 %.

En los Ejemplos 6 y 7, se evaluaron un total de 50 posiciones de nucleótidos discriminantes entre RHD y RHCE para 
los exones 1 a 10 de los genes RH para la mezcla de cebadores A y 52 para la mezcla de cebadores B. En dichos 
ejemplos, la suma de las posiciones de nucleótidos (50 para la mezcla de cebadores A y 52 para la mezcla de 45
cebadores B por muestra) para todas las muestras evaluadas (13) usando dos secuencias de referencia asciende a 
1300 para la mezcla de cebadores A y 1352 para la mezcla de cebadores B. La concordancia entre y las relaciones 
alélicas esperadas para la combinación de cebadores usados en los Ejemplos 6 y 7 es del 96 % para la mezcla de 
cebadores A y del 90 % para la mezcla de cebadores B.

50
La conclusión, por lo tanto, es que, a través del análisis de datos de tres ejemplos, se confirmó que las regiones 
secuenciadas por el método abarcan todas las regiones codificantes de los diez exones y el inserto de 109 pares de 
bases en el intrón 2 de los genes RH (RHD y RHCE), permitiendo la tipificación de sangre del grupo. La aplicación 
de cebadores específicos de secuencia consenso permite la amplificación homogénea de los dos genes y, en este 
sentido, lo convierte en un método cuantitativo que permite la predicción del genotipo.55

La precisión de esta predicción de genotipo puede reducirse en muestras con grandes reordenamientos de 
secuencia, pero aun así, la precisión más baja esperada de la invención es del 90 %. Estos ejemplos muestran que 
mediante el uso de combinaciones de la SEQ ID NO: 3-24 y 59-86, los genes homólogos pueden ser genotipados 
simultáneamente.60

Los ejemplos demuestran que el método permite la secuenciación simultánea de los genes RHD y RHCE y el 
correcto genotipado de las posiciones variantes para asignar la proporción o la relación alélica de cada gen. En este 
sentido, el método supera las limitaciones de las pruebas serológicas y la secuenciación de Sanger en la tipificación 
sanguínea. Además, el método es de alto rendimiento, lo cual es ventajoso en el entorno clínico para la tipificación 65
de grandes cantidades de muestras de sangre.
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Tabla 5 - RHCE

Resultados obtenidos basados en análisis

Sitios polimórficos

Ex
Posición 
exónica

CE (exón 
1)-DD 

(exones 2-
9)-CE (exón 

10)

ddCcEe

DdCcee 
(exones 1-2)-

ddCcee 
(exones 3-9) -
DD (exón 10)

ddCcee DDCcEe ddccee DDCCee
ce cE Ce CE D

C C T T T

2

150 99 % de T
51 % de C 48 

% de T
34 % de C 
65 % de T

52 % de C 
47 % de T

25 % de C 
74 % de T

99 % de C 99 % de T

C C A A A 178 99 % de A
48 % de A 51 

% de C
34 % de C 65 

% de A
47 % de A 
52 % de C

25 % de C 
74 % de A

99 % de C 99 % de A

A A G G G 201 99 % de G
50 % de A 49 

% de G
35 % de A 
66 % de G

51 % de A 
49 % de G

25 % de A 
74 % de G

99 % de A 99 % de G

A A G G G 203 99 % de G
50 % de A 49 

% de G
33 % de A 
65 % de G

50 % de A 
49 % de G

25 % de A 
74 % de G

99 % de A 99 % de G

C C T T T 307 99 % de T
51 % de C 
49 % de T

34 % de C 
65 % de T

50 % de C 
49 % de T

25 % de C 
74 % de T

99 % de C 99 % de T

A A A A T

3

361 99 % de T

No se 
identifican 

variantes (no 
se detectan 
variantes)

No se 
identifican 

variantes (no se 
detectan 
variantes)

No se 
identifican 

variantes (no 
se detectan 
variantes)

48 % de T

No se 
identifican 
variantes 

(no se 
detectan 

variantes)

49 % de T

C C C C T 380 99 % de T 48 % de T 49 % de T

G G G G A 383 99 % de A 48 % de A 49 % de A

C C C C A 455 99 % de A 48 % de A 49 % de A

C C C C A

4

505 99 % de A 52 % de A 52 % de A

G G G G T 509 99 % de T 52 % de T 52 % de T

T T T T A 514 99 % de A 53 % de A 52 % de A

A A A A T 544 99 % de T 53 % de T 52 % de T

A A A A G 577 99 % de G 53 % de G 52 % de G

T T T T A 594 99 % de A 52 % de A 51 % de A

G G G G C 602 99 % de C 53 % de C 52 % de C

G G G G T

5

667 99 % de T 50 % de T 51 % de T

G C G C G 676 100 % de G
50 % de C 50 

% de G
99 % de G 99 % de G

25 % de C 
74 % de G

99 % de G 99 % de G

C C C C G 697 99 % de G

No se 
identifican 

variantes (no 
se detectan 
variantes)

No se 
identifican 

variantes (no se 
detectan 
variantes)

No se 
identifican 

variantes (no 
se detectan 
variantes)

50 % de G

No se 
identifican 
variantes 

(no se 
detectan 

variantes)

51 % de G

A A A A G 712 99 % de G 50 % de G 52 % de G

C C C C G 733 99 % de G 50 % de G 51 % de G

T T T T C 744 99 % de C 50 % de C 51 % de C

A A A A G 787 99 % de G 52 % de G 53 % de G

T T T T A 800 99 % de A 50 % de A 51 % de A

Tabla 6 - RHCE
5

Resultados esperados basados en genotipos conocidos

Sitios polimórficos

Ex
Posición 
exónica

CE 
(exón 1)-

DD 
(exones 
2-9)-CE 
(exón 

10)

ddCcEe

DdCcee 
(exones 1-2)-

ddCcee 
(exones 3-9)-
DD (exón 10)

ddCcee DDCcEe ddccee DDCCee
ce cE Ce CE D

C C T T T

2

150
100 % de 

T
50 % de C 50 % 

de T
33,3 % de C 
66,6 % de T

50 % de C 
50 % de T

25 % de C 
75 % de T

100 % de C
100 % 
de T

C C A A A 178
100 % de 

A
50 % de C 50 % 

de A
33,3 % de C
66,6 % de A

50 % de A 
50 % de C

25 % de C 
75 % de A

100 % de C
100 % 
de A

A A G G G 201
100 % de 

G
50 % de A 50 % 

de G
33,3 % de A 
66,6 % de G

50 % de A 
50 % de G

25 % de A 
75 % de G

100 % de A
100 % 
de G

A A G G G 203
100 % de 

G
50 % de A 50 % 

de G
33,3 % de A 
66,6 % de G

50 % de A 
50 % de G

25 % de A 
75 % de G

100 % de A
100 % 
de G

C C T T T 307
100 % de 

T
50 % de C 50 % 

de T
33,3 % de C 
66,6 % de T

50 % de C 
50 % de T

25 % de C 
75 % de T

100 % de C
100 % 
de T

A A A A T

3

361
100 % de 

T
RHD 

delecionado, no 
se esperan 

identificaciones

RHD 
delecionado, no 

se esperan 
identificaciones

RHD 
delecionado, 

no se esperan 
identificaciones

50 % de T

RHD 
delecionado, no 

se esperan 
identificaciones

50 % de 
T

C C C C T 380
100 % de 

T
50 % de T

50 % de 
T

G G G G A 383
100 % de 

A
50 % de A

50 % de 
A

C C C C A 455
100 % de 

A
50 % de A

50 % de 
A
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(continuación)

Sitios polimórficos

Ex
Posición 
exónica

CE 
(exón 1)-

DD 
(exones 
2-9)-CE 
(exón 

10)

ddCcEe

DdCcee 
(exones 1-2)-

ddCcee 
(exones 3-9)-
DD (exón 10)

ddCcee DDCcEe ddccee DDCCee
ce cE Ce CE D

C C C C A

4

505
100 % de 

A
50 % de A

50 % de 
A

G G G G T 509
100 % de 

T
50 % de T

50 % de 
T

T T T T A 514
100 % de 

A
50 % de A

50 % de 
A

A A A A T 544
100 % de 

T
50 % de T

50 % de 
T

A A A A G 577
100 % de 

G
50 % de G

50 % de 
G

T T T T A 594
100 % de 

A
50 % de A

50 % de 
A

G G G G C 602
100 % de 

C
50 % de C

50 % de 
C

G G G G T

5

667
100 % de 

T
50 % de T

50 % de 
T

G C G C G 676
100 % de 

G
50 % de C 50 % 

de G
100 % de G 100 % de G

25 % de C 
75 % de G

100 % de G
100 % 
de G

C C C C G 697
100 % de 

G

RHD 
delecionado, no 

se esperan 
identificaciones

RHD 
delecionado, no 

se esperan 
identificaciones

RHD 
delecionado, 

no se esperan 
identificaciones

50 % de G

RHD 
delecionado, no 

se esperan 
identificaciones

50 % de 
G

A A A A G 712
100 % de 

G
50 % de G

50 % de 
G

C C C C G 733
100 % de 

G
50 % de G

50 % de 
G

T T T T C 744
100 % de 

C
50 % de C

50 % de 
C

A A A A G 787
100 % de 

G
50 % de G

50 % de 
G

T T T T A 800
100 % de 

A
50 % de A

50 % de 
A

Tabla 7 - RHD

Resultados obtenidos basados en análisis

Sitios polimórficos

Exón
Posición 
exónica

CE (exón 1)-
DD (exones 

2-9)-CE 
(exón 10)

ddCcEe

DdCcee 
(exones 1-2)-

ddCcee 
(exones 3-9)-
DD (exón 10)

ddCcee DDCcEe ddccee DDCCee
ce cE Ce CE D

C C T T T

2

150

No se 
identifican 

variantes (no 
se detectan 
variantes)

51 % de C 34 % de C 52 % de C 25 % de C 99 % de C
No se 

identifican 
variantes (no se 

detectan 
variantes)

C C A A A 178 51 % de C 34 % de C 51 % de C 24 % de C 99 % de C

A A G G G 201 50 % de A 33 % de A 50 % de A 24 % de A 99 % de A

A A G G G 203 50 % de A 33 % de A 50 % de A 24 % de A 99 % de A

C C T T T 307 50 % de C 34 % de C 50 % de C 24 % de C 99 % de C

A A A A T

3

361 99 % de A 99 % de A 99 % de A 51 % de A 99 % de A 49 % de A

C C C C T 380 99 % de C 99 % de C 99 % de C 51 % de C 99 % de C 50 % de C

G G G G A 383 99 % de G 99 % de G 99 % de G 51 % de G 99 % de G 50 % de G

C C C C A 455 99 % de C 99 % de C 99 % de C 51 % de C 99 % de C 49 % de C

C C C C A

4

505 99 % de C 99 % de C 99 % de C 46 % de C 99 % de C 47 % de C

G G G G T 509 99 % de G 99 % de G 99 % de G 46 % de G 99 % de G 47 % de G

T T T T A 514 99 % de T 99 % de T 99 % de T 46 % de T 99 % de T 47 % de T

A A A A T 544 99 % de A 99 % de A 99 % de A 46 % de A 99 % de A 47 % de A

A A A A G 577 99 % de A 99 % de A 99 % de A 46 % de A 99 % de A 47 % de A

T T T T A 594 99 % de T 99 % de T 99 % de T 46 % de T 99 % de T 47 % de T

G G G G C 602 99 % de G 99 % de G 99 % de G 46 % de G 99 % de G 47 % de G

5
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(continuación)

