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Breve recuerdo histórico de la hemoterapia 
en la UE y en España

Principio de los años 80: Irrupción del SIDA

Real Decreto 1945/1985: Regula la Hemodonación y los 
Bancos de Sangre: 

• Marca el carácter altruista y voluntario de la donación.
• Opta por una organización territorial de la transfusión: Las CCAA 

organizan, gestionan e inspeccionan los bancos de sangre
• Impulsa la aparición de los primeros centros regionales de transfusión. 
• Permite la continuidad de la extracción y el procesamiento de la sangre 

en el hospital y para el hospital.



Datos demográficos de España

• Extensión: 504.782 Km2

• Habitantes: 46.704.314
– 6.500.000 (11%) inmigrantes (Rumanía 21%, 

Ecuador  9.5%, Marruecos 9%, Colombia 6%, Perú 
5%, China 4.5%, Bolivia 4.3%).

• En 2000 la población inmigrante era de 900.000 
personas.



Situación actual de la Hemoterapia en 
España 

Habitantes: 
46.157.822 (11% 

immigrantes)

CCAA: 17. Tienen 
transferidas las 

competencias en 
materia de 

Sanidad

Ministerio de 
Sanidad y 

Consumo: Papel 
armonizador de 

las políticas 
sanitarias.

Centros de 
Transfusión: 22 
•Uno por comunidad 

excepto Madrid que 
con 2 y Castilla la 
Mancha con 3



Evolución el número de donaciones de 
sangre en España
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SUPERFICIE: 79.463 Km2

POBLACIÓN: 2.043.100 hab
DENSIDAD : 26,1 hab/Km2  

Comunidad de Castilla la Mancha

Moderador
Notas de la presentación
Castilla la Mancha en el conjunto de su plan de Hemoterapia y en particular en el aspecto concreto que hoy nos ocupa, tiene facetas que difieren del patrón habitual que se da en el resto de España. Trataré de explicarlo de la forma mas objetiva posible.
Sólo en tiempos relativamente recientes CLM se incorporado al panorama nacional de Centros de Transfusión



Organización de la Hemoterapia en CLM: 
Los centros de Transfusión

• El 18 de febrero de 2005 se publica el Plan Regional de 
Hemoterapia de CLM.

Establecimientos intrahospitalarios.

Presupuestos individualizados.

La financiación y la gestión económica corre a 
cargo de la gerencia del hospital que los acoge. 

Los responsables del CRT  dirigen además el ST 
del hospital donde están ubicados.



Castilla la Mancha. 
Características geográficas y demográficas

Extensión: 79.463 Km2

• 89% españoles
• 11% extranjeros (>50% de Centro y Suramérica):
• Portadores de enfermedades infecciosas propias de otras zonas 

geográficas (Chagas, paludismo, HTLV-1/II).
• Distinto fenotipo eritrocitario/plaquetario/leucocitario: 

Importancia clave desde el punto de vista inmunohematológico
(donación, transfusión, seguimiento de gestantes, EHRN…)

Población: 2.115.334



Centros 
Regionales 

de 
Transfusión



Puntos de donación en CLM

• Funcionalmente dependientes del 
CRT, siguen los procedimientos 
elaborados por éste.

• Pero su personal está orgánicamente 
vinculado a los hospitales donde se 
ubican dichos puntos.

Características 
de los puntos 
de donación



Servicios de Transfusión en CLM

• La configuración de la 
Red Hemoterápica de 
CLM termina con los 
Servicios de Transfusión 
de la Comunidad cuyo 
número asciende a 22.



El CT de Toledo-Guadalajara

Se ubica en las antiguas 
dependencias del Banco 
de Sangre del Hospital 

Virgen de la Salud. 
Integrado en el SESCAM, 
depende funcionalmente 
del Consejo de Dirección 

de la Red.

Organiza y lleva a cabo la 
donación de sangre en 

ambas provincias

Efectúa el procesado de la 
misma.

Distribuye 
hemocomponentes a los 
Servicios de Transfusión 
públicos y privados del 

área.



El CT de Toledo-Guadalajara

Las campañas de donación 
se llevan a cabo:

En tres puntos fijos hospitalarios (hospital Virgen de la Salud 
de Toledo, hospital Nuestra Señora del Prado de Talavera y 

hospital Universitario de Guadalajara) 

En las colectas externas en locales acondicionados para lo 
que se cuenta con cuatro equipos: colecta de plasma de 

Toledo, colecta de sangre de Toledo, colecta de sangre de 
Guadalajara y colecta de sangre de Talavera.



Nuestro Servicio de Transfusión

Según el RD 18/2002 del D.O.C.M.: 
Cuando el ST se ubica en el mismo centro 

hospitalario que el CT, éste asume las 
funciones del Servicio de Transfusión. 

