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Introducéo

Anti-soros monoclonais anti-D 1gG e IgM tém sido produzidos para substituir os
policlonais na determinacdo do antigeno D. No entanto, pouco se conhece a respeito da
utilizagdo destes reagentes na deteccao dos antigenos RhD fraco e RhD parcial. Estu-
dos moleculares e soroldgicos que possam esclarecer a expressédo do antigeno D sdo
importantes para a sele¢cdo adequada dos reagentes anti-D utilizados na fenotipagem
RhD. Foram analisados anti-soros anti-D monoclonais IgG e IgM quanto a capacida-
de de detecgdo dos antigenos D fraco de alta e baixa densidade antigénica e dos
antigenos D parciais que reagem como D fraco em 56 amostras de sangue caracteri-
zadas como D fraco. O anti-D IgM foi analisado pela reatividade de aglutinagéo a
temperatura ambiente enquanto o anti-D IgG foi analisado pela reatividade pelo teste
da antiglobulina humana. Os tipos de D fraco foram caracterizados molecularmente,
e adensidade antigénica dos antigenos RhD identificados foi determinada por citometria
de fluxo. Todas as amostras que continham os tipos de D fracos mais freqiientes (DF1,
DF3 e DF4) foram detectadas a temperatura ambiente (TA) com anti-D IgM enquanto
as amostras DF2 e D parcial foram detectadas com anti-D IgG reativo pelo teste da
antiglobulina humana (AGH). Nossos resultados demonstram que o anti-D IgM néo
detecta antigenos D parciais reativos como D fraco e antigenos D fraco de baixa
densidade antigénica e, portanto, pode ser utilizado na rotina de pacientes. O anti-D
1gG detecta a maioria dos tipos de D fraco e associacdes D fraco parcial e deve ser
utilizado na rotina de doadores. Rev. bras. hematol. hemoter. 2006;28(4):269-274.
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D" DV, DY,DY!, DV DFR, DBT, R°") que sdo diferenciadas
umas das outras de acordo com a presenca ou auséncia de

O antigeno RhD é o mais importante do sistema Rh
devido ao seu envolvimento na doenca hemolitica perinatal
e nas reagoes transfusionais hemoliticas. O antigeno RhD é
considerado como um mosaico composto de 37 epitopos,
onde pelo menos nove epitopos (epD1-epD9) jaforam defi-
nidos por diferentes anticorpos monoclonais.* Alguns indi-
viduos RhD-positivo podem desenvolver a oanticorpos anti-
D dirigidos contra um ou mais dos epitopos ausentes, defi-
nindo-se, assim, as categorias do antigeno RhD parcial (D",

um ou mais epitopos.?

A andlise molecular das variantes do antigeno RhD
mostrou que a perda da expressao de certos epitopos RhD
esta associada a mutagGes de ponto no gene RHD ou a
rearranjos génicos entre os genes RHD e RHCE. As varian-
tesD", D" D'Va DV", DMH, DNU, DHR, DHMi, DFW, R,
DAR e DAU ocorrem pela presenca de mutactes de ponto
no gene RHD enquanto asvariantesD'"'®, D'''c, D'Vb, DVa DV',
DFR, DBT e DCSocorrem pelaformagéo de genes hibridos,
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em que um fragmento do gene RHD é substituido por um
fragmento gendmico do gene RHCE. Estes genes codificam
proteinas hibridas RhD-CE-D de 417 aminoécidos que con-
servam alguns epitopos RhD, mas que podem, ocasional-
mente, expressar novos epitopos detectaveis sorolo-
gicamente. Estas alteragbes ocorrem nos segmentos extra-
celulares da proteina RhD, as al¢as onde estéo localizados
0s epitopos Rh, mudando a sua conformag&o e a exposi¢ao
dos epitopos de RhD. Estefato explicapor que osindividuos
com o fendtipo RhD parcial perdem a expresséo de alguns
epitopos do antigeno RhD e podem desenvolver a oanticorpo
anti-D, ao entrar em contacto com hemacias RhD-positivo
normais.®®