Sitios polimórficos

Exón
Posición 
exónica

CE (exón 1)-
DD (exones 

2-9)-CE 
(exón 10)

ddCcEe

DdCcee 
(exones 1-2)-

ddCcee 
(exones 3-9)-
DD (exón 10)

ddCcee DDCcEe ddccee DDCCee
ce cE Ce CE D

T T T T G

5

667 99 % de G 99 % de G 99 % de G 49 % de G 99 % de G 48 % de G

G C G C G 676 49 % de C
Sin 

identificación
Sin 

identificación
25 % de C

Sin 
identificaci

ón

Sin 
identificación

C C C C G 697 99 % de C 99 % de C 99 % de C 49 % de C 99 % de C 48 % de C

A A A A G 712 99 % de A 99 % de A 99 % de A 49 % de A 99 % de A 47 % de A

C C C C G 733 99 % de C 99 % de C 99 % de C 49 % de C 99 % de C 48 % de C

T T T T C 744 99 % de T 99 % de T 99 % de T 49 % de T 99 % de T 48 % de T

A A A A G 787 99 % de A 99 % de A 99 % de A 47 % de A 99 % de A 46 % de A

T T T T A 800 99 % de T 99 % de T 99 % de T 48 % de T 99 % de T 47 % de T

Tabla 8 - RHD

Resultados esperados basados en el genotipo conocido

Sitios polimórficos

Exón
Posición 
exónica

CE (exón 1)-
DD (exones 2-
9)-CE (exón 

10)

ddCcEe

DdCcee 
(exones 1-2)-

ddCcee 
(exones 3-9)-
DD (exón 10)

ddCcee DDCcEe ddccee DDCCee
ce cE Ce CE D

C C T T T

2

150

RHCE 
delecionado, 

no se esperan 
identificaciones

50 % de 
C

33,3 % de C 50 % de C
25 % de 

C
100 % de C

No se esperan 
identificaciones

C C A A A 178
50 % de 

C
33,3 % de C 50 % de C

25 % de 
C

100 % de C

A A G G G 201
50 % de 

A
33,3 % de A 50 % de A

25 % de 
A

100 % de A

A A G G G 203
50 % de 

A
33,3 % de A 50 % de A

25 % de 
A

100 % de A

C C T T T 307
50 % de 

C
33,3 % de C 50 % de C

25 % de 
C

100 % de C

A A A A T

3

361
100 % 
de A

100 % de A 100 % de A
50 % de 

A
100 % de A 50 % de A

C C C C T 380
100 % 
de C

100 % de C 100 % de C
50 % de 

C
100 % de C 50 % de C

G G G G A 383
100 % 
de G

100 % de G 100 % de G
50 % de 

G
100 % de G 50 % de G

C C C C A 455
100 % 
de C

100 % de C 100 % de C
50 % de 

C
100 % de C 50 % de C

C C C C A

4

505
100 % 
de C

100 % de C 100 % de C
50 % de 

C
100 % de C 50 % de C

G G G G T 509
100 % 
de G

100 % de G 100 % de G
50 % de 

G
100 % de G 50 % de G

T T T T A 514
100 % 
de T

100 % de T 100 % de T
50 % de 

T
100 % de T 50 % de T

A A A A T 544
100 % 
de A

100 % de A 100 % de A
50 % de 

A
100 % de A 50 % de A

A A A A G 577
100 % 
de A

100 % de A 100 % de A
50 % de 

A
100 % de A 50 % de A

T T T T A 594
100 % 
de T

100 % de T 100 % de T
50 % de 

T
100 % de T 50 % de T

G G G G C 602
100 % 
de G

100 % de G 100 % de G
50 % de 

G
100 % de G 50 % de G

T T T T G

5

667
100 % 
de T

100 % de T 100 % de T
50 % de 

T
100 % de T 50 % de T

G C G C G 676
50 % de 

C
No se esperan 
identificaciones

No se esperan 
identificaciones

25 % de 
C

No se esperan 
identificaciones

No se esperan 
identificaciones

C C C C G 697
100 % 
de C

100 % de C 100 % de C
50 % de 

C
100 % de C 50 % de C

A A A A G 712
100 % 
de A

100 % de A 100 % de A
50 % de 

A
100 % de A 50 % de A

C C C C G 733
100 % 
de C

100 % de C 100 % de C
50 % de 

C
100 % de C 50 % de C

T T T T C 744
100 % 
de T

100 % de T 100 % de T
50 % de 

T
100 % de T 50 % de T

A A A A G 787
100 % 
de A

100 % de A 100 % de A
50 % de 

A
100 % de A 50 % de A

T T T T A 800
100 % 
de T

100 % de T 100 % de T
50 % de 

T
100 % de T 50 % de T

5
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Tabla 14. Genotipos observados frente a la secuencia de referencia RHD (SEQ NO: 25) usando la 
combinación de cebadores de la mezcla A.

Exón
Mutación en 

referencia a la 
región codificante

Genotipos

ddccee DDCCee DdCcee ddCCee DDccEE ddccee D?ccEe

1 c.148+18A>C 1,00 0,48 0,64 1,00 0,48 0,65 0,66

2

c.150T>C 1,00 0,00 0,35 0,00 0,57 0,75 0,70

c.178A>C 1,00 0,00 0,35 0,00 0,56 0,73 0,69

c.201G>A 1,00 0,00 0,32 0,00 0,54 0,72 0,68

c.203G>A 1,00 0,00 0,32 0,00 0,53 0,72 0,67

c.307T>C 1,00 0,00 0,32 0,00 0,54 0,73 0,68

3

c.336-13C>T 1,00 0,45 0,55 1,00 0,43 0,61 0,60

c.336-8T>A 1,00 0,44 0,54 1,00 0,43 0,61 0,59

c.361T>A 1,00 0,46 0,57 1,00 0,46 0,63 0,61

c.380T>C 1,00 0,47 0,56 1,00 0,46 0,63 0,61

c.383A>G 1,00 0,47 0,57 1,00 0,46 0,64 0,62

c.455A>C 1,00 0,47 0,57 1,00 0,46 0,63 0,62

4

c.487-48insT 1,00 0,50 0,65 1,00 0,51 0,73 1,00

c.505A>C 1,00 0,51 0,66 1,00 0,52 0,74 1,00

c.509T>G 1,00 0,50 0,65 1,00 0,51 0,73 1,00

c.514A>T 1,00 0,51 0,66 1,00 0,51 0,74 1,00

c.544T>A 1,00 0,51 0,66 1,00 0,52 0,74 1,00

c.577G>A 1,00 0,50 0,65 1,00 0,52 0,73 1,00

c.594A>T 1,00 0,51 0,65 1,00 0,52 0,74 1,00

c.602C>G 1,00 0,51 0,65 1,00 0,52 0,74 1,00

5

c.667T>G 1,00 0,50 0,67 1,00 0,49 1,00 1,00

c.676G>C 0,00 0,00 0,00 0,00 0,49 0,00 0,65

c.697G>C 1,00 0,50 0,67 1,00 0,49 0,65 1,00

c.712G>A 1,00 0,50 0,67 1,00 0,49 0,65 1,00

c.733G>C 1,00 0,50 0,67 1,00 0,49 0,65 1,00

c.744C>T 1,00 0,50 0,67 1,00 0,49 0,65 1,00

c.787G>A 1,00 0,49 0,67 1,00 0,49 0,65 1,00

c.800A>T 1,00 0,50 0,67 1,00 0,49 0,65 1,00

6

c.916G>A 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,66

c.932A>G 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.939+21C>T 1,00 0,50 0,67 1,00 0,49 0,67 0,66

c.939+22C>G 1,00 0,50 0,67 1,00 0,49 0,67 0,66

c.939+23T>C 0,99 0,51 0,67 0,99 0,50 0,67 0,66

c.939+24C>T 1,00 0,50 0,67 0,99 0,49 0,67 0,66

7

c.941G>T 1,00 0,50 0,62 1,00 0,50 0,64 0,65

c.968C>A 1,00 0,50 0,61 1,00 0,49 0,63 0,64

c.974G>T 1,00 0,50 0,62 1,00 0,49 0,63 0,64

c.979A>G 1,00 0,50 0,62 1,00 0,50 0,64 0,64

c.985G>C 1,00 0,50 0,62 1,00 0,50 0,64 0,65

c.986G>A 1,00 0,50 0,62 1,00 0,50 0,63 0,64

c.989A>C 1,00 0,50 0,62 1,00 0,49 0,63 0,64

c.992A>T 1,00 0,50 0,62 1,00 0,49 0,63 0,64

c.1025T>C 1,00 0,50 0,62 1,00 0,50 0,64 0,65

c.1048G>C 1,00 0,50 0,62 1,00 0,50 0,64 0,64

c.1053C>T 1,00 0,50 0,62 1,00 0,50 0,63 0,64

c.1057G>T 0,99 0,49 0,61 0,99 0,49 0,63 0,64

c.1059A>G 0,99 0,50 0,62 1,00 0,50 0,63 0,64

c.1060G>A 1,00 0,50 0,62 1,00 0,49 0,63 0,64

9

c.1061C>A 1,00 0,50 0,62 1,00 0,50 0,64 0,65

c.1170T>C 1,00 0,51 0,65 1,00 0,46 0,36 0,67

c.1193A>T 1,00 0,52 0,66 1,00 0,47 0,37 0,68

c.1227+62A>G 1,00 0,50 0,65 1,00 0,46 0,36 0,67
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Tabla 15. Genotipos esperados basados en genotipo, secuencia de referencia RHD (SEQ NO: 25) usando la 
combinación de cebadores de la mezcla A.

Exón
Mutación en 

referencia a la 
región codificante

Genotipos

ddccee DDCCee DdCcee ddCCee DDccEE ddccee D?ccEe

1 c.148+18A>C 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

2

c.150T>C 1,00 0,00 0,33 0,00 0,50 0,67 0,67

c.178A>C 1,00 0,00 0,33 0,00 0,50 0,67 0,67

c.201G>A 1,00 0,00 0,33 0,00 0,50 0,67 0,67

c.203G>A 1,00 0,00 0,33 0,00 0,50 0,67 0,67

c.307T>C 1,00 0,00 0,33 0,00 0,50 0,67 0,67

3

c.336-13C>T 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.336-8T>A 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.361T>A 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.380T>C 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.383A>G 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.455A>C 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

4

c.487-48insT 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.505A>C 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 1,00

c.509T>G 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 1,00

c.514A>T 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 1,00

c.544T>A 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 1,00

c.577G>A 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 1,00

c.594A>T 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 1,00

c.602C>G 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 1,00

5

c.667T>G 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 1,00 1,00

c.676G>C 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50 0,00 0,67

c.697G>C 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 1,00

c.712G>A 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 1,00

c.733G>C 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 1,00

c.744C>T 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 1,00

c.787G>A 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 1,00

c.800A>T 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 1,00

6

c.916G>A 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.932A>G 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.939+21C>T 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.939+22C>G 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.939+23T>C 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.939+24C>T 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

7

c.941G>T 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.968C>A 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.974G>T 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.979A>G 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.985G>C 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.986G>A 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.989A>C 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.992A>T 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.1025T>C 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.1048G>C 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

C.10530T 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.1057G>T 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.1059A>G 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.1060G>A 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

9

C.10610A 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.1170T>C 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.1193A>T 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67

c.1227+62A>G 1,00 0,50 0,67 1,00 0,50 0,67 0,67
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Tabla 16. Genotipos observados frente a la secuencia de referencia RHD (SEQ NO: 25) usando la 
combinación de cebadores de la mezcla B.