La coordinadora del Centro de Transfusión 
de Toledo dirige simultáneamente el 
Servicio de Transfusión del Complejo 

Hospitalario de Toledo que comprende el 
HVS y los Depósitos de Sangre del HVV y 

de la UCMA del HNP.



Estudio inmunohematológico
automatizado del donante y de la 

donación (Galileo Neo)
• Tipaje ABO-Rh del tubo piloto en microplaca inerte:

– Grupo ABO sérico y hemático.
– Tipaje Rh(D) con dos anti-D (ImmuClone Anti-D rapid IgM y Novaclone

AntiD-IgM+IgG, con alta capacidad de detectar D débiles).
• Prueba Du en microplaca mediante técnica Capture a las 

donaciones Rh (D) negativas en el tipaje del tubo y/o de la bolsa.
– El donante que resulta positivo en la prueba Du es considerado como 

Rh(D) positivo y sus componentes sanguíneos se etiquetan como Rh 
positivos.

• Escrutinio de anticuerpos irregulares clínicamente significativos 
(activos a 37ºC en antiglobulina) en microplaca con técnica Capture. 
– Donantes: dos célula(célula pool)/pocillo y un pocillo/donante.

• Comprobación del tipaje hemático ABO-Rh (D) a partir de una 
muestra del segmento del CH en microplaca inerte.



Estudio inmunohematológico automatizado 
básico de la gestante y del recién nacido 

(Galileo Neo)
• Gestante:

– Grupo ABO-Rh-D

– EAI con dos células en dos pocillos por gestante.

• Recién nacido (sangre de cordón) (hijos de 
madres Rh negativas o con grupo desconocido 
y niños con ictericia):
– Grupo hemático ABO.

– Coombs directo. 



Pruebas inmunohematológicas en 
donantes, gestantes, pacientes y neonatos

Estudio Gestantes Neonatos Pacientes Donantes 

(tubos 
piloto/bolsas)

TOTAL

Grupo ABO-Rh 5667 546 29194 / 
29194

38481

EAI 5667 29194 34861

Grupo ABO-Rh 546 546

Coombs directo 546 3664 4210

Fenotipos (Ags) 5669 5669

Dus 5066 5066



Actividad transfusional del Complejo 
Complejo Hospitalario de Toledo

Número de solicitudes de transfusión recibidas 31.336

Número de pacientes involucrados en las solicitudes de 
transfusión

6279

Número de pacientes transfundidos 4097

Número de unidades enviadas a transfusión 17534

Número de unidades transfundidas 16621



Pruebas analíticas pretransfusionales
año 2012

Tipaje ABO-Rh 28936

Escrutinio de anticuerpos irregulares (EAI) 11399

Paneles de identificación (2/estudio de identificación) 902

Fentotipado de bolsas (antígenos) 1893

Fenotipado de pacientes (antígenos) 6060

Prueba cruzada salina 24253

Prueba cruzada en antiglobulina 2524



Actividad transfusional en el Complejo 
Hospitalario de Toledo en 2012

CONSUMO INTERNO HVS

C. 
Hematíes

Plasma Plaquetas

13191 784 1706
Servicios médicos

7304 295 1189
Servicios quirúrgicos

4214 243 251
Unidades de enfermos críticos

1673 246 206
CONSUMO HVV+HNP+UCMA

941 5 4
CONSUMO TOTAL DEL CHT

14131 789 1710
HVS: Hospital virgen de la Salud
HVV: Hospital Virgen del Valle
HNP: Hospital Nacional de Parapléjicos
UCMA: Unidad de cirugía mayor ambulatoria del HVS, localizada en el HNP



Tipaje y Estudio de compatibilidad 
donante-receptor: El sistema ABO

Técnicas serológicas (hemaglutinación en tubo, microcolumnas de gel)

Naturales Clase IgM



Aportación del equipo Galileo Neo en 
el estudio IH del donante 



Aportación del equipo Galileo Neo en 
el estudio IH del donante 



Aportación del equipo Galileo Neo en 
el estudio IH del donante 



Aportación del equipo Galileo Neo en el 
estudio IH del donante. Tipaje ABO-Rh 

Control

Anti-A

Anti-B

Anti-AB

Anti-D

Anti-D

Hematíes A1

Hematíes B



Estudio de compatibilidad: Otros 
grupos sanguíneos

La ISBT realiza una clasificación genética.

302 antígenos. 262 (67%) forman parte de 29 sistemas que 
están regulados por 34 genes.

• 33/34 genes han sido clonados y secuenciados (excepto Gen P1)
• Sistema Rh, Xg y Chido Rodgers: 2 genes.
• Sistema MNS: 3 genes. 
• Resto de sistemas: 1 gen.