Uma outra variante do antigeno RhD, o antigeno RhD
fraco, apresenta fraca expressao do antigeno RhD e, depen-
dendo do anti-soro anti-D utilizado, reage apenas pelo teste
daantiglobulinahumana. O antigeno RhD fraco surgiu como
uma conseqiiénciade mutagdes de ponto missenses em dife-
rentes éxons do gene RHD.° Atualmente, maisde 30 tiposja
foram descritos (Site RHESUS: www.uni-ulm.de/~wflegel/
RHY/). As substitui¢des dos aminoéacidos dos diferentes ti-
pos de RhD fraco estdo | ocalizadas nos segmentostransmem-
branareseintracel ularesdaproteinaRhD. Estefato explicaa
fraca expressdo do antigeno RhD namembrana daheméacia,
bem como a auséncia de a oanticorpo anti-D hamaioriados
individuos RhD fracos.9%°

O mecanismo rel acionado com aexpressdo reduzidado
antigeno RhD fraco ndo esta totalmente esclarecido, e sua
expressdo difere dependendo do tipo presente na membrana
dahemécia. M utagdes missenses que ocorrem no gene RHD
fraco parecem envolver regiBesimportantes rel acionadas com
aintegracdo da proteina Rh com a membrana das hemécias
ou com aglicoproteinaRhAGY:

A genotipagem RHD tem sido cadavez mais utilizada
paradiferenciar osantigenos RhD normal, RhD fraco e RhD
parcial devido aslimitagdes dosreagentes utilizados nostes-
tes de hemaglutinagdo.’?*® As técnicas moleculares permi-
tem distinguir as heméacias que perdem ou apresentam epito-
pos alterados (RhD parcial) daquelas que possuem niveis
reduzidos do antigeno RhD (RhD fraco). Estadiferenciacéo &
importante paraprevenir aal oimunizagdo em pacientese ges-
tantes, umavez que individuos com o fenétipo RhD parcial
apresentam risco de al oimunizag&o, enquanto que amaioria
dosindividuos RhD fraco néo produzem anti-D. No entanto,
s80 poucos os laboratérios que dispdem desta metodologia
e, portanto a classificacéo sorol égica ainda é extremamente
importante.

O reconhecimento de amostras com fracaexpressdo do
antigeno RhD depende do método e daqualidade do reagente
anti-D empregado. A utilizago de anti-D monoclonaisdebaixa
afinidade e a dificuldade na obtenc&o de anti-D policlonais
de boa qualidade tém causado discrepancias entre os resul-
tados da fenotipagem RhD e algumas vezes deixado de de-
tectar antigenos RhD fraco com baixa densidade antigénica.
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A néo deteccdo destes antigenos em doadores de sangue
pode causar aloimunizacdo anti-D nos pacientes RhD-nega-
tivo transfundidos com estas heméacias.**** Por outro lado,
muitosindividuos classificados sorol ogicamente como RhD
fraco sdo naverdade RhD parcial .'5” Como adiferenciacao
entre os antigenos RhD fraco e RhD parcial é dificil de ser
caracterizadanarotinasorol 6gica, muitos pacientestém pro-
duzido anti-D pelo fato de terem sido considerados RhD-
positivo.

Anti-sorosmonaoclonaisanti-D 1gG elgM tém sido pro-
duzidos para substituir os policlonais na determinacéo do
antigeno D. No entanto, pouco se conhece a respeito da
utilizag8o destes reagentes na deteccéo dos antigenos RhD
fraco e RhD parcial umavez que ndo existe um limite bem
definido entre os antigenos RhD fraco e RhD parcia que
perdem epitopos especificos e podem estar associados aalo-
imunizagdo anti-D.

Devido asuaimportanciaclinicae considerando que o
antigeno RhD é o0 mais imunogénico do sistema Rh e que
apresenta diversas variantes, estudos moleculares e soro-
[6gicos que possam esclarecer sua expressao sao importan-
tes para a sel ecdo adequada dos reagentes anti-D  utilizados
nafenotipagem RhD.

Métodos

Reagentes e amostras

Foram analisados anti-soros anti-D monoclonais 1gG
(cloneM S26) elgM (clone M S201) (Smart Kit, Asem-NPBI,
S0 Paulo, Brasil) quanto a capacidade de deteccdo dos
antigenos D fraco de alta e baixa densidade antigénica e dos
antigenos D parciais que reagem como D fraco em 56 amos-
tras de sangue caracterizadas como D fraco.

Fenotipagem RhD

A fenotipagem RhD foi determinada pelo teste de
hemagl utinagéo cléssico em tubo utilizando-se 50 pl do anti-
soro anti-D e 50 pl de suspensdo de heméciasa3% em salina.

O anti-D IgM foi analisado pelareatividade de agluti-
nacdo atemperaturaambiente enquanto o anti-D 1gG foi ana-
lisado pelareatividade pelo teste da antiglobulina humana.

Extracdo de DNA
O DNA foi extraido deleucdcitos de sangue periférico
utilizando-se os métodos Easy DNA Kit (Invitrogen®,
Carlsbad, CA) e o Genome Star ™ System (Biosystems) de
acordo com os protocol os recomendados pel os fabricantes.

Genotipagem RHD

Devido aatahomologiaexistente entre os genesRHD
e RHCE, a estratégia utilizada na genotipagem RHD levou
em consideracdo as diferencas existentes entre eles em duas
regides gendmicas: intron 4 e éxon 10. No intron 4, o gene
RHCE possui 600 pb a mais que o gene RHD, enquanto na
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regido 3' ndo traduzida do exon 10, o gene RHD possui 47 pb
amaisqueo geneRHCE. Assim, foram utilizados primers 18
que permitem determinar apresencado geneRHD, pelaan&
lise direta do produto de PCR, apo6s €letroforese em gel de
agaroseal,5% (Figural). Assequénciasdosprimers utiliza-
dos encontram-se descritas na Tabela 1.

Tabela 1
Sequéncia dos primers utilizados na genotipagem RHD
Primers Sequéncias
RHI41 5 -GTG TCTGAAGCC CTTCCATC -3
RHI42 5'-GAA ATC TGC ATA CCC CAG GC -3'
RHI43 5'ATT AGC TGG GCA TGG TGG TG 3'
EX10F 5-TTT CCT CAT TTG GCT GTT GGA TTT TAA -3'

RHD3'-UTR 5-GTA TTC TAC AGT GCA TAA TAA ATG GTG -3'
RHCE3'-UTR 5'-CTG TCT CTG ACC TTG TTT CAT TAT AC -3'

Caracterizacao molecular dos antigenos RhD fraco
e RhD parcial com fraca expresséo

A caracterizagdo molecular dos antigenos RhD fraco
D parcial HMi e D parcial categoriaV| foi realizadapor téc-
nicas de PCR al el o-especifico® e PCR-multiplex,*® que per-
mitem determinar os tipos mais freqlentes de D fraco e a
presenca dos genes DHMi e DVI, pela andlise direta do
produto de PCR, apdseletroforese em gel de agarosea 1,5%
egel depoliacrilamidaa8% respectivamente (Figuras2 e 3).
As sequéncias dos primers utilizados encontram-se nas
Tabelas2 e 3.

A caracterizacdo molecular do antigeno RhD parcia
DAR foi realizada utilizando-se umatécnica de PCR-RFLP
previamente descrita.’* As seqliéncias dos primers utiliza-
dos encontram-se na Tabela 3. Os produtos de PCR amplifi-
cados foram digeridos overnight com a enzima de restri¢do
Hph | e os fragmentos analisados apds el etroforese em gel
depoliacrilamidaa8% (Figura4).

245pb

160pb

Figura 1. Genotipagem RHD em duas regides genémicas: intron 4
(Linhas 1 a 3) e exon 10 (linhas 6-8). Linhas 1 e 3: Amostras RHD+,
Linha 2: Amostra RHD-. Linha 5: Marcador molecular de 100pb.
Linhas 6-8: Amostras RHD +, Linha 7: Amostra RHD-.

434pb

Figura 2. Genotipagem RHD fraco. Linha 1: Marcador molecular de
100 pb. Linha 2: D fraco tipo 1. Linha 3: D fraco tipo 2. Linha 4: D
fraco tipo 3. Linha 5: D fraco tipo 4. Linha 6: Controle interno:HGH

Exon 5

Exon 4
434pb

Exon 7

Exon 9 121pb

Exon 6

Figura 3. (A): Genotipagem RHD parcial (genes hibridos). Linha 1:
Marcador molecular de 100 pb. Linhas 2 e 3: Amostras RHD+ normal.
Linha 4: Amostra RHD parcial categoria VI. (B). Genotipagem RHD
parcial DHMi. Linha 1: Marcador molecular de 100 pb. Linha 2:
Amostra RHD parcial HMi. Linha 3: Controle interno (HGH)

1 2 3 4 5 6 7 8 9

262pb
189pb

234pb

45bpb

8pb

Figura 4: Genotipagem RHD parcial DAR. Linhas 1 e 9: marcador
molecular de 100 pb. Linhas 2, 4 e 7: Amostras D parcial DAR.
Amostras 3, 5, 6 e 8. Amostras RHD fraco tipo 4.
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Tabela 2

Primers utilizados na técnica de PCR alelo-especffico para RhD fraco e RhD parcial HMi

BS227,BS231, MS26, HM 16 and LOR17-8D3

Primers Sequéncias

(Third International Workshop on Monaoclonal
Exon/pb

RHDF1 sense 5'aca cgc tat ttc ttt gca gAC TTA TGG 3'

RHDF1 antisense 5'GGT ACT TGG CTC CCC CGAC 3
RHDF?2 sense 5'ctc caa afc tt taa cat taa att atg cat tta aac agC 3'
RHDF2 antisense 5'gtg aaa aat ctt acC TTCCAGAAAACTTGGTCATC 3'
RHDF3 sense 5'aca gag acg gac aca ggA TGA GATG 3'
RHDF3 antisense 5'CTT GAT AGG ATG CCACGA GCCC 3
RHDF4 sense 5'AGA CTA CCA CAT GAA CAT GATGCACA 3
RHDF4 antisense 5'CAG ACA AAC TGG GTATCG TTG CTC 3
RHDF5 sense 5'GGT GCT GGT GGA GGT GAC GGA 3'
RHDF5 antisense 5' gag ctt tig gcc ctt ttc teee 3'
HMi sense 5'AGG AGG CGT GGC TGT GGC TAT 3'
HMi antisense 5'GGT ACT TGG CTC CCC CGAC 3
HGH sense 5TGC CTT CCC AAC CAT TCC CTTA3'

HGH antisense 5'CCA CTC ACG GAT TTC TGT TGT GTTTC 3'

Antibodies against Red Cell and related
Antigens, 1996, Nantes, France).?*2 O anticorpo
secundario utilizado foi um anticorpo 1gG anti-
humano produzido em cabra, fragmento Fab,
conjugado com fluoresceina (FITC). A
fluorescénciaobtidanasamostras RhD fraco foi

Exon6/153pb

Exon9/126pb

Exonl/166pb e
comparada com a de heméacias controles com o
fenétipo RhD-positivo R1r (DCcee). O
Exomf138b hackground da fluorescéncia foi determinado
com hemécias RhD-negativo.
Exon3/112pb
Resultados
Exon6/108pb
Resultados da genotipagem RHD, RHD
434pb fraco e RHD parcial

Das 56 amostras estudadas, 40 (71%) fo-
ram confirmadas mol ecularmente como D fraco,

Tabela 3

Primers utilizados na técnica de PCR para a determinagdo do

antigeno D parcial categoria VI

11 (20%) como RhD parcial e5 (9%) apresenta-
ram associagdes de RhD parcial e RhD fraco. Os
tiposde D fraco e D parcial identificados encon-

tram-senaTabelab.

Primers Sequéncias Exon/pb
MR364 5 -TCG GTG CTG ATC TCA GTG GA-3 Exon3/111 Resultados da fenotipagem RhD com anti-
MR474M 5 -ACT GAT GAC CAT CCT CAT GT-3 D monoclonal 1gG e anti-D monoclonal IgM
MR496 5 -CAC ATG AAC ATG ATG CAC A-3 Exondi126  (SMART Kit) nas amostras D fraco e D parcial
MR621 5 -CAA ACT GGG TAT CGT TGC TG-3 caracterizadas molecularmente . .
Todas as amostras que continham os tipos
MR648 5 -G TGG ATG TTC TGG CCA AGT T-3 Exon5/157 de D fracos mais freqiientes (DF1, DF3 e DF4)
Mrex5 5 -cac CTT GCT GAT CTT ACC-3 foram detectadasatemperaturaambiente (TA) com
MR898 5-GTG GCT GGG CTG ATC TAC G-3 Exon5/57 anti-D IgM. Asamosiras D fracotipo 2 easque
apresentaram antigenos D parciais (DAR, D ca-
Mrex6 5 -gtetagtitettac CGG CAA GA-3 tegoriaV| e DHMi) foram detectadas com anti-D
MR973 5 -AGC TCC ATC ATG GGC TAC AA-3 Exon7/96 IgG reativo pelo teste daAGH (Tabelab).
MR1068 5 -ATT GCC GGC TCC GAC GGT ATC-3 ) o ) )
Densidades antigénicas obtidas através
Mre9SD2 5 -aacagGT TTG CTC CTA AAT ATT-3 Exon9/71 . .
da citometria de fluxo nas amostras D fraco e D
MR1219  5-AAAC TTG GTC ATC AAAATATTT AAC CT-3 parcial caracterizadas molecularmente
Com afinalidade de determinarmos aden-
Tabela 4 sidade antigénica dos antigenos RhD nos dife-
Primers utilizados na técnica de PCR para a determinagéo do rentes tipos de antigeno RhD fraco encontra-
antigeno D parcial DAR dos, realizamos citometriade fluxo em pelo me-
Primers Sequiéncias Tamanho nos duas amostras de cada tipo de RhD fraco.
EXTF 5" TCA TAC TGT GGT CCG TAA AC-3’ 262pb Em nossa andlise, observamos que as densidar
des antigénicas obtidas entre amostras de um
EX7R 5"CAATCATGACCATIG CC 3

mesmo tipo de D fraco sdo similares, enquanto

Citometria de Fluxo

A densidade antigénicados antigenos RhD fraco e RhD
parcial identificadosfoi determinadapor citometriadefluxo
atravésdo citdmetro FA Scalibur (Becton Dickinson, San Jose,
CA), utilizando-se 6 anticorpos anti-D monoclonais BS221,
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entre amostras de diferentes tipos ocorre uma
grande variagdo. O antigeno RhD fraco tipo 2 apresentou
menor densidade antigénica, seguido pelos tipos 1, 3 e 4.
Entre os antigenos D parciais observamos que o antigeno D
parcial DAR apresentou menor densidade antigénica, segui-
do pelos antigenos DVI e DHMi. Os resultados obtidos
encontram-se na Tabela 6. Todas as amostras D fraco com
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Tabela 5

Caracterizagdo molecular dos tipos de D fraco e D parcial nas

amostras estudadas

N&o é possivel diferenciar os tipos do antigeno
RhD fraco por métodos sorol 6gi cos e como nem sem-
pre os laborat6rios de |munohematol ogia podem dis-

S . .
Am(')\lstras D fraco D parcial D fraco/ D parcial  POr derecursosmol _ecular%, associamos cadat_| pode
_ _ RhD fraco caracterizado com o grau de aglutinacéo
DFL DF2 DF3 DF4 DHMi DVI DAR DFLHMi DF4DAR  qpyido na fenotipagem. Embora a reacio de agluti-
56 5 5 7 18 2 4 5 2 3 nac3o dependadiretamente do reagente anti-D utiliza-
do, acreditamos que estes resultados podem ser de

Tabela 6

Tipos de D fraco e D parcial, graus de aglutinacdo e densidades antigénicas

grande auxilio sorol égico naidentificacdo do antigeno

RhD fraco e, consequentemente, no direcionamento

S ,
Amglstras “pOSDdSa?Cif;?CO € ag[;?:aggo ?;t? gs gjn?gaess da melhor conduta transfusional para pacientes RhD
Ati-D  Anti-D fraco.

IgM IgG/AGH Todos os tipos do antigeno RhD fraco encontra-
15 DE1 3+ 4+ 1273 dos em nosso estudo foram associados aos graus de
5 DE2 0 ot 462 aglutinacdo obtidos atemperaturaambiente com o anti-
D IgM e, pelo teste da antiglobulina humana, com o

! DF3 3* 4r 1936 anti-D 1gG (Smart Kit, Assm-NPBI, S3o Paulo, Brasil).
13 DF4 4+ 4+ 2184 Nossos resultados demonstraram que 0s tipos
5 DAR 0 +) 988 de RhD fraco 1, 2, 3 e4 que foram detectados com o
2 DHMi 0 14 1112 anti-D IgM a TA podem ser considerados como RhD
positivo, pois ndo foram associados ao antigeno RhD

4 DVI 0 1+ 1050 : ; . -

parcial. Assim, pacientes que apresentam o fenotipo
2 DF1/DHMi ) 3+ 1577 RhD fraco com esta reatividade podem ser trans-
3 DF4/DAR 0 2+ 1432 fundidos com sangue RhD positivo. Apesar deste tra-

baixa densidade antigénica e as amostras D parcial foram
detectadas sorologicamente apenas pelo reagente anti-D
monoclonal 1gG através do teste daAGH com intensidades
de aglutinac&o de 1+ ou fraca(+).

Discusséao

A grande importancia em se caracterizar
molecularmente o antigeno RhD fraco deve-se ao fato de
nao ser possivel distinguir sorol ogicamente o antigeno RhD
fraco de alguns antigenos RhD parciais e ndo se conseguir
determinar o tipo de antigeno RhD fraco presente naamos-
tra. De acordo com a literatura, a maioria dos individuos
que apresentam o fendtipo RhD fraco ndo desenvolve
anticorpos anti-D e pode ser transfundida com sangue RhD-
positivo. No entanto, alguns pacientes com RhD fraco ti-
pos 4.2, 7 e 15 podem se aloimunizar se receber sangue
RhD-positivo.

Considerando que ostréstipos do antigeno RhD fraco
mais freqlientes em nosso estudo so ostipos 1, 3 e 4, que
nao tém sido associados ao risco de al oimunizagdo, 2 acre-
ditamos que atransfusdo com sangue RhD-positivo em paci-
entes com o fendtipo RhD fraco ainda pode ser considerada
segura. No entanto, ndo esta esclarecido se pacientes que
apresentam antigenos RhD fraco com baixa densidade
antigénica quando expostos a hemécias RhD normal podem
seaoimunizar. Além disto, éimportante descartar apresenca
do antigeno RhD parcial.
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balho ter sido o Unico que relacionou os tipos de RhD

fraco com o grau de aglutinagdo, aliteraturarelata® que
aindan&o foi demonstradaa oimunizacdo anti-D em pacientes
portadores dos antigenos RhD fraco tipos 1, 2 e 3.

Os antigenos RhD fraco que apresentaram grau de
aglutinacdo inferior a1+ pelo teste daAGH com anti-D 1gG
estavam, na suamaioria, associados ao antigeno RhD parci-
al. Assm, nossa recomendacdo € que pacientes que apre-
sentam o fendtipo RhD fraco com esta caracteristica devem
ser considerados RhD-negativo. Por outro lado, doadores
fenotipados como RhD fraco, independentemente do grau
de aglutinacdo, devem ser considerados RhD-positivo pois
jafoi demonstrado previamente que, mesmo com baixaden-
sidade antigénica, o antigeno RhD fraco pode ser imuno-
génico. 115

Nossos resultados demonstram que o anti-D IgM n&o
detecta antigenos D parciais reativos como D fraco e anti-
genos D fraco de baixa densidade antigénicae, portanto pode
ser utilizado narotina de pacientes. O anti-D 1gG detecta a
maioriadostiposde D fraco e associagdes D fraco parcial e,
deve ser utilizado narotina de doadores.

Acreditamos que estas recomendacfes possam con-
tribuir naselecdo adequada do reagente anti-D utilizado na
rotina de fenotipagem do antigeno RhD para evitar
aloimunizac&o.

Abstract

Monoclonal antibodies (MoAb) anti-D 1gG and IgM are being
developed in order to replace polyclonal antibodies. However, there
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are few studies about the selection of these MoAb to routinely detect
weak D and partial D antigens. A total of 56 weak D blood samples
were analyzed with anti-D 1gG and IgM MoAb in order to evaluate
their reactivity. Molecular analyses were also performed to
characterize the weak D types and the presence of partial D. Antigen
densities were determined by flow cytometry. Weak D type 1, 3 and
4 samples with high antigen density were reactive with the MoAb
anti-D IgM at room temperature while weak D type 2 and the partial
D samples with low antigen density were detected with MoAb anti-D
1gG using the indirect antiglobulin test. Our results show that anti-
D IgM does not detect partial D samples reactive as weak D and
thus can be used for routine testing of patients. As the anti-D 1gG
detected all the weak D and partial D with low antigen density, it
should be used in the routine testing of donors. Rev. bras. hematol.
hemoter. 2006; 28(4):269-274.

Key words: Anti-D reagents; weak D; partial D; RhD; RHD.
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