Exón
Mutación en referencia a 

la región codificante
Genotipos

ddccee DDCCee DdCcee ddCCee DDccEE ddccee D?ccEe

1 c.148+18A>C 1 0,48 0,65 1 0,52 0,64 0,65

2

c.150T>C 1 0 0,33 0 0,53 0,68 0,71

c.178A>C 1 0 0,33 0 0,53 0,69 0,71

c.201G>A 1 0 0,33 0 0,53 0,68 0,7

c.203G>A 1 0 0,32 0 0,53 0,68 0,7

c.307T>C 1 0 0,33 0 0,53 0,68 0,7

3

c.336-13C>T 1 0,51 0,64 1 0,56 0,67 0,66

c.336-8T>A 1 0,51 0,64 1 0,56 0,67 0,66

c.361T>A 1 0,51 0,64 1 0,56 0,67 0,66

c.380T>C 1 0,51 0,64 1 0,56 0,68 0,66

c.383A>G 1 0,51 0,64 1 0,56 0,68 0,66

c.455A>C 1 0,51 0,65 1 0,56 0,67 0,66

4

c.505A>C 1 0,5 0,65 1 0,49 0,71 1

c.509T>G 1 0,5 0,65 1 0,49 0,71 1

c.514A>T 1 0,5 0,65 1 0,49 0,71 1

c.544T>A 1 0,5 0,65 1 0,49 0,71 1

c.577G>A 1 0,5 0,65 1 0,49 0,71 1

c.594A>T 1 0,51 0,65 1 0,49 0,72 1

c.602C>G 1 0,5 0,66 1 0,49 0,71 1

5

c.667T>G 1 0,55 0,76 1 0,68 1 1

c.676G>C 0 0 0 0 0,67 0 0,66

c.697G>C 1 0,55 0,76 1 0,67 0,75 1

c.712G>A 1 0,55 0,76 1 0,67 0,75 1

c.733G>C 1 0,55 0,76 1 0,68 0,76 1

c.744C>T 1 0,55 0,76 1 0,68 0,75 1

c.787G>A 1 0,51 0,73 1 0,65 0,72 1

c.800A>T 1 0,54 0,76 1 0,68 0,75 1

6

c.916G>A 1 0,52 0,64 1 0,5 0,64 0,67

c.932A>G 1 0,51 0,64 1 0,5 0,64 0,67

c.939+21C>T 0,99 0,5 0,63 1 0,49 0,63 0,66

c.939+22C>G 0,99 0,49 0,62 1 0,48 0,63 0,65

c.939+23T>C 0,97 0,5 0,62 0,98 0,49 0,63 0,66

c.939+24C>T 0,99 0,49 0,62 0,99 0,48 0,62 0,65

7

c.941G>T 1 0,48 0,63 1 0,49 0,62 0,66

c.968C>A 1 0,48 0,63 1 0,49 0,62 0,66

c.974G>T 1 0,48 0,63 1 0,48 0,62 0,66

c.979A>G 1 0,48 0,63 1 0,49 0,62 0,66

c.985G>C 1 0,48 0,63 1 0,49 0,62 0,66

c.986G>A 1 0,48 0,63 1 0,48 0,62 0,66

c.989A>C 1 0,48 0,63 1 0,49 0,62 0,66

c.992A>T 1 0,48 0,63 1 0,48 0,62 0,66

c.1025T>C 1 0,48 0,63 1 0,49 0,62 0,66

c.1048G>C 1 0,48 0,63 1 0,48 0,62 0,66

C.10530T 1 0,48 0,63 1 0,49 0,62 0,66

c.1057G>T 0,99 0,48 0,62 1 0,48 0,62 0,65

c.1059A>G 1 0,48 0,63 1 0,49 0,62 0,66

c.1060G>A 1 0,48 0,62 1 0,48 0,61 0,65

C.10610A 1 0,48 0,63 1 0,48 0,62 0,65

9
c.1154-81_1154-80insAC 0,98 0,50 0,64 0,98 0,49 0,34 0,67

c.1154-67C>T 1 0,51 0,66 1 0,5 0,35 0,68

c.1170T>C 1 0,51 0,65 1 0,5 0,35 0,67

c.1193A>T 1 0,51 0,66 1 0,51 0,35 0,68

E15750052
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Tabla 17. Genotipos esperados basados en genotipos, secuencia de referencia RHD (SEQ NO: 25) usando la 
combinación de cebadores de la mezcla B.

Exón
Mutación en referencia a 

la región codificante
Genotipos

ddccee DDCCee DdCcee ddCCee DDccEE ddccee D?ccEe

1 c.148+18A>C 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

2

c.150T>C 1 0 0,33 0 0,5 0,67 0,67

c.178A>C 1 0 0,33 0 0,5 0,67 0,67

c.201G>A 1 0 0,33 0 0,5 0,67 0,67

c.203G>A 1 0 0,33 0 0,5 0,67 0,67

c.307T>C 1 0 0,33 0 0,5 0,67 0,67

3

c.336-13C>T 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.336-8T>A 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.361T>A 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.380T>C 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.383A>G 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.455A>C 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

4

c.505A>C 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 1,00

c.509T>G 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 1,00

c.514A>T 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 1,00

c.544T>A 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 1,00

c.577G>A 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 1,00

c.594A>T 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 1,00

c.602C>G 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 1,00

5

c.667T>G 1 0,5 0,67 1 0,5 1 1,00

c.676G>C 0 0 0 0 0,5 0 0,67

c.697G>C 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 1,00

c.712G>A 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 1,00

c.733G>C 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 1,00

c.744C>T 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 1,00

c.787G>A 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 1,00

c.800A>T 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 1,00

6

c.916G>A 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.932A>G 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.939+21C>T 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.939+22C>G 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.939+23T>C 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.939+24C>T 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

7

c.941G>T 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.968C>A 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.974G>T 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.979A>G 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.985G>C 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.986G>A 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.989A>C 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.992A>T 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.1025T>C 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.1048G>C 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.1053C>T 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.1057G>T 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.1059A>G 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.1060G>A 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

C.10610A 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

9
c.1154-81_1154-80insAC 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.1154-67C>T 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.1170T>C 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67

c.1193A>T 1 0,5 0,67 1 0,5 0,67 0,67
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Tabla 18. Genotipos observados frente a la secuencia de referencia RHCE (SEQ NO: 26) usando la 
combinación de cebadores de la mezcla A.

Exón
Mutación en 

referencia a la 
región codificante

Genotipos

ddccee DDCCee DdCcee ddCCee DDccEE ddccee D?ccEe

1 c.148+18C>A 0,00 0,53 0,36 0,00 0,52 0,35 0,34

2

c.150C>T 0,00 1,00 0,67 1,00 0,45 0,27 0,32

c.178C>A 0,00 1,00 0,67 1,00 0,45 0,28 0,32

c.201A>G 0,00 1,00 0,68 1,00 0,46 0,28 0,32

c.203A>G 0,00 1,00 0,68 1,00 0,46 0,28 0,32

c.307C>T 0,00 1,00 0,68 1,00 0,46 0,27 0,32

3

c.336-13T>C 0,00 0,54 0,44 0,00 0,55 0,37 0,39

c.336-8A>T 0,00 0,53 0,44 0,00 0,55 0,37 0,39

c.361A>T 0,00 0,53 0,44 0,00 0,54 0,37 0,39

c.380C>T 0,00 0,53 0,43 0,00 0,54 0,36 0,39

c.383G>A 0,00 0,53 0,43 0,00 0,54 0,36 0,38

c.455C>A 0,00 0,53 0,43 0,00 0,54 0,36 0,38

4

c.487-48delT 0,00 0,49 0,34 0,00 0,49 0,27 0,00

c.505C>A 0,00 0,49 0,34 0,00 0,48 0,25 0,00

c.509G>T 0,00 0,50 0,35 0,00 0,49 0,27 0,00

c.514T>A 0,00 0,49 0,34 0,00 0,48 0,26 0,00

c.544A>T 0,00 0,49 0,35 0,00 0,48 0,26 0,00

c.577A>G 0,00 0,50 0,35 0,00 0,48 0,26 0,00

c.594T>A 0,00 0,48 0,34 0,00 0,47 0,23 0,00

c.602G>C 0,00 0,49 0,34 0,00 0,48 0,24 0,00

5

c.667G>T 0,00 0,50 0,33 0,00 0,51 0,00 0,00

c.676G>C 0,00 0,00 0,00 0,00 0,49 0,00 0,65

c.697C>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,51 0,35 0,00

c.712A>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,51 0,35 0,00

c.733C>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,51 0,35 0,00

c.744T>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,51 0,35 0,00

c.787A>G 0,00 0,52 0,34 0,00 0,52 0,36 0,00

c.800T>A 0,00 0,51 0,33 0,00 0,51 0,35 0,00

6

c.916A>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,51 0,33 0,34

c.932G>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,51 0,33 0,34

c.939+21T>C 0,00 0,49 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.939+22G>C 0,00 0,49 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.939+23C>T 0,00 0,48 0,32 0,00 0,50 0,32 0,33

c.939+24T>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,51 0,33 0,34

7

c.941T>G 0,00 0,50 0,38 0,00 0,50 0,36 0,35

c.968A>C 0,00 0,50 0,38 0,00 0,50 0,36 0,36

c.974T>G 0,00 0,50 0,38 0,00 0,50 0,37 0,36

c.979G>A 0,00 0,50 0,38 0,00 0,50 0,36 0,36

c.985C>G 0,00 0,50 0,38 0,00 0,50 0,36 0,36

c.986A>G 0,00 0,50 0,38 0,00 0,50 0,36 0,36

c.989C>A 0,00 0,50 0,38 0,00 0,50 0,36 0,36

c.992T>A 0,00 0,50 0,38 0,00 0,50 0,36 0,36

c.1025C>T 0,00 0,50 0,38 0,00 0,50 0,36 0,35

c.1048C>G 0,00 0,50 0,38 0,00 0,50 0,36 0,36

c.1653T>C 0,00 0,50 0,38 0,00 0,50 0,36 0,36

c.1057T>G 0,00 0,50 0,38 0,00 0,50 0,36 0,35

c.1D59G>A 0,00 0,49 0,37 0,00 0,49 0,36 0,35

c.1060A>G 0,00 0,51 0,38 0,00 0,51 0,37 0,36

9

c.1061A>C 0,00 0,50 0,38 0,00 0,51 0,37 0,36

c.1170C>T 0,00 0,49 0,35 0,00 0,54 0,64 0,33

c.1193T>A 0,00 0,49 0,35 0,00 0,54 0,64 0,33

c.1227+62G>A 0,00 0,49 0,35 0,00 0,54 0,64 0,33

E15750052
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Tabla 19. Genotipos esperados basados en genotipo, secuencia de referencia RHCE (SEQ NO: 26) usando la 
combinación de cebadores de la mezcla A.