• Los genes de ABO, Lewis, H, I, Globósido ( y sistema P) codifican 
glucosiltransferasas para la construcción de glucoproteínas y oligosacáridos.

• Los genes restantes codifican proteínas que se expresan en membrana 
celular.



Estudio de compatibilidad: Escrutinio 
de anticuerpos irregulares

Pretende detectar los 
aloanticuerpos clínicamente 

significativos desarrollados por el 
paciente en respuesta a estímulos 
antigénicos previos (transfusiones, 

embarazos)

Para ello se enfrenta el plasma/suero 
del paciente a varios hematíes 

comerciales de fenotipo conocido; la 
mezcla se incuba a 37ºC para favorecer 

la unión Ag-Ac; se añade suero de 
Coombs (antiglobulina humana) para 
provocar la hemaglutinación en caso 

de que dicha unión se haya producido.



Significación clínica de los anticuerpos de grupo sanguíneo
Sistema RTHA, RTHR EHRN

ABO RTHA severa Muy raro

MNS Raros Anti-M y anti-N activos a 37ºC 
pueden producir RTHA y RTHR

Anti-S,s, U y Mur pueden causar RTHA y 
RTHR

Anti-M: Raro

Anti-S,s, U y Mur pueden causar EHRN severa

P Raros P activos a 37ºC pueden producir 
RTHA y RTHR

NO

Rh RTHA y RTHR severas EHRN severa

Lutheran RTHR moderada NO

Kell RTHA y RTHR severas EHRN severa

Lewis Generalmente no son significativos NO

Duffy Anti-Fya, Fyb y Fy3: RTHA y RTHR 

Anti-Fy5: RTHR

Anti-Fya y Fyb: EHRN

Kidd RTHR; Anti-Jka y Jk3 también causan RTHA Raro

Colton RTHA y RTHR Anti-Coa: EHRN severa; anti-Co3: EHRN 
moderada

Dombrock RTHA y RTHR NO

Diego Anti-Dia: 1 caso de RTHR; Anti-Dib: No 
evidencias; Anti-Wra: ha causado RTH

EHRN severa



Significación clínica de los 
anticuerpos de grupo sanguíneo

Sistema RTHA, RTHR EHRN

Xg NO NO

Sciana NO NO

LW NO NO

Ch/Rg NO NO

Cromer NO NO

Knops NO NO

Raph NO NO

Gill NO NO



Importancia clínica de los aloanticuerpos en 
función de especificidad y subclase de IgG



Aportación del equipo Galileo Neo en el estudio IH 
del donante: 

EAI en microplaca (técnica Capture)

NEGATIVO

POSITIVO



Aportación del equipo Galileo Neo en el estudio 
IH del donante: EAI



Estudio de compatibilidad: Prueba 
cruzada 

Se realiza en tubo

Se utiliza como complemento del EAI cuando 
este resulta negativo

Se enfrenta el suero/plasma del receptor con los 
hematíes del donante u se ve si aglutinan o no 
tras incubar la mezcla a temperatura ambiente

Pretende identificar una incompatibilidad ABO 
entre el donante y el receptor (Aglutinación= 
incompatibilidad ABO)

Se realiza en tubo o en microcolumnas de 
gel.

Obligatorio siempre que el EAI sea positivo

Se enfrentan el suero/plasma del receptor 
con los hematíes del donante, se incuban a 
37ºC, se añade antiglobulina y se ve si 
aglutina o no.

Si aglutinación: Presencia de un 
aloanticuerpo en el receptor que reacciona 
con los hematíes del donante

En salino En antiglobulina



Aloinmnunización

Donantes sanos: 0.2-0.3%

Pacientes en general: 1-1.5%

Pacientes transfundidos: 8-76%

• Prevalencia

• Score de antigenicidad

• K, Cw, Lua, Jka, E, V, Lea, P1, c, M, 
Leb, e, Fya, C, s, S, N, Fyb, Jkb,  

Score de 
antigenicidad

(< a >)

Requisitos de aloinmunización

Incompatibilidad

Capacidad inmunógena

Capacidad de respuesta

Papel HLA-II (DR)

Otros factores



Aloinmunización. Severidad del 
aloanticuerpo

• Especificidad del anticuerpo.
• Concentración y avidez.
• Amplitud térmica (carece de importancia si <37ºC).
• Clase y subclase de inmunoglobulina.
• Actividad del SMF.
• Densidad y mobilidad del antígeno en la membrana.
• Volumen de sangre incompatible recibida.
• Presencia en sangre de sustancia soluble de grupo 

sanguíneo (efecto neutralizante)



Establecimiento de un panel de donantes 
ampliamente fenotipados. 

• Doble interés desde el punto de vista transfusional:
1. Disponer de unidades compatibles y antígeno-

negativas para transfundir a los pacientes 
aloinmunizados.

2. Disponer de unidades de fenotipo negativo para 
prevenir la aloinmunización en :
• Mujeres en edad fértil.
• Pacientes con requerimientos transfusionales crónicos y 

dentro de este grupo especialmente:
– Pacientes con hemoglobinopatías estructurales.
– Con síndrome mielódisplásico.
– Con anemia aplásica.
– Anemias crónicas congénitas y adquiridas



Papel del autómata Galileo Neo y la técnica 
Capture en el establecimiento de un panel 

de donantes fenotipados
• Fenotipo Rh-Kell:

• C, c, E, K

• Placas  inertes de 96 
pocillos de fondo en u.

• Hemaglutinación 
directa.

• 16 muestras por placa

• Fenotipo Fya, Fyb, Jka, 
Jkb

• Placas Select.

• Técnica de Captura en 
antiglobulina. 

• Potenciación de la 
reacción con LISS.

• 12 muestras por placa.



Prevención de la aloinmunización. 
Selección de hematíes

• Premisa proteger el stock para poder abastecer al 
100% de pacientes ya aloinmunizados.

• Evitar transfusiones innecesarias a pacientes no 
respondedores.

• Evitar problemas en pruebas pretransfusionales 
futuras.

• Evitar la aparición de reacciones hemolíticas 
retardadas



Prevención de la aloinmunización. 
Selección de hematíes

• Fenotipo Rh-Kell y extensivo /genotipo 
eritrocitario pretransfusión del paciente.

• Selección de unidades ABO –Rh Kell 
compatibles.

• Si es posible respetar Kidd, Fy, Ss

• No tener en cuenta la selección de unidades 
de fenotipo compatible Fy(a-b-), U- a menos 
que el paciente esté aloinmunizado.



Selección de hematíes compatibles en 
el paciente aloinmunizado



Selección de hematíes compatibles en 
el paciente aloinmunizado



Selección de hematíes compatibles en 
el paciente aloinmunizado



Necesidad de un panel de donantes 
ampliamente fenotipados

• El establecimiento en una determinada sociedad 
de personas de diferente origen étnico puede 
repercutir
– En la detección de aloanticuerpos eritrocitarios

irregulares de especificidades poco frecuentes en 
pacientes subsidiarios de transfusión y en mujeres 
gestantes.

– En la disponibilidad de concentrados de hematíes de 
fenotipo adecuado para cubrir los requerimientos 
transfusionales de estos pacientes.



Necesidad de un panel de donantes 
ampliamente fenotipados

• En estas circunstancias es importante tipificar a un 
número representativo de donantes inmigrantes.

• Con ello es posible:
– Comparar los resultados con los obtenidos en la población 

autóctona, establecer las diferencias más importantes y 
prever sus consecuencias en el ámbito de la transfusión.

– Disponer de un stock de hematíes de fenotipo compatible 
con el perfil antigénico de la población inmigrante que 
pueden ser usadas para prevenir la aloinmunización de 
mujeres en edad fértil, de pacientes con requerimientos 
transfusionales crónicos y/o para transfundir a los que ya 
estén aloinmunizados



Estudio inmunohematológico básico de la 
gestante automatizado en Galileo Neo

• Tipaje ABO-Rh en microplaca inerte:
– Grupo ABO sérico y hemático.
– Tipaje Rh(D). 
– IMPORTANTE: El reactivo anti-D no debe detectar la 

variante DVI. Si el resultado es dudoso se valora como 
Rh(D) negativo a todos los efectos (administración de 
gammaglobulina profiláctica).

• Escrutinio de anticuerpos irregulares 
clínicamente significativos (activos a 37ºC en 
antiglobulina) en microplaca con técnica Capture.



Significación clínica del sistema HLA y  
los anticuerpos anti-HLA

Moléculas altamente polimórficas.

Se expresan sobre la superficie de múltiples células, entre ellas leucocitos y 
plaquetas (sólo moléculas HLA de clase I).

Realizan la presentación de antígenos a los linfocitos T.

Están implicados en:

•Rechazo de transplantes.
•Reacciones transfusionales febriles.
•EICH transfusional.
•Desarrollo de refractariedad inmune a la transfusión de plaquetas.



Significación  clínica del sistema HPA 
(human platelets antigens)

Existen 24 antígenos plaquetarios específicos definidos 
serológicamente y se conocen las bases moleculares de 22 de ellos.

Son glicoproteínas que se expresan sobre la membrana plaquetar. 

Se relacionan con:

• Púrpura postransfusional
• Refractariedad inmune a la transfusión de plaquetas (raro)
• Trombopenia fetal-neonatal aloