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INNOVACIONES EN INMUNOHEMATOLOGIA

l. Introduccioén

Malva H. Mejia-Arregui

La medicina transfusional ha sido revolucionada por
diversas disciplinas, en particular por la genética la
biologia moleculary lainmunologia, puede decirse que el
primer gran salto se da cuando Landsteiner descubre el
sistema ABO,! a partir de ese momento su desarrollo ha
ido siempre en ascenso.

Lademostracion de los anticuerpos producidos por los
pacientes contralos antigenos eritrocitarios y en general
contra los antigenos sanguineos son la base de la
inmunohematologia, se han buscado por ellolas técnicas
adecuadas paraponerlos en evidenciay asi proporcionar
alos pacientes unatransfusion que noles cause perjuicio.

Uno de los grandes descubrimientos basicos en este
sentido fue lareaccién de Coombs quetiene unlugar muy
importante en diversas areas de la medicina y desde
luego preponderante enlainmunohematologia, aun algu-
nastécnicas modernas siguen basandose en ese descu-
brimiento.?

Elbuen manejo de lareaccion antigeno anticuerpoen
inmunohematologia implica conocer perfectamente los
factores que la afectan como son: la constante de
equilibriode las reacciones, lainfluencia de latemperatu-
ra, del pH, deltiempo de incubacion, de lafuerzaiénicadel
medio, de las proporciones de antigenoy anticuerpot etc.;
asi como de los factores que pueden inhibir, aumentar, o
deshacer dicha reaccién. El jugar sabiamente con todos
estos elementos nos facilita el ayudar a los pacientes en
su diagndstico o en su soporte transfusional.

Como ya mencionamos la prueba de antiglobulina
humana fue un descubrimiento basico con una amplia
aplicacién hasta nuestros dias, en 1945 Coombs, Mourant
y Race?describieron los procedimientos para detectar los
anticuerpos que no producian aglutinacion.

El antisuero mayormente utilizado en estatécnica es
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el poliespecifico que contiene anticuerpos contra IgG y
contraC3d humanos, pueden contener también anti C3b,
anti C4b y anti C4d, su papel en la mayoria de los
procedimientos es la deteccién de IgG, la actividad
anticomplemento tiene mayor importancia en el estudio
de las anemias hemoliticas autoinmunes, ya que en
algunos pacienteslo Unico detectable sobre los eritrocitos
es el C3d. Los reactivos monoespecificos son Utiles para
caracterizar a las proteinas que estan cubriendo a los
eritrocitos, de tal manera que nos ayudan a distinguir los
patrones de reactividad en los casos en que un suero
contiene tanto anticuerpos activadores de complemento,
como aquellos no activadores de complemento.®

Otro elemento primordial en elavance del diagndstico
adecuado de los pacientes ha sido el uso de paneles de
eritrocitos de fenotipo conocido, que permiten identificar
la especificidad de los anticuerpos encontrados, de tal
maneraque nos facilitalabdsquedade sangre adecuada
para los pacientes haciendo uso del conocimiento de la
frecuencia antigénica en las diferentes poblaciones nos
permite planificar una blisqueda exitosa de sangre com-
patible.*

Ademas de los aspectos basicos que aqui hemos
mencionado someramente se han buscado nuevas tec-
nologias paradeteccidn de reacciones antigeno anticuer-
po, tal como las pruebas de adherencia en fase sélida en
las que se inmoviliza el antigeno o el anticuerpo en una
microplaca, aglutinacion en columna en las que se usa
una pequefia columna cargada con un medio de separa-
cion, en la parte superior de la columna se llevaa cabo la
reaccion entre el suero y los eritrocitos y al pasar las
células através de lacolumnadespués de centrifugacion
se separan las células no aglutinadas de las aglutinadas,
enalgunas pruebas seincluye antisueros dentro del medio
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delacolumnadetalmaneraque puederealizarse laprueba
de antiglobulina humana o bien utilizarse para realizar el
fenotipado de los eritrocitos, estos métodos fueron desa-
rrollados gracias a los estudios de Lapierre en 1986;3° otra
tecnologiaque se hadesarrollado enrelacion conlaanterior
ha sido la automatizacion de la deteccion de reacciones
antigeno anticuerpo para inmunohematologia, la
inmunofluorescencia se esta usando con citometria de
flujo para la deteccién de hemorragia fetomaterna, para
medir niveles muy bajos de IgG unida a las células y para
distinguirlaexpresion de antigenos sanguineos homocigotos
y heterocigotos® entre otras muchas aplicaciones; también
se hausado enradioinmunoensayo, las pruebas de ELISA
y la inmovilizacion especifica de antigenos eritrocitarios
por anticuerpos monoclonales, MAIEA por sus siglas en
inglés, esta metodologia ha sido utilizada para aislar
estructuras especificas de la membrana que permiten
realizar estudios de antigenos de grupos sanguineos.?
Hemos comentado las tecnologias mas conocidas
entre las que no debemos perder de vista las bondades y