Exón
Mutación en 

referencia a la 
región codificante

Genotipos

ddccee DDCCee DdCcee ddCCee DDccEE ddccee D?ccEe

1 c.148+18C>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

2

c.150C>T 0,00 1,00 0,67 1,00 0,50 0,33 0,33

c.178C>A 0,00 1,00 0,67 1,00 0,50 0,33 0,33

c.201A>G 0,00 1,00 0,67 1,00 0,50 0,33 0,33

c.203A>G 0,00 1,00 0,67 1,00 0,50 0,33 0,33

c.307C>T 0,00 1,00 0,67 1,00 0,50 0,33 0,33

3

c.336-13T>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.336-8A>T 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.361A>T 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.380C>T 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.383G>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.455C>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

4

c.487-48delT 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.505C>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.509G>T 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.514T>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.544A>T 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.577A>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.594T>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.602G>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

5

c.667G>T 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,00 0,00

c.676G>C 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50 0,00 0,67

c.697C>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.712A>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.733C>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.744T>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.787A>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.800T>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

6

c.916A>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.932G>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.939+21T>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.939+22G>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.939+23C>T 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.939+24T>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

7

c.941T>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.968A>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.974T>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.979G>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.985C>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.986A>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.989C>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.992T>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.1025C>T 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.1048C>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.1053T>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.1057T>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.1059G>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.1060A>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

9

c.1061A>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.1170C>T 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,67 0,33

c.1193T>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,67 0,33

c.1227+62G>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,67 0,33

E15750052
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Tabla 20. Genotipos observados frente a la secuencia de referencia RHCE (SEQ NO: 26) usando la 
combinación de cebadores de la mezcla B.

Exón
Mutación en referencia a 

la región codificante
Genotipos

ddccee DDCCee DdCcee ddCCee DDccEE ddccee D?ccEe

1 c.148+18C>A 0,00 0,52 0,34 0,00 0,48 0,36 0,35

c.150C>T 0,00 1,00 0,67 1,00 0,47 0,32 0,29

c.178C>A 0,00 1,00 0,67 1,00 0,47 0,31 0,29

2 c.201A>G 0,00 1,00 0,67 1,00 0,47 0,32 0,30

c.203A>G 0,00 1,00 0,68 1,00 0,47 0,32 0,30

c.307C>T 0,00 1,00 0,67 1,00 0,47 0,32 0,30

c.336-13T>C 0,00 0,50 0,36 0,00 0,45 0,33 0,35

c.336-8A>T 0,00 0,50 0,36 0,00 0,45 0,33 0,34

3 c.361A>T 0,00 0,50 0,36 0,00 0,44 0,33 0,35

c.380C>T 0,00 0,50 0,36 0,00 0,44 0,33 0,34

c.383G>A 0,00 0,50 0,36 0,00 0,44 0,32 0,34

c.455C>A 0,00 0,50 0,36 0,00 0,44 0,33 0,34

c.505C>A 0,00 0,50 0,35 0,00 0,51 0,28 0,00

c.509G>T 0,00 0,50 0,35 0,00 0,51 0,29 0,00

c.514T>A 0,00 0,50 0,35 0,00 0,51 0,29 0,00

4 c.544A>T 0,00 0,50 0,35 0,00 0,51 0,29 0,00

c.577A>G 0,00 0,50 0,35 0,00 0,51 0,29 0,00

c.594T>A 0,00 0,49 0,35 0,00 0,51 0,28 0,00

c.602G>C 0,00 0,49 0,34 0,00 0,51 0,29 0,00

5

c.667G>T 0,00 0,45 0,24 0,00 0,32 0,00 0,00

c.676G>C 0,00 0,00 0,00 0,00 0,67 0,00 0,66

c.697C>G 0,00 0,45 0,24 0,00 0,33 0,25 0,00

c.712A>G 0,00 0,45 0,24 0,00 0,33 0,25 0,00

c.733C>G 0,00 0,45 0,24 0,00 0,32 0,24 0,00

c.744T>C 0,00 0,45 0,24 0,00 0,32 0,25 0,00

c.787A>G 0,00 0,49 0,27 0,00 0,35 0,28 0,00

c.800T>A 0,00 0,46 0,24 0,00 0,32 0,24 0,00

6

c.916A>G 0,00 0,48 0,36 0,00 0,50 0,36 0,33

c.932G>A 0,00 0,49 0,36 0,00 0,50 0,36 0,33

c.939+21T>C 0,00 0,46 0,34 0,00 0,48 0,34 0,31

c.939+22G>C 0,00 0,47 0,35 0,00 0,49 0,35 0,32

c.939+23C>T 0,00 0,46 0,34 0,00 0,47 0,34 0,31

c.939+24T>C 0,00 0,47 0,35 0,00 0,49 0,35 0,32

7

c.941T>G 0,00 0,52 0,37 0,00 0,51 0,38 0,34

c.968A>C 0,00 0,52 0,37 0,00 0,51 0,38 0,34

c.974T>G 0,00 0,52 0,37 0,00 0,52 0,38 0,34

c.979G>A 0,00 0,52 0,37 0,00 0,51 0,38 0,34

c.985C>G 0,00 0,52 0,37 0,00 0,51 0,38 0,34

c.986A>G 0,00 0,52 0,37 0,00 0,52 0,38 0,34

c.989C>A 0,00 0,52 0,37 0,00 0,51 0,38 0,34

c.992T>A 0,00 0,52 0,37 0,00 0,52 0,38 0,34

c.1025C>T 0,00 0,52 0,37 0,00 0,51 0,38 0,34

c.1048C>G 0,00 0,52 0,37 0,00 0,52 0,38 0,34

c.1053T>C 0,00 0,52 0,37 0,00 0,51 0,38 0,34

c.1057T>G 0,00 0,52 0,37 0,00 0,51 0,38 0,34

c.1059G>A 0,00 0,51 0,37 0,00 0,51 0,37 0,34

c.1060A>G 0,00 0,52 0,37 0,00 0,51 0,38 0,35

9

c.1061A>C 0,00 0,52 0,37 0,00 0,51 0,38 0,34

c.1154-82_1154-81delAC 0,00 0,49 0,34 0,00 0,50 0,65 0,32

c.1154-67T>C 0,00 0,49 0,34 0,00 0,50 0,65 0,32

c.1170C>T 0,00 0,49 0,35 0,00 0,50 0,65 0,33

c.1193T>A 0,00 0,49 0,34 0,00 0,49 0,65 0,32
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Tabla 21. Genotipos esperados basados en genotipos, secuencia de referencia RHCE (SEQ NO: 26) usando 
la combinación de cebadores de la mezcla B.

Exón
Mutación en referencia a 

la región codificante
Genotipos

ddccee DDCCee DdCcee ddCCee DDccEE ddccee D?ccEe

1 c.148+18C>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

2

c.150C>T 0,00 1,00 0,67 1,00 0,50 0,33 0,33

c.178C>A 0,00 1,00 0,67 1,00 0,50 0,33 0,33

c.201A>G 0,00 1,00 0,67 1,00 0,50 0,33 0,33

c.203A>G 0,00 1,00 0,67 1,00 0,50 0,33 0,33

c.307C>T 0,00 1,00 0,67 1,00 0,50 0,33 0,33

3

c.336-13T>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.336-8A>T 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.361A>T 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.380C>T 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.383G>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.455C>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

4

c.505C>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.509G>T 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.514T>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.544A>T 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.577A>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.594T>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.602G>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

5

c.667G>T 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,00 0,00

c.676G>C 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50 0,00 0,67

c.697C>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.712A>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.733C>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.744T>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.787A>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

c.800T>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,00

6

c.916A>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.932G>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.939+21T>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.939+22G>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.939+23C>T 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.939+24T>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.941T>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.968A>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.974T>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.979G>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.985C>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.986A>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

7
c.989C>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.992T>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.1025C>T 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.1048C>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.1053T>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.1057T>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.1059G>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.1060A>G 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

c.1061A>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,33 0,33

9
c.1154-82_1154-81delAC 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,67 0,33

c.1154-67T>C 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,67 0,33

c.1170C>T 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,67 0,33

c.1193T>A 0,00 0,50 0,33 0,00 0,50 0,67 0,33

E15750052
11-12-2019ES 2 761 567 T3

 



41

Tabla 22. Genotipos observados frente a la secuencia de referencia RHD (SEQ NO: 25) usando la 
combinación de cebadores de la mezcla A.

Exón
Mutación en 

referencia a la región 
codificante

Genotipos

DDCCee ddCcEe ddCcee ddccee ddccee Dccee

1 c.148+18A>C 0,49 1,00 1,00 1,00 1,00 0,46

2

c.150T>C 0,00 0,51 0,51 1,00 1,00 0,28

c.178A>C 0,00 0,51 0,52 1,00 1,00 0,28

c.201G>A 0,00 0,51 0,51 1,00 1,00 0,28

c.203G>A 0,00 0,50 0,50 1,00 1,00 0,27

c.307T>C 0,00 0,51 0,51 1,00 1,00 0,28

3

c.336-13C>T 0,55 1,00 1,00 1,00 1,00 0,52

c.336-8T>A 0,55 1,00 1,00 1,00 1,00 0,52

c.361T>A 0,54 1,00 1,00 1,00 1,00 0,52

c.380T>C 0,55 1,00 1,00 1,00 1,00 0,52

c.383A>G 0,56 1,00 1,00 1,00 1,00 0,53

c.455A>C 0,55 1,00 1,00 1,00 1,00 0,52

4

c.487-48_487-47insT 0,51 1,00 1,00 1,00 1,00 0,49

c.505A>C 0,51 1,00 1,00 1,00 1,00 0,50

c.509T>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,48

c.514A>T 0,51 1,00 1,00 1,00 1,00 0,49

c.544T>A 0,51 1,00 1,00 1,00 1,00 0,49

c.577G>A 0,49 1,00 1,00 1,00 1,00 0,48

c.594A>T 0,53 1,00 1,00 1,00 1,00 0,51

c.602C>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,49

5

c.667T>G 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,47

c.676G>C 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00

c.697G>C 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,47

c.712G>A 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,46

c.733G>C 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,47

c.744C>T 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,47

c.787G>A 0,42 1,00 1,00 1,00 1,00 0,43

c.800A>T 0,44 1,00 1,00 1,00 1,00 0,46

6

c.916G>A 0,48 1,00 1,00 1,00 1,00 0,49

c.932A>G 0,48 1,00 1,00 1,00 1,00 0,49

c.939+21C>T 0,47 0,99 0,99 0,99 0,99 0,48

c.939+22C>G 0,45 0,98 0,97 0,98 0,98 0,47

c.939+23T>C 0,47 0,94 0,94 0,95 0,94 0,49

c.939+24C>T 0,45 0,97 0,97 0,97 0,98 0,45

7

c.941G>T 0,44 1,00 1,00 1,00 1,00 0,43

c.968C>A 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,43

c.974G>T 0,44 1,00 1,00 1,00 1,00 0,43

c.979A>G 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,43

c.985G>C 0,44 1,00 1,00 1,00 1,00 0,43

c.986G>A 0,44 1,00 1,00 1,00 1,00 0,43

c.989A>C 0,44 1,00 1,00 1,00 1,00 0,43

c.992A>T 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,43

c.1025T>C 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,43

c.1048G>C 0,44 1,00 1,00 1,00 1,00 0,43

c.1053C>T 0,44 1,00 1,00 1,00 1,00 0,43

c.1057G>T 0,44 0,99 0,99 0,99 0,99 0,42

c.1059A>G 0,46 0,99 0,99 0,99 0,99 0,45

c.1060G>A 0,42 1,00 1,00 1,00 1,00 0,41

9

c.1061C>A 0,43 0,99 1,00 1,00 1,00 0,42

c.1170T>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,50

c.1193A>T 0,51 1,00 1,00 1,00 1,00 0,51

c.1227+62A>G 0,51 1,00 1,00 1,00 1,00 0,50
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Tabla 23. Genotipos esperados basados en genotipo, secuencia de referencia RHD (SEQ NO: 25) usando la 
combinación de cebadores de la mezcla A.

Exón
Mutación en referencia a la 

región codificante
Genotipos

DDCCee ddCcEe ddCcee ddccee ddccee Dccee

1 c.148+18A>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

2

c.150T>C 0,00 0,50 0,50 1,00 1,00 0,33

c.178A>C 0,00 0,50 0,50 1,00 1,00 0,33

c.201G>A 0,00 0,50 0,50 1,00 1,00 0,33

c.203G>A 0,00 0,50 0,50 1,00 1,00 0,33

c.307T>C 0,00 0,50 0,50 1,00 1,00 0,33

3

c.336-13C>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.336-8T>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.361T>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.380T>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.383A>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.455A>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.487-48_487-47insT 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.505A>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c. 509T>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

4
c.514A>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.544T>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.577G>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.594A>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.602C>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.667T>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.676G>C 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00

c.697G>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

5
c.712G>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.733G>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.744C>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.787G>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.800A>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.916G>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.932A>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

6
c.939+21C>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.939+22C>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.939+23T>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.939+24C>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.941G>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.968C>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.974G>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.979A>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.985G>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.986G>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

7
c.989A>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.992A>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.1025T>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.1048G>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.1053C>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.1057G>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.1059A>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.1060G>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

9

c.1061C>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.1170T>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.1193A>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.1227+62A>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67
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Tabla 24. Genotipos observados frente a la secuencia de referencia RHD (SEQ NO: 25) usando la 
combinación de cebadores de la mezcla B.

Exón
Mutación en referencia a 

la región codificante
Genotipos

DDCCee ddCcEe ddCcee ddccee ddccee Dccee

1 c.148+18A>C 0,51 1,00 1,00 0,99 0,99 0,49

2

c.150T>C 0,00 0,51 0,52 1,00 1,00 0,28

c.178A>C 0,00 0,52 0,53 1,00 1,00 0,29

c.201G>A 0,00 0,50 0,51 1,00 1,00 0,27

c.203G>A 0,00 0,49 0,50 1,00 1,00 0,26

c.307T>C 0,00 0,48 0,47 0,99 1,00 0,25

3

c.336-13C>T 0,63 1,00 1,00 1,00 1,00 0,66

c.336-8T>A 0,64 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.361T>A 0,62 1,00 1,00 1,00 1,00 0,66

c.380T>C 0,64 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.383A>G 0,64 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.455A>C 0,62 1,00 1,00 1,00 1,00 0,66

4

c.505A>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,50

c.509T>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,49

c.514A>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,50

c.544T>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,50

c.577G>A 0,49 1,00 1,00 1,00 1,00 0,49

c.594A>T 0,51 1,00 1,00 1,00 1,00 0,50

c.602C>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,50

5

c.667T>G 0,48 1,00 1,00 1,00 1,00 0,59

c.676G>C 0,00 0,49 0,00 0,00 0,00 0,00

c.697G>C 0,49 1,00 1,00 1,00 1,00 0,60

c.712G>A 0,49 1,00 1,00 1,00 1,00 0,59

c.733G>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,61

c.744C>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,61

c.787G>A 0,41 1,00 1,00 1,00 1,00 0,52

c.800A>T 0,48 1,00 1,00 1,00 1,00 0,59

c.916G>A 0,49 1,00 1,00 1,00 1,00 0,50

c.932A>G 0,51 1,00 1,00 1,00 1,00 0,51

6
c.939+21C>T 0,41 0,99 0,98 0,99 0,99 0,42

c.939+22C>G 0,38 0,98 0,97 0,97 0,97 0,39

c.939+23T>C 0,43 0,94 0,93 0,91 0,92 0,44

c.939+24C>T 0,38 0,98 0,98 0,97 0,97 0,41

c.941G>T 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,45

c.968C>A 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,45

c.974G>T 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,44

c.979A>G 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,45

c.985G>C 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,45

c.986G>A 0,46 1,00 1,00 1,00 1,00 0,45

7
c.989A>C 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,44

c.992A>T 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,44

c.1025T>C 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,45

c.1048G>C 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,45

c.1053C>T 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,46

c.1057G>T 0,44 0,99 0,99 0,99 0,99 0,44

c.1059A>G 0,46 0,99 0,99 0,99 1,00 0,45

c.1060G>A 0,44 1,00 1,00 1,00 1,00 0,44

c.1061C>A 0,45 1,00 1,00 1,00 1,00 0,45

9
c.1154-81_1154-80insAC 0,47 0,98 0,98 0,98 0,98 0,48

c.1154-67C>T 0,48 1,00 1,00 1,00 1,00 0,49

c.1170T>C 0,47 1,00 1,00 1,00 1,00 0,47

c.1193A>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,51
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Tabla 25. Genotipos esperados basados en genotipos, secuencia de referencia RHD (SEQ NO: 25) usando la 
combinación de cebadores de la mezcla B.

Exón
Mutación en referencia a 

la región codificante
Genotipos

DDCCee ddCcEe ddCcee ddccee ddccee Dccee

1 c.148+18A>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

2

c.150T>C 0,00 0,50 0,50 1,00 1,00 0,33

c.178A>C 0,00 0,50 0,50 1,00 1,00 0,33

c.201G>A 0,00 0,50 0,50 1,00 1,00 0,33

c.203G>A 0,00 0,50 0,50 1,00 1,00 0,33

c.307T>C 0,00 0,50 0,50 1,00 1,00 0,33

3

c.336-13C>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.336-8T>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.361T>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.380T>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.383A>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.455A>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

4

c.505A>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.509T>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.514A>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.544T>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.577G>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.594A>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.602C>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

5

c.667T>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.676G>C 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00

c.697G>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.712G>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.733G>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.744C>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.787G>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.800A>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

6

c.916G>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.932A>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.939+21C>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.939+22C>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.939+23T>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.939+24C>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

7

c.941G>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.968C>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.974G>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.979A>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.985G>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.986G>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.989A>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.992A>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.1025T>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.1048G>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.1053C>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.1057G>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.1059A>G 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.1060G>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

9

c.1061C>A 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.1154-81_1154-80insAC 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.1154-67C>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.1170T>C 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67

c.1193A>T 0,50 1,00 1,00 1,00 1,00 0,67
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Tabla 26. Genotipos observados frente a la secuencia de referencia RHCE (SEQ NO: 26) usando la 
combinación de cebadores de la mezcla A.

Exón
Mutación en 

referencia a la 
región codificante

Genotipos

DDCCee ddCcEe ddCcee ddccee ddccee Dccee

1 c.148+18C>A 0,51 0,00 0,00 0,00 0,00 0,54

2

c.150C>T 1,00 0,49 0,49 0,00 0,00 0,72

c.178C>A 1,00 0,49 0,48 0,00 0,00 0,72

c.201A>G 1,00 0,49 0,49 0,00 0,00 0,72

c.203A>G 1,00 0,50 0,50 0,00 0,00 0,73

c.307C>T 1,00 0,48 0,48 0,00 0,00 0,71

3

c.336-13T>C 0,45 0,00 0,00 0,00 0,00 0,48

c.336-8A>T 0,45 0,00 0,00 0,00 0,00 0,48

c.361A>T 0,46 0,00 0,00 0,00 0,00 0,48

c.380C>T 0,45 0,00 0,00 0,00 0,00 0,48

c.383G>A 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,47

c.455C>A 0,44 0,00 0,00 0,00 0,00 0,48

4

c.487-48delT 0,49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,51

c.505C>A 0,49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.509G>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,52

c.514T>A 0,49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,51

c.544A>T 0,49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,51

c.577A>G 0,51 0,00 0,00 0,00 0,00 0,51

c.594T>A 0,47 0,00 0,00 0,00 0,00 0,48

c.602G>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,51

5

c.667G>T 0,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,53

c.676G>C 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00

c.697C>G 0,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,53

c.712A>G 0,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,54

c.733C>G 0,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,53

c.744T>C 0,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,53

c.787A>G 0,58 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57

c.800T>A 0,56 0,00 0,00 0,00 0,00 0,54

6

c.916A>G 0,52 0,00 0,00 0,00 0,00 0,51

c.932G>A 0,51 0,00 0,00 0,00 0,00 0,51

c.939+21T>C 0,49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,48

c.939+22G>C 0,51 0,00 0,00 0,00 0,00 0,49

c.939+23C>T 0,47 0,00 0,00 0,00 0,00 0,46

c.939+24T>C 0,52 0,00 0,00 0,00 0,00 0,51

7

c.941T>G 0,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57

c.968A>C 0,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57

c.974T>G 0,56 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57

c.979G>A 0,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57

c.985C>G 0,56 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57

c.986A>G 0,56 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57

c.989C>A 0,56 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57

c.992T>A 0,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57

c.1025C>T 0,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57

c.1048C>G 0,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57

c.1053T>C 0,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57

c.1057T>G 0,55 0,00 0,00 0,00 0,00 0,56

c.1059G>A 0,52 0,00 0,00 0,00 0,00 0,54

c.1060A>G 0,56 0,00 0,00 0,00 0,00 0,58

9

c.1061A>C 0,56 0,00 0,00 0,00 0,00 0,57

c.1170C>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.1193T>A 0,49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,49

c.1227+62G>A 0,49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50
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Tabla 27. Genotipos esperados basados en genotipo, secuencia de referencia RHCE (SEQ NO: 26) usando la 
combinación de cebadores de la mezcla A.

Exón
Mutación en 

referencia a la región 
codificante

Genotipos

DDCCee ddCcEe ddCcee ddccee ddccee Dccee

1 c.148+18C>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

2

c.150C>T 1,00 0,50 0,50 0,00 0,00 0,50

c.178C>A 1,00 0,50 0,50 0,00 0,00 0,50

c.201A>G 1,00 0,50 0,50 0,00 0,00 0,50

c.203A>G 1,00 0,50 0,50 0,00 0,00 0,50

c.307C>T 1,00 0,50 0,50 0,00 0,00 0,50

3

c.336-13T>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.336-8A>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.361A>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.380C>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.383G>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.455C>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

4

c.487-48delT 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.505C>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.509G>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.514T>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.544A>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.577A>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.594T>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.602G>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.667G>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.676G>C 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00

c.697C>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

5
c.712A>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.733C>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.744T>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.787A>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.800T>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.916A>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.932G>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

6
c.939+21T>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.939+22G>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.939+23C>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.939+24T>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.941T>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.968A>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.974T>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.979G>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.985C>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.986A>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

7
c.989C>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.992T>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.1025C>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.1048C>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.1053T>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.105TF>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.1059G>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.1060A>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.1061A>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

9
c.1170C>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.1193T>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.1227+62G>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50
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Tabla 28. Genotipos observados frente a la secuencia de referencia RHCE (SEQ NO: 26) usando la 
combinación de cebadores de la mezcla B.

Exón
Mutación en referencia a 

la región codificante
Genotipos

DDCCee ddCcEe ddCcee ddccee ddccee Dccee

1 c.148+18C>A 0,49 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

2

c.150C>T 1,00 0,49 0,48 0,00 0,00 0,72

c.178C>A 1,00 0,48 0,47 0,00 0,00 0,71

c.201A>G 1,00 0,50 0,48 0,00 0,00 0,73

c.203A>G 1,00 0,51 0,50 0,00 0,00 0,74

c.307C>T 0,99 0,50 0,50 0,00 0,00 0,72

3

c.336-13T>C 0,37 0 0 0,00 0,00 0,34

c.336-8A>T 0,36 0 0 0,00 0,00 0,33

c.361A>T 0,37 0 0 0,00 0,00 0,34

c.380C>T 0,36 0 0 0,00 0,00 0,33

c.383G>A 0,36 0 0 0,00 0,00 0,33

c.455C>A 0,38 0 0 0,00 0,00 0,34

4

c.505C>A 0,50 0 0 0,00 0,00 0,50

c.509G>T 0,50 0 0 0,00 0,00 0,51

c.514T>A 0,50 0 0 0,00 0,00 0,50

c.544A>T 0,50 0 0 0,00 0,00 0,50

c.577A>G 0,51 0 0 0,00 0,00 0,51

c.594T>A 0,49 0 0 0,00 0,00 0,50

c.602G>C 0,50 0 0 0,00 0,00 0,50

5

c.667G>T 0,52 0 0 0,00 0,00 0,41

c.676G>C 0,00 0,49 0 0,00 0,00 0,00

c.697C>G 0,51 0 0 0 0 0,40

c.712A>G 0,51 0 0 0 0 0,41

c.733C>G 0,50 0 0 0 0 0,39

c.744T>C 0,50 0 0 0 0 0,39

c.787A>G 0,57 0 0 0 0 0,47

c.800T>A 0,51 0 0 0 0 0,39

6

c.916A>G 0,51 0 0 0 0 0,50

c.932G>A 0,49 0 0 0 0 0,49

c.939+21T>C 0,39 0 0 0 0 0,40

c.939+22G>C 0,43 0 0 0 0 0,44

c.939+23C>T 0,36 0 0 0 0 0,37

c.939+24T>C 0,42 0 0 0 0 0,42

7

c.941T>G 0,54 0 0 0 0 0,55

c.968A>C 0,55 0 0 0 0 0,55

c.974T>G 0,55 0 0 0 0 0,56

c.979G>A 0,54 0 0 0 0 0,55

c.985C>G 0,55 0 0 0 0 0,55

c.986A>G 0,54 0 0 0 0 0,55

c.989C>A 0,55 0 0 0 0 0,56

c.992T>A 0,55 0 0 0 0 0,56

c.1025C>T 0,55 0 0 0 0 0,55

c.1048C>G 0,55 0 0 0 0 0,55

c.1053T>C 0,55 0 0 0 0 0,54

c.1057T>G 0,55 0 0 0 0 0,55

c.1059G>A 0,53 0 0 0 0 0,53

c.1060A>G 0,55 0 0 0 0 0,55

9

c.1061A>C 0,55 0 0 0 0 0,55

c.1154-82_1154-81delAC 0,52 0 0 0 0 0,51

c.1154-67T>C 0,52 0 0 0 0 0,51

c.1170C>T 0,53 0 0 0 0 0,53

c.1193T>A 0,50 0 0 0 0 0,50
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Tabla 29. Genotipos esperados basados en genotipos, secuencia de referencia RHCE (SEQ NO: 26) usando 
la combinación de cebadores de la mezcla B.

Exón
Mutación en referencia a 

la región codificante
Genotipos

DDCCee ddCcEe ddCcee ddccee ddccee Dccee

1 c.148+18C>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

2

c.150C>T 1,00 0,50 0,50 0,00 0,00 0,50

c.178C>A 1,00 0,50 0,50 0,00 0,00 0,50

c.201A>G 1,00 0,50 0,50 0,00 0,00 0,50

c.203A>G 1,00 0,50 0,50 0,00 0,00 0,50

c.307C>T 1,00 0,50 0,50 0,00 0,00 0,50

3

c.336-13T>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.336-8A>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.361A>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.380C>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.383G>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.455C>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.505C>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.509G>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.514T>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

4 c.544A>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.577A>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.594T>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.602G>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.667G>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.676G>C 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00

c.697C>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

5
c.712A>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.733C>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.744T>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.787A>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.800T>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.916A>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.932G>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

6
c.939+21T>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.939+22G>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.939+23C>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.939+24T>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.941T>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.968A>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.974T>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.979G>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.985C>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.986A>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

7
c.989C>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.992T>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.1025C>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.1048C>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.1053T>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.1057T>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.1059G>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.1060A>G 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.1061A>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

9
c.1154-82_1154-81delAC 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.1154-6TF>C 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.1170C>T 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50

c.1193T>A 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50
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Tabla 30. Genotipos observados y esperados para el intrón 2 frente a secuencias de referencia RHD (SEQ ID 
NO: 117) y RHCE (SEQ ID NO: 120)

Mezcla de 
cebador

Genotipo
Observado Esperado

RHCEin2 RHDin2 RHCEin2 RHDin2

A

ddccee 0,00 1,00 0,00 1,00

DDCCee 0,44 0,56 0,50 0,50

DdCcee 0,29 0,71 0,33 0,67

ddCCee 1,00 0,00 1,00 0,00

DDccEE 0,00 1,00 0,00 1,00

ddccee 0,00 1,00 0,00 1,00

D?ccEe 0,00 1,00 0,00 1,00

B

ddccee 0,00 1,00 0,00 1,00

DDCCee 0,29 0,71 0,50 0,50

DdCcee 0,23 0,77 0,33 0,67

ddCCee 1,00 0,00 1,00 0,00

DDccEE 0,00 1,00 0,00 1,00

ddccee 0,00 1,00 0,00 1,00

D?ccEe 0,00 1,00 0,00 1,00

Tabla 31. Genotipos observados y esperados para el intrón 2 frente a secuencias de referencia RHD (SEQ ID 
NO: 117) y RHCE (SEQ ID NO: 120)5

Mezcla de 
cebador

Genotipo
Observado Esperado

RHCEin2 RHDin2 RHCEin2 RHDin2

A

DDCCee 0,42 0,58 0,5 0,5

ddccee 0,00 1,00 0 1

DdCcee 0,19 0,81 0,33 0,67

ddCcee 0,31 0,69 0,25 0,75

ddCcEe 0,29 0,71 0,25 0,75

ddccee 0,00 1,00 0 1

DDCCee 0,25 0,75 0,5 0,5

ddccee 0,00 1,00 0 1

DdCcee 0,12 0,88 0,33 0,67

ddCcee 0,31 0,69 0,25 0,75

ddCcEe 0,32 0,68 0,25 0,75

B ddccee 0,00 1,00 0 1
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Progenika Biopharma S.A.

<120> Detección de alelos basada en consenso5

<130> CSC/FP7138084

<150> GB 1414350.7
<151> 13/08/201410

<160> 141

<170> PatentIn versión 3.3
15

<210> 1
<211> 33
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

20
<220>
<223> Secuencia sintética: Marcador de secuenciación de nueva generación

<400> 1
acactctttc cctacacgac gctcttccga tct 3325

<210> 2
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Secuencia sintética: Marcador de secuenciación de nueva generación

<400> 235
gtgactggag ttcagacgtg tgctcttccg atct 34

<210> 3
<211> 20
<212> ADN40
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

45
<400> 3
tccctcaagc cctcaagtag 20

<210> 4
<211> 2050
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico55

<400> 4
tgttggagag aggggtgatg 20

<210> 560
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>65
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico
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<400> 5
ctgcacagag acggacacag 20

<210> 65
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 6
ccctgctatt tgctcctgtg 20

15
<210> 7
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

20
<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 7
aaaggaacat ctgtgcccct 2025

<210> 8
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 835
cccttccagc tgccatttag 20

<210> 9
<211> 20
<212> ADN40
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

45
<400> 9
aaatctcgtc tgcttccccc 20

<210> 10
<211> 2050
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico55

<400> 10
aagtgatcca gccaccatcc 20

<210> 1160
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>65
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico
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<400> 11
gtccattccc tctatgaccc 20

<210> 125
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 12
aggtgcccaa cagtgtttgt 20

15
<210> 13
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

20
<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 13
tgagtgagag gcatccttcc 2025

<210> 14
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 1435
tttggccctt ttctcccagg 20

<210> 15
<211> 20
<212> ADN40
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

45
<400> 15
gaaaccccac caaatggagc 20

<210> 16
<211> 2050
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico55

<400> 16
gaagccccac caaatggagc 20

<210> 1760
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>65
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico
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<400> 17
ggcttcaagt cacacctcct 20

<210> 185
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 18
cagaggatgc cgacactcac 20

15
<210> 19
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

20
<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 19
ccattctgct cagcccaagt 2025

<210> 20
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial30

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 2035
cagccagagc cttttctgag 20

<210> 21
<211> 20
<212> ADN40
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

45
<400> 21
cagccctagg attctcatcc 20

<210> 22
<211> 2050
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico55

<400> 22
agcaggagtg tgattctggc 20

<210> 2360
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>65
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico
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<400> 23
ctgttagacc caagtgctgc 20

<210> 245
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>10
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 24
tggggagggg cataaatatg 20

15
<210> 25
<211> 64956
<212> ADN
<213> Homo sapiens

20
<400> 25
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<211> 65624
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 26

10
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<210> 27
<211> 332
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 27

10

<210> 28
<211> 384
<212> ADN
<213> Homo sapiens15

<400> 28

20
<210> 29
<211> 384
<212> ADN
<213> Homo sapiens

25
<400> 29
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<210> 30
<211> 3845
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 30
10

<210> 31
<211> 384
<212> ADN15
<213> Homo sapiens

<400> 31

20

<210> 32
<211> 384
<212> ADN
<213> Secuencia artificial25

<220>
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<223> RHCE_consensus_ex01

<400> 32

5

<210> 33
<211> 400
<212> ADN10
<213> Homo sapiens

<400> 33

15

<210> 34
<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens20

<400> 34

25
<210> 35
<211> 400
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 35
5

<210> 36
<211> 40010
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 36
15

<210> 37
<211> 400
<212> ADN20
<213> Homo sapiens

<400> 37

25
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<210> 38
<211> 400
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

5
<220>
<223> RHCE_consensus_ex02

<400> 38
10

<210> 39
<211> 40015
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 39
20

<210> 40
<211> 400
<212> ADN25
<213> Homo sapiens

<400> 40
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<210> 41
<211> 400
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 41

10

<210> 42
<211> 400
<212> ADN15
<213> Homo sapiens

<400> 42

20

<210> 43
<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens25

<400> 43
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<210> 44
<211> 400
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RHCE_consensus_ex03

10
<400> 44

<210> 4515
<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 4520

<210> 46
<211> 40025
<212> ADN
<213> Homo sapiens
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<400> 46

5
<210> 47
<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens

10
<400> 47

<210> 4815
<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 4820

<210> 49
<211> 40025
<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<400> 49

5

<210> 50
<211> 400
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> RHCE_consensus_ex04

<400> 5015

<210> 51
<211> 41020
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 51
25

<210> 52
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<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 525

<210> 53
<211> 40010
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 53
15

<210> 54
<211> 400
<212> ADN20
<213> Homo sapiens

<400> 54

25

<210> 55
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<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 555

<210> 56
<211> 40010
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RHCE_consensus_ex515

<400> 56

20
<210> 57
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

25
<220>
<223> Secuencia sintética: Marcador de secuenciación de nueva generación

<400> 57
acactctttc cctacctgta aaacgacggc cagt 3430

<210> 58
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial35

<220>
<223> Secuencia sintética: Marcador de secuenciación de nueva generación

<400> 5840
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ggttgctcgc caggaaacag ctatgacc 28

<210> 59
<211> 20
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

10
<400> 59
ggtcacttgc agcaagatgg 20

<210> 60
<211> 2015
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico20

<400> 60
accttgcttc ctttacccac 20

<210> 6125
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 61
tggccttcag ccaaagcaga 20

35
<210> 62
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

40
<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 62
ctaatgcagc tgtgcactgc 2045

<210> 63
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial50

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 6355
tgtgtgaaag gggtgggtag 20

<210> 64
<211> 20
<212> ADN60
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

65
<400> 64
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gtctcacctg ccaatctgct 20

<210> 65
<211> 20
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

10
<400> 65
gttggagggg agtgttaagg 20

<210> 66
<211> 2015
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico20

<400> 66
ccagctaagg actctgcaca 20

<210> 6725
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 67
atggcactac tgacaccgac 20

35
<210> 68
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

40
<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 68
ttgtccctga tgacctctgc 2045

<210> 69
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial50

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 6955
tgtcctggca atggtggaag 20

<210> 70
<211> 20
<212> ADN60
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

65
<400> 70
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gcacatagac atccagccac 20

<210> 71
<211> 20
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

10
<400> 71
agctggtcca ggaatgacag 20

<210> 72
<211> 2715
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico20

<400> 72
gtgggagaaa aaggatttct gttgaga 27

<210> 7325
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 73
tcttgagatt aaaaatcctg tgctcca 27

35
<210> 74
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

40
<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 74
agttcatgca ctcaaaatct atcacgt 2745

<210> 75
<211> 20
<212> ADN
<213> Secuencia artificial50

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 7555
cctgcaatgc tccttactcc 20

<210> 76
<211> 22
<212> ADN60
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

65
<400> 76
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ggctgtttca agagatcaag cc 22

<210> 77
<211> 22
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

10
<400> 77
tcagtatgtg ggttcatctg ca 22

<210> 78
<211> 2215
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico20

<400> 78
aggcaacagt gagaggaagt tg 22

<210> 7925
<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 79
tgctgtcatg agcgtttctc ac 22

35
<210> 80
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

40
<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 80
cttgtgccac ttgacttggg actg 2445

<210> 81
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial50

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 8155
ctgttttgag tcccttcagg ggag 24

<210> 82
<211> 28
<212> ADN60
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

65
<400> 82
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ctcacatact gataacttag caaatggc 28

<210> 83
<211> 21
<212> ADN5
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

10
<400> 83
gatcacttga gcccaggagg c 21

<210> 84
<211> 2215
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico20

<400> 84
ttaactcagg aggctgaggt gg 22

<210> 8525
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>30
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 85
ctgaggtggg aggatcactt gag 23

35
<210> 86
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

40
<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia consenso - cebador específico

<400> 86
aaattagccg ggcatggtag cag 2345

<210> 87
<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens50

<400> 87
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<210> 88
<211> 400
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 88

10

<210> 89
<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens15

<400> 89

20

<210> 90
<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens25

<400> 90
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<210> 91
<211> 4005
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 91
10

<210> 92
<211> 400
<212> ADN15
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RHCE_consensus_exOβ

20
<400> 92

25
<210> 93
<211> 400
<212> ADN
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<213> Homo sapiens

<400> 93

5

<210> 94
<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens10

<400> 94

15
<210> 95
<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens

20
<400> 95

25
<210> 96
<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens
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<400> 96

5
<210> 97
<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens

10
<400> 97

<210> 9815
<211> 400
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>20
<223> RHCE_consensus_ex07

<400> 98

25

<210> 99
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<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 995

<210> 100
<211> 40010
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 100
15

<210> 101
<211> 400
<212> ADN20
<213> Homo sapiens

<400> 101

25

<210> 102
<211> 400
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<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 102
5

<210> 103
<211> 400
<212> ADN10
<213> Homo sapiens

<400> 103

15

<210> 104
<211> 400
<212> ADN
<213> Secuencia artificial20

<220>
<223> RHCE_consensus_exOδ

<400> 10425

ES 2 761 567 T3

 



147

<210> 105
<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<400> 105

10
<210> 106
<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens

15
<400> 106

<210> 10720
<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 10725
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<210> 108
<211> 400
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 108

10

<210> 109
<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens15

<400> 109

20
<210> 110
<211> 400
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

25
<220>
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<223> RHCE_consensus_ex09

<400> 110

5

<210> 111
<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens10

<400> 111

15
<210> 112
<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens

20
<400> 112

<210> 11325
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<211> 400
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 1135

<210> 114
<211> 40010
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 114
15

<210> 115
<211> 400
<212> ADN20
<213> Homo sapiens

<400> 115

25

<210> 116
<211> 400
<212> ADN
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> RHCE_consensus_exlO

5
<400> 116

<210> 11710
<211> 305
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 11715

<210> 118
<211> 30820
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 118
25

<210> 119
<211> 308
<212> ADN30
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<213> Homo sapiens

<400> 119

5

<210> 120
<211> 417
<212> ADN
<213> Homo sapiens10

<400> 120

15
<210> 121
<211> 417
<212> ADN
<213> Homo sapiens

20
<400> 121

<210> 12225
<211> 58
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia de cebador directo

<400> 122
aatgatacgg cgaccaccga gatctacact ctttccctac acgacgctct tccgatct 585

<210> 123
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial10

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia de cebador inverso, que contiene un código de barras de 8 nucleótidos 
añadido para la identificación del paciente.

15
<220>
<221> misc_feature
<222> (25)..(32)
<223> Código de barras de 8 nucleótidos añadido para la identificación del paciente.

20
<400> 123
caagcagaag acggcatacg agatnnnnnn nngtgactgg agttcagacg tgtgctcttc 60

<210> 124
<211> 3325
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Cebador de secuenciación directa30

<400> 124
acactctttc cctacacgac gctcttccga tct 33

<210> 12535
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>40
<223> Secuencia sintética: Cebador de secuenciación inversa

<400> 125
gtgactggag ttcagacgtg tgctcttccg atct 34

45
<210> 126
<211> 34
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

50
<220>
<223> Secuencia sintética: Cebador de secuenciación de índice

<400> 126
agatcggaag agcacacgtc tgaactccag tcac 3455

<210> 127
<211> 59
<212> ADN
<213> Secuencia artificial60

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia de cebador directo

<400> 12765
aatgatacgg cgaccaccga gatctacact ctttccctac ctgtaaaacg acggccagt 59

ES 2 761 567 T3

 



154

<210> 128
<211> 60
<212> ADN
<213> Secuencia artificial5

<220>
<223> Secuencia sintética: Secuencia de cebador inverso, que contiene un código de barras de 8 nucleótidos 
añadido para la identificación del paciente.

10
<220>
<221> misc_feature
<222> (25)..(32)
<223> Código de barras de 8 nucleótidos añadido para la identificación del paciente.

15
<400> 128
caagcagaag acggcatacg agatnnnnnn nnggttgctc gccaggaaac agctatgacc 60

<210> 129
<211> 3420
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia sintética: Cebador de secuenciación directa25

<400> 129
acactctttc cctacctgta aaacgacggc cagt 34

<210> 13030
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>35
<223> Secuencia sintética: Cebador de secuenciación inversa

<400> 130
ggttgctcgc caggaaacag ctatgacc 28

40
<210> 131
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

45
<220>
<223> Secuencia sintética: Cebador de secuenciación de índice

<400> 131
ggtcatagct gtttcctggc gagcaacc 2850

<210> 132
<211> 43
<212> ADN
<213> Homo sapiens55

<400> 132
tgtccggcgc tgcctgcccc tctgsgccct aacactggaa gca 43

<210> 13360
<211> 38
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 13365
ccggcgctgc ctgcccctct gggccctaac actggaag 38
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<210> 134
<211> 41
<212> ADN
<213> Homo sapiens5

<400> 134
gggcttcctc acctcrartt tccggagaca cagctggagc a 41

<210> 13510
<211> 41
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 13515
ggcttcctca cctcaaattt ccggagacac agctggagca g 41

<210> 136
<211> 38
<212> ADN20
<213> Homo sapiens

<400> 136
cggtgctgat ctcagyggrt gctgtcttgg ggaaggtc 38

25
<210> 137
<211> 33
<212> ADN
<213> Homo sapiens

30
<400> 137
ggtgctgatc tcagcgggtg ctgtcttggg gaa 33

<210> 138
<211> 4335
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 138
gcctctaccc ragggaacgg aggataawga tcagasagca acg 4340

<210> 139
<211> 52
<212> ADN
<213> Homo sapiens45

<400> 139
gcctgccaaa gcctctaccc aagggaacgg aggataatga tcagagagca ac 52

<210> 14050
<211> 47
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 14055
gaatgccrtg ttcaacacct actatgctst agcagtcagy gtggtga 47

<210> 141
<211> 52
<212> ADN60
<213> Homo sapiens

<400> 141
gaagaatgcc atgttcaaca cctactatgc tctagcagtc agtgtggtga ca 52

65
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REIVINDICACIONES

1. Un método para genotipar alelos en al menos un conjunto de loci genéticos homólogos, que comprende:

(i) proporcionar una muestra que contiene ADN que incluye dicho al menos un conjunto de loci genéticos 5
homólogos, en donde dicho conjunto de loci genéticos homólogos comprende:

(a) el gen RHD y el gen RHCE que codifican el antígeno eritrocitario; o
(b) dos o más genes del sistema del antígeno leucocitario humano (HLA); o
(c) dos de más de los genes que codifican la glucoforina seleccionados del gen GYPA, el gen GYPB y el gen 10
GYPE;

(ii) realizar la amplificación por PCR de regiones de dicho conjunto de loci genéticos homólogos usando 
cebadores específicos de secuencia consenso, en donde dichos cebadores específicos de secuencia consenso 
se unen a secuencias consenso que son comunes a dichos genes de conjunto de loci genéticos homólogos (a), 15
(b) o (c);
generando así un conjunto de productos de amplificación;
(iii) secuenciar una pluralidad de dichos productos de amplificación para determinar la proporción relativa de 
cada nucleótido en cada posición en una lectura de secuenciación;
(iv) realizar una alineación de secuencia entre los resultados de lectura de secuencia de (iii) y al menos una 20
secuencia de referencia, correspondiéndose dicha secuencia de referencia con uno de los genes en dicho 
conjunto de loci genéticos homólogos; y
(v) realizar una identificación de genotipo del alelo o alelos en dicha muestra basada en la proporción relativa de 
cada nucleótido en cada una de una pluralidad de posiciones discriminantes en dicha alineación.

25
2. El método de acuerdo con la reivindicación 1, en donde el conjunto de loci genéticos homólogos comprende el 
gen RHD y el gen RHCE, y en donde dicha al menos una secuencia de referencia comprende:

(i) al menos un exón o un intrón del gen RHD de la SEQ ID NO: 25 o el complemento inverso del mismo;
(ii) al menos un exón o un intrón del gen RHCE de la SEQ ID NO: 26 o de uno de los haplotipos de RHCE ce, 30
Ce, cE o CE, respectivamente o el complemento inverso del mismo;
(iii) al menos una de la secuencia del exón 1 de RHO como se muestra en la SEQ ID NO: 27, las secuencias del 
exón 1 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 28-31, siendo los haplotipos de RHCE ce, Ce, cE o CE, 
respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 1 de RHCE como se muestra en la SEQ ID NO: 32 o el 
complemento inverso de la misma;35
(iv) al menos una de la secuencia del exón 2 de RHO como se muestra en la SEQ ID NO: 33, las secuencias del 
exón 2 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 34-37, siendo los haplotipos de RHCE ce, Ce, cE o CE, 
respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 2 de RHCE como se muestra en la SEQ ID NO: 38 o el 
complemento inverso de la misma;
(v) al menos una de la secuencia del exón 3 de RHO como se muestra en la SEQ ID NO: 39, las secuencias del 40
exón 3 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 40 - 43, siendo los haplotipos de RHCE ce, Ce, cE o 
CE, respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 3 de RHCE como se muestra en la SEQ ID NO: 44 o el 
complemento inverso de la misma;
(vi) al menos una de la secuencia del exón 4 de RHO como se muestra en la SEQ ID NO: 45, las secuencias del 
exón 4 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 46-49, siendo los haplotipos de RHCE ce, Ce, cE o CE, 45
respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 4 de RHCE como se muestra en la SEQ ID NO: 50 o el 
complemento inverso de la misma;
(vii) al menos una de las secuencias del exón 5 de RHO como se muestra en la SEQ ID NO: 51, las secuencias 
del exón 5 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 52-55, siendo los haplotipos de RHCE ce, Ce, cE o 
CE, respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 5 de RHCE como se muestra en la SEQ ID NO: 56 o el 50
complemento inverso de la misma;
(viii) al menos una de la secuencia del exón 6 de RHO como se muestra en la SEQ ID NO: 87, las secuencias del 
exón 6 de RHCE como se muestra en las SEQ ID NO: 88-91, siendo los haplotipos de RHCE ce, Ce, cE o CE, 
respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 6 de RHCE como se muestra en la SEQ ID NO: 90 o el 
complemento inverso de la misma;55
(ix) al menos una de las secuencias del exón 7 de RHO como se muestra en la SEQ ID NO: 93, las secuencias 
del exón 7 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 94-97, siendo los haplotipos de RHCE ce, Ce, cE o 
CE, respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 7 de RHCE como se muestra en la SEQ ID NO: 98 o el 
complemento inverso de la misma;
(x) al menos una de la secuencia del exón 8 de RHO como se muestra en la SEQ ID NO: 99, las secuencias del 60
exón 8 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 100-103, siendo los haplotipos de RHCE ce, Ce, cE o 
CE, respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 8 de RHCE como se muestra en la SEQ ID NO: 104 o 
el complemento inverso de la misma;
(xi) al menos una de la secuencia del exón 9 de RHO como se muestra en la SEQ ID NO: 105, las secuencias 
del exón 9 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 106-109, siendo los haplotipos de RHCE ce, Ce, cE 65
o CE, respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 9 de RHCE como se muestra en la SEQ ID NO: 110 
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o el complemento inverso de la misma;
(xii) al menos una de las secuencias del exón 10 de RHD tal como se muestra en la SEQ ID NO: 111, las 
secuencias del exón 10 de RHCE tal como se muestra en las SEQ ID NO: 112-115, siendo los haplotipos de 
RHCE ce, Ce, cE o CE, respectivamente, y/o la secuencia consenso del exón 10 de RHCE como se muestra en 
la SEQ ID NO: 116 o el complemento inverso de la misma; y/o5
(xiii) al menos una de la secuencia del intrón 2 de RHO como se muestra en la SEQ ID NO: 117, las secuencias 
de intrón 2 de RHCE como se muestra en las SEQ ID NO: 118-121, siendo los haplotipos de RHCE ce, Ce, cE o 
CE, respectivamente, o el complemento inverso del mismo.

3. El método de acuerdo con la reivindicación 2, en donde dicha al menos una secuencia de referencia comprende al 10
menos dos secuencias de referencia, que incluye:

(i) al menos un exón o un intrón del gen RHD de la SEQ ID NO: 25 o el complemento inverso del mismo, por 
ejemplo, una secuencia de exón de RHO seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 27, 33, 39, 45, 51, 87, 
93, 99, 105, 111 y 117; y15
(ii) al menos un exón o un intrón de una secuencia del gen RHCE, tal como de la SEQ ID NO: 26, por ejemplo, 
una secuencia del exón RHCE seleccionada de cualquiera de las SEQ ID NO: 28-32, 34-38, 40-44, 46-50, 52-56, 
88-92, 94-98, 100-104, 106-110, 112-116 y 118-121 o el complemento inverso del mismo.

4. El método de acuerdo con la reivindicación 2 o la reivindicación 3, en donde dicha pluralidad de posiciones 20
discriminantes en dicha alineación se selecciona de las posiciones establecidas en cualquiera de las Tablas 2, 11 y 
13.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en donde el método comprende 
secuenciar cada uno de los exones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10 del gen RHD y cada uno de los exones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 25
7, 8, 9 y 10 del gen RHCE.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en donde el método comprende además:

(i) clasificar la muestra como de un genotipo seleccionado del grupo que consiste en CE(exones 1-2)-DD(exones 30
3-9)-CE (exón 10), DDCcEe, DdCCee, ddCcEe, DdCcee(exones 1-2)-ddCcee(exones 3-9)-DD(exón 10), ddCcee, 
DDCcEe, DdccEe, ddccee, DDCCee, DdCcee, ddCCee, DDccEE y D?ccEe, basado en la proporción relativa de 
cada nucleótido en cada una de dicha pluralidad de posiciones discriminantes de dicha alineación; y/o
(ii) determinar el tipo de sangre de la muestra basado en el genotipo, en donde opcionalmente el tipo de sangre 
se selecciona del grupo que consiste en: RHD+, tipo Cw; RHD+, CcEe; wDt3, Cce; RHD*DIIIa-het; Ce, RHD+; 35
DAR-hem; r’s; Ce, RHD+; rr; R1R1; R1r; r’r’; R2R2; Pseudogén/-; y DVI tipo 1/-;
en donde opcionalmente el alelo de tipo sanguíneo se selecciona del grupo que consiste en: RHD*r’S; tipo 
RHD*r’S; RHD*r’S Tipo 1; RHD*r’S Tipo 2; RHD*DIIIa; RHD*DIIIa IVS3+3100G; RHD*DIII_FN; RHD*DIVa-2; 
RHD*DIVa; RHD*DI-II-tipo4; RHD*DIII-tipo6; RHD*DIII-tipo7; RHD*DIII-tipo8; RHCE*ceS; RHCE*ceS1006T; 
RHCE*ceS1006C; RHCE*ce733G; RHCE*ce48C,733G,1025T; RHCE*ce48C, 697G, 733G; RHCE*ce340T,40
733G; y RHCE*ce48C, 733G, 748A.

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el método comprende

(i) obtener el número de lecturas que abarcan las bases de referencia y el número de lecturas que abarcan bases 45
alternativas después de la alineación para su uso en dicha identificación del genotipo;
(ii) definir un umbral para la proporción de lecturas que abarcan las bases de referencia frente a las lecturas que 
abarcan las bases alternativas para la identificación de variantes;
(iii) obtener el número de lecturas que abarcan las bases directas de referencia, el número de lecturas que 
abarcan las bases inversas de referencia, el número de lecturas que abarcan las bases directas alternativas y el 50
número de lecturas que abarcan las bases inversas alternativas para su uso en la identificación del genotipo;
(iv) calcular un puntaje de calidad de mapeo para cada alineación de secuencia y/o un puntaje de calidad de 
mapeo general para una pluralidad de dichos alineamientos de secuencia, en donde dicho puntaje de calidad de 
mapeo para cada alineación de secuencia y/o dicho puntaje de calidad de mapeo general para dicha pluralidad 
de alineamientos de secuencia debe ser al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o al 55
menos 30 unidades de Puntuación de Phred para que dicha identificación de genotipo sea considerada fiable.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde se realiza una etapa previa 
al proceso antes de dicha alineación de secuencia para mejorar la calidad de la alineación, que comprende:

60
(i) excluir lecturas de secuencia más cortas de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 o más cortas de 76 nucleótidos;
(ii) recortar lecturas de secuencia, en donde dicho recorte comprende eliminar 1, 2, 3, 4 o 5 nucleótidos del 
extremo 5' y/o 3' de cada lectura de secuenciación.

9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el método comprende 65
además realizar una etapa de control de calidad para evaluar la calidad de las lecturas de secuenciación antes de 
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realizar dicha alineación de secuencia, y en donde evaluar la calidad de cada lectura de secuenciación directa y/o 
inversa comprende determinar uno o más parámetros seleccionados del grupo que consiste en:

(i) por calidad de secuencia de bases;
(ii) por puntuación de calidad de secuencia;5
(iii) por contenido de secuencia de bases;
(iv) por contenido de bases GC;
(v) por contenido de GC en secuencia;
(vi) por contenido de bases de N;
(vii) distribución de longitud de secuencia;10
(viii) nivel de duplicación de secuencia;
(ix) secuencias sobrerrepresentadas;
(x) Contenido de Kmer.

10. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el método comprende 15
además evaluar uno o más de dichos alineamientos de secuencia para determinar al menos un parámetro 
seleccionado del grupo que consiste en:

(i) cobertura, en donde el umbral de cobertura mínima se establece en 10X, 15X, 20X, 25X o 30X;
(ii) frecuencia variante, en donde la frecuencia mínima variante para identificar a un genotipo alternativo es del 2 20
%, 5 %, 10 %, 15 %, 20 % o 30 %;
(iii) identificación de calidad media del genotipo, en donde la identificación de calidad media del genotipo es al 
menos 18, 19, 20, 21,22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34 o 35 unidades de puntuación de Phred;
(iv) calidad de mapeo, en donde la calidad del mapeo es de al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 
26, 27, 28, 29 o 30 unidades de puntuación de Phred;25
(v) calidad de la identificación, en donde la calidad de la identificación es de al menos 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 unidades de puntuación de Phred.

11. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde los criterios de umbral se 
establecen de manera que para definir:30

(i) una identificación homocigótica, un mínimo del 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o el 99 % de las lecturas 
deben admitir el alelo identificado;
(ii) una identificación heterocigótica, entre el 30 % y el 70 %, entre el 35 % y el 65 %, entre el 40 % y el 60 %, o 
entre el 45 % y el 55 % de las lecturas deben admitir el alelo alternativo;35
(iii) una identificación hemicigótica, entre el 15 % y el 45 %, entre el 20 % y el 40 %, entre el 20 % y el 35 %, o 
entre el 25 % y el 35 % de las lecturas deben admitir el alelo identificado.

12. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde la cobertura se evalúa 
independientemente para la alineación de hebras directas e inversas, y en donde la proporción de cobertura de 40
directo frente a inverso está entre 0,6 y 1,4, entre 0,7 y 1,3, entre 0,8 y 1,2, o entre 0,85 y 1,15.

13. Un método de emparejamiento de sangre, comprendiendo el método:

(i) llevar a cabo el método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 en una muestra 45
receptora de un sujeto receptor que necesite sangre de donante y en una muestra donante de un posible sujeto 
donante;
(ii) comparar los alelos de tipo sanguíneo presentes en la muestra receptora con los presentes en el sujeto 
donante y determinar así la compatibilidad del sujeto receptor para recibir sangre del posible sujeto donante.

50
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