limitaciones de lastécnicas basicasy preguntarnos porque
nos hemos detenido, si es que ha si ha sido como lo
discutira con suagudo estilo elquimico Javier Bautista, sin
embargo aun se abre un panorama mucho mas amplio
como nos comentara en doctor George Garratty que
permitiraun desarrolloaln mayor de laInmunohematologia.

Referencias

1. Mollison PL, Engelfriet CP, Contreras M. Blood transfusion in clinical
medicine. Oxford UK: Blackwell Scientific Publications; 1993.

2. Coombs RRA, Mourant AE, Race RR. A new test for the detection of weak
and "incomplete" Rh agglutinins. Br J Exp Pathol 1945;26:255-266.

3. Brecher ME. Technical Manual. American Associations of Blood Banks.
Bethesda MD, USA. 2003.

4. Quintanar-Garcia E. Uso del panel de eritrocitos de fenotipo conocido.

Experiencia nacional, En Memorias 35 aniversario Banco Central de Sangre
del CMN Siglo XXI. Rodriguez MH, Mejia A MH, Novelo GB, Escobar H ML,
Hernéndez CT, Rivera RL México: IMSS;1997.

5. Lapierre Y, Rigal D, Adam J et al. The gel test: anew way to detect red
cell antigen-antibody reactions. Transfusion 1990;30:109-13.
6. Garraty G, Arnt P. Applications of flow cytofluorometry to transfusion

science. Transfusion 1994;35:157-178.

Il. Diagnostico

inmunohematologico por biologia molecular en México.
¢Por qué nos hemos detenido?

Javier Bautista-Juarez

La biologia moderna se basa en el conocimiento de las
moléculas internas de las células y de las interacciones
gue permiten construir organismos multicelulares. La
totalidad de los conceptos de la biologia celular molecular
derivan en el presente de experimentos, y en forma
constante se desarrollan poderosas herramientas experi-
mentales que permiten el estudio de las células y los
organismos vivos con resolucion creciente. En la actua-
lidad en varios paises, y con subsidios empresariales y
gubernamentales, los investigadores se han embarcado
en una carrera con el objetivo de crear nuevos descubri-
mientos y tecnologias; como descifrar la secuencia del
genomahumano, crear la bioinformatica, crear maquina-
rias multiproteicas para la sintesis de macromoléculas,
etcétera.l En nuestro pais, sin embargo, los trabajos o
protocolos de investigacion en cuanto la medicina
transfusional, solo son en la mayoria de los casos, para
ratificar la funcionalidad o validacion que ya se han
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realizado a ciertos productos y/o equipos en su lugar de
origen, por lo que solo se repiten procedimientos. Lo
anterior nos muestra que la unificacién de criterios, mal
llamada globalizacion, en estaramade laMedicinano ha
sido tan efectiva en nuestro medio, ya que nos ha orillado
acopiar protocolos de trabajo de otros lugares, a consumir
y utilizar exactamente sus reactivos y equipos, lo cual no
es malo pero tampoco muy bueno, ya que nos ha
imposibilitado a crear las necesidades de nuestra pobla-
cién tecnoldgico-econdmicasy el poder aplicar nuestras
ideas de innovacion para la investigacion. Por lo cual
trataré de ampliar desde mi punto de vista algunos de los
puntos que podemos atacar para facilitarnos el diagnos-
tico o resolucidon de problemas relacionados con la
inmunohematologia y que espero nos deje sacar mas
ideas que le den mayor calidad a nuestro trabajo, ademas
de abrirnos a las Universidades y Tecnologicos que
cuentan en muchos de los casos con la tecnologia,
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procesos y tesistas que conocen en algunos casos
equipos y reactivos que en los bancos de sangre no se
cuentan. Otro grupo que debemos de allegarnos sinlugar
a dudas son las empresas productoras de equipos y
reactivos que deben deinteresarse porlos nuevos proce-
S0S.

El impacto en el desarrollo de la tecnologia en la
biologia celular, la genética, la inmunologia y la biologia
molecular han ayudado en el diagnosticoy tratamiento de
ciertos padecimientos relacionados con estas ciencias,?
ademas de dar mas armas y abrir los campos de la
investigacion concernientes avarias areas de lamedicina
como serialaMedicina Transfusional. Esta se ha conver-
tido en un campo multidisciplinario al cual se vaincorpo-
rando los mas recientes desarrollos tecnolégicos que
desafian alas metodologias clasicas actualmente en uso,
por ejemplo: La combinacion de técnicas como es la de
PCR alelo especificas; ha permitido establecer genotipos
y dilucidar los mecanismos molecular involucrados en la
diversidad de grupos sanguineos como son las mutacio-
nes puntuales; En la prediccion de la EHRN tomando el
binomio de madre portadora de un anticuerpo circulante y
ladeterminacion del genotipo del antigeno correspondiente
en el DNA del feto, éste se puede obtener de diferentes
formas; laproduccion de inmunoglobulinas por tecnologia
con hibridomas. Otro aspecto en la aplicacion de latecno-
logia recombinante es la produccion de antigenos
eritrocitarios mediante transfeccion, reactivos aplicables
enladeteccion de anticuerpos circulantes. No es de dudar
gue en unfututo proximo se produzcaun panel de antigenos
recombinates.®®

Esimportante antes que hada mencionar alos grupos
que trabajan en México aplicando la biologia moleculary
sutecnologiacomo puntade lanza para sus investigacio-
nes; Baptistay colaboradoress en el Instituto Nacional de
Perinatologia con sutrabajo de los Antigenos del Sistema
Rhenelhumanoyanimales congenesrelacionadosy no
relacionados; La Facultad de Medicinade UNAM campus
Ciudad Universitaria, en el area de investigacion con el
estudio de deleciones de los antigenos A,B del Sistema
ABO enla poblacion de la ciudad de México. Grupos que
han sacado a la luz sus trabajos con la gran importancia
de aplicarlos a la poblacién Mexicana.

Relacionando ahoraatodaslas ciencias que engloban
alaBiologiamolecular conlaInmunohematologia, pode-
mos analizar cuidadosamente algunos puntos que pue-
den serampliados o modificados que junto conlas nuevas
tecnologias relacionadas con la biologia molecular han
aparecido sean un arma de mejora en la medicina
transfusional y que puedan ayuda a los grupos interesa-
dos en la investigacion y/o producciéon de moléculas o
equipos allegados alainmunohematologia que ademas
sean de interés para nuestra poblacion se sugiere lo
siguiente.
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Bautista-Juarez J.

m  En cuanto a la citometria de flujo, la utilizaciéon de
anticuerpos monoclonales para la deteccién de Gru-
pos débiles del sistema ABO, demostrado en nuestra
poblaciéntenerunagranimportanciay que enninguna
parte del mundo se hareportado el resultado encontra-
do. El estudio de las reacciones transfu-sionales con
anticuerpos monoclonales que nos ayuden adistinguir
entre reacciones por plaquetas, eritrocitos, leucocitos
o proteinas plasmaticas y que es una practicacomuan
en paises del llamado primer mundo y cuyo Unico
reactivo especial para utilizarse es suero anti-lgG
monoespecificoy que enlapantallade lacomputado-
ranos marcaratodas las células sanguineas separa-
das pero nos marcara a las que tienen al anticuerpo
pegado, lo cual nos ayudara a diferenciar el tipo de
reaccion ocurrido en el paciente sobre todoen el caso
de reacciones transfusionales inespecificas, con
Coombs directo negativo, y/o que en la blisqueda de
anticuerposirregulares el resultado seanegativo. Y en
elcasode sospechar de alguin anticuerpo en especial
se deberia de contar con este anticuerpo monoclonal
para poderlo detectar, el cual podria producirse como
seindicaen el siguiente punto o se podriamandaralas
empresas dedicadas a la citometria de flujo.

m La tecnologia de hibridacion para la produccién de
anticuerpos monoclonales, puede aplicarse para la
produccion de anticuerpos dificiles de conseguiryasea
por su precio o por su traslado de otro pais, como los
anti-Diego obligatoriotenerloenlosbancos de sangre
de altaespecialidad; los anti-Gerbich que ahorase han
presentado en niimero considerable en nuestrapobla-

A L S D E r

Life Science Research Products. BIORAD Laboratories, inc. CA,
USA,; lllustrations: 2002-2003.
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Biologia molecular en méxico. ¢Por qué nos hemos detenido?

ciény que se hantenido que maquilar al extranjero para
su confirmacién; la producciéon de antisueros anti-A,
anti-B, anti-A,B y anti-D los cuales en el IMSS se era
casi autosuficiente, y que en el instituto se gastan
grandes cantidades para suconsumo; laproducciénde
anticuerpos antitumorales que se puedan utilizar como
neutralizantes en sueros de pacientes oncol6-gicos y
que nos eviten los resultados falsos positivos en los
rastreos de anticuerpos. Ademas de la produccién de
anticuerpos monoclonales especiales paralacitometria
de flujoque no se producen normalmente por las casas
dedicadasesto.
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Life Science Research Products. BIORAD Laboratories, inc. CA,
USA,; lllustrations: 2002-2003.

m Latecnologiade columnacon hibridaciondeanticuerpos
monoclonales, paralaproduccion de anticuerpos para
lapurificacionde células progenitoras hematopoyéticas
en el trasplante de médula 6sea alogénico o aut6logo
conanticuerpos anti-CD34 o anti-tumoralestecnologia
necesaria para el éxito del trasplante ayudando a
disminuir el rechazo injerto contra hospedero y en el
caso del trasplante autdélogo disminuir las recaidas.
Tecnologiaque enlaactualidad solo cuenta el Hospital
Infantil de México y existen ya varios centros que
trabajan con este tipo de células.

m  Crear los equipos necesarios para la deteccion del
anticuerpo de chagas y su prueba comprobatorio,
importante para nuestro territorio nacional, y que enla
actualidad se compra conteniendo cepas diferentes a
las de nuestroterritorio, creando por Biologia Molecular
mezclas de antigenos de diferentes cepas para el
aseguramiento de unresultadoideal.
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m  Combinando latransferencia recombinante (transfec-
cién)ylaelectroferesis se ayudaria a crear un panel de
antigenos en tiras reactivas que tendrian una caduci-
dad muy largay se podria conservar antigenos de alta
o baja frecuencia sin tantos problemas de almacenaje
utilizando paraladetecciénde anticuerpos no frecuen-
tes de detectarenlos paneles comunes o mezclasde
anticuerpos dificiles de descifrar utilizando para esto
una técnica de deteccion semejante a la que se
utiliza para la determinacién por WB, teniendo por lo
tanto mejor resoluciény especificidad de lo encontra-
do. Esta tecnologia nos ayudaria a diagnosticar
mezclas de anticuerpos que normalmente con las
técnicas actualesyaseaentubooengelestoesmas
subjetivo.

Para todos estos procesos ademas de un equipo de
investigacién adecuado y que camine a la par de las
necesidades de una banco de sangre y de células
progenitoras hematopoyéticas, es necesario el tener la
ayuda de las industrias (casas comerciales) interesadas
en crear nuevos proyectos que les den unrangoy confian-
za ante los clientes nacionales e internacionales y/o
ademas el empezar atener convenio de ayuda mutuacon
las Universidades las cuales como se marco inicialmente
tienen los equipos que normalmente no manejamos en
bancos de sangre, la capacitacién para su uso, alumnos
dispuestos arealizar sustesis o servicio social en este tipo
de proyectos y el hambre de aprender y ensefiar. Los
convenios con las Universidades en un punto importante
paratrabajar, ya que en México es casi nulalarelacion de
las Instituciones-Universidades que integren alos profesio-
nales-investigadores que se dediquen a la Medicina
Transfusional en especial ala Inmunohematologia. Por lo
que un puntoimportante y que se debe de seguir apoyando
es la Capacitacion y la Ensefianza la cual nos ayudara a
abrir nuestras mentes para relacionar otros estudios
interpolandolos a nuestras necesidades. Yaque cuando el
hombre tiene mas preguntas que respuestas estallisto para
crear investigar y producir.
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lll. Applications of flow cytometry to immunohematology

George Garratty

Detection and Quantitation of RBC-Bound Proteins
(e.g.,1gG, lgG subclasses, IgM, IgA, C3): FCis usually
no more sensitive than the antiglobulin test (AGT), butin
special situations it can detect RBC-bound IgG or IgM
when the AGT fails. RBC-bound IgM can be particularly
difficult to detect by the direct AGT (DAT), but is easily
detected by FC where sensitization, not agglutination, is
the endpoint. FC can be used to quantitate RBC-bound
immunoglobulins. Garratty and Nance showed that D+
RBCs sensitized with different amounts of anti-D, so that
the RBCs all reacted strongly by routine (test tube) AGT
(4+) could be differentiated using FITC anti-lgG and FC.
Thus, FC has the advantage over serology of making
guantitative differences clearer. The number of IgG
molecules per RBC can be calculated from a standard
curve using IlgG-coated beads of known concentrations.
Using FC, Van der Meulen et al found a quantitative
threshold for IgG-mediated in vivo RBC destruction, but
this could not be confirmed by Garratty and Nance when
a larger group of patients was studied.*

Detection and Quantitation of RBC Antigens: FC
has been usedto study anumber of blood group antigens.
Studying ABH antigens on RBCs can be technically
difficult due to the strong agglutination caused by anti-A
and anti-B. Such agglutination can be avoided by chemically
pretreating the RBCs and/or can be dispersed by
mechanical means. FC has been used to show the
variation in antigen strength on RBCs of differing
phenotypes (e.qg, increasing D antigen strengthon DCcee
[R1r], DccEE [R2R2], and the rare -D- RBCs), and for
guantitating antigens on RBCs.

Detection and Quantitation of RBC Antibodies: FC
can be used to quantitate antibody in serum. The serum
antibody is incubated with antigen positive RBCs and the
amount of IgG on the RBCs is then determined by the
addition of a fluorochrome-labeled anti-lgG. When D+
RBCs are incubated with different amounts of anti-D, then
FITC anti-lgG, and analyzed by FC, a clear quantitative
difference inthe amountofanti-D onthe RBCs (and thusthe
amount of anti-D in the serum) can be seen. In pregnant
womenwith anti-D, the amountof anti-Dis determinedinthe
U.S. by titration using the AGT. The result of this testing
(e.g., titer) determines whether a woman should have an
invasive test (e.g., amniocentesis) to assess whether the
fetus is affected by hemolytic disease of the newborn. In
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Europe, the amount of anti-D is quantitated in international
units (IU) using an AutoAnalyzer and a standard anti-D
curve. More recently, Europeans have been evaluating
FC methods as alternatives to the AutoAnalyzer method.?

Detection and Quantitation of Minor RBC
Populations: FC is an efficient method for studying
minor cell populations. Because each cell is analyzed
individually, those with different levels of fluorescence
can be differentiated and quantitated.

m  Fetal-maternal hemorrhage (FMH) detection and
quantitation: It is important to be able to detect and
quantitate a FMH > 15 mL (~ 0.6%) fetal blood so that
the appropriate dose of Rhimmune globulin (RhIG) can
be administered (in the U.S., one 300-(g dose covers a
15 mL fetal bleed). The rosetting method is a sensitive
means for detecting an FMH but a quantitative method
must then be used. The commonly used Kleihauer-
Betke acid elution method for quantitating an FMH is
subjective and has poor reproducibility. A number of
papers have described methods using FC to quantitate
FMH. The methodsthathave beenusedinvolve labeling
fetal D+ cells with a fluorescent-labeled anti-D by either
adirect or indirect method, or labeling fetal hemoglobin
with FITC anti-HbF. The anti-D method is only useful
whenthereisaD antigen difference betweenthe mother
and fetus. In contrast, the anti-HbF method could be
used inquantitating afetal bleed inatraumacase where
there may notbe adifference in D antigentyping between
the motherandfetus. The anti-HbF method requires that
the RBCs be permeabilized (using glutaradehyde and
Triton X-100) sothatthe antibody can have accesstothe
intracellular HbF, and is commercially available as akit.
Boththeanti-Dandanti-HbF methods of FMH quantitation
have been shown to have good sensitivity, precision,
and accuracy. The correlation with Kleihauer-Betke
results also have been good, althoughithas been noted
in several publications that FC results by the anti-D
method tend to be lower than acid elution results.
Hereditary persistence of HbF in adult cells can be the
cause of falsely elevated results by the acid elution
methods, but the FC anti-HbF method can differentiate
these cells from fetal RBCs (the adult RBCs with
hereditary persistence of HbF are less fluorescent
than fetal cells).
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Detection and Quantitation of Genetic Chimerism and
Mosaicism: Somerare individuals have two populations
of cells. Genetic chimeras are twins who shared blood-
forming tissue in utero. Cellular mosaicism can occur
when a somatic mutation occurs in a stem cell (e.g.,
the Tnantigen) orin carrier females of X-linked genes
(e.g., the Xk locus, which is associated with weak
expression of Kellantigens [McLeod phenotype]) due
tothe Lyon phenomenon of X chromosomeinactivation.
By FC, the two populations can be clearly differentiated
and quantitated, e.g., a chimeric blood donor whose
RBCs showed mixed field agglutination with anti-B
could be shown, using FC, to have a minor population
(35%) of B, Fy(a-), Jk(b-) RBCs and a major population
(65%) of O, Fy(a+), Jk(b+) RBCs. An FC study on
RBCsfrom 12 female carriers ofthe McLeod phenotype
showed the proportion of RBCs with depressed Kell
antigens to vary from 8-82% in the different women.
Detection and Quantitation of Transfused RBCs (RBC
survival studies): FC has been used to follow the
survival of transfused RBCs. Usually this involves
following an antigen that is present on the transfused
RBCsandnotpresentontherecipient's RBCs, although
the opposite approach hasalsobeenused. Samplesare
collected from the patient's pre-transfusion and at
differenttimes post-transfusion, and the percentage of
transfused RBCs is determined. The sensitivity of the
assay depends upon the strength of the antigen and
antibody thatare being studied; notallantigens are good
choicestobe studied. Inone case, two-colorfluorescence
was used to differentiate RBCswith acquired B antigen
from RBCs with genetically determined B antigen, and
tofollowthe survival ofthese RBCsinapatient suffering
froman ABO hemolytictransfusionreaction.13FCalso
has been used to follow the survival of a small aliquot
of transfused RBCs (e.g., 10 mL), similar to survival
studies performedwith 51Cr-labeled aliquots of RBCs.
3

Phenotyping Recipient's RBCs (Reticulocytes)
Following Transfusion: It is difficult to determine a
patient's true phenotype when transfused RBCs are
present. Mostapproaches involve physical separation
ofyounger (recipient's) RBCs from older (transfused
and recipient's) RBCs using centrifugation with and
without density gradients. These methods are labor
intensive, subjective, not reliable and require a
significant amount of sample. Griffin et al described
a two-color method using FC to phenotype recipient
RBCsfollowing transfusion. Thiazole orange (agreen
fluorochrome) was used to label reticulocytes and
phycoerythrin (an orange-red fluorochrome) was used
in an indirect method to label the antigen of interest.
Antigen positive reticulocytes would fluoresce red
and green and antigen negative reticulocytes would

fluoresce only green; no physical separation of cells
is necessary. Their in vitro and in vivo data showed
that this method could be performed successfully
with most antibodies and their limit of detection was
0.3% reticulocytes. As with any of the methods used
to type reticulocytes, it is important to wait 48-72 h
after transfusion to perform the typing so that the
transfused reticulocytes have time to mature.
Detection and Quantitation of Chimerism Associated
with Bone Marrow Transplantation: There are anumber
of methods that have been used to follow bone
marrow transplant (BMT) engraftment. Methods that
involve DNA are preferred because they are not
affected by transfusion, but agglutination and FC
methods have beenusedto follow the disappearance
and appearance of RBC antigens on the recipient's
andtransplanted donor's RBCs, respectively. Single-
color and two-color, direct and indirect FC methods
have been used by different investigators. A
sensitivity level of 0.1% could be reached using a
two-color indirect method. FC was found to be
particularly useful in differentiating the presence of a
relapse in a group Al patientwho had received an O
bone marrow transplant from the phenomenon of
soluble plasma antigen uptake. This phenomenon of
uptake of A or B plasma antigens onto O RBCs has
been noted in A and B recipients of O transfusions or
BMTs and in ABO chimeras. The patient was typed
as group O 1 month post-transplant, but 3-4 months
later the patient's RBCs were reacting weakly with
some monoclonal and polyclonal anti-A and anti-A,B.
FC was used to determine whether the patient was
having arelapse (i.e., a chimera) or whether soluble
Aantigen had been taken up by his O RBCs and was
being detected. The patient's RBCs were incubated
withanti-Aand FITC anti-lg. If the patientwere having
a relapse, then a small population of brightly
fluorescent A cells would have been detected. If the
transplanted O cells had taken up small amounts of
soluble plasma A antigen, then all cells would be
shown to be weakly fluorescent (similar to what is
seen when testing weak A subgroup RBCs). FC
testing showed weak fluorescence of this patient's
RBCs, thus confirming uptake of A antigen onto the
transplanted O RBCs.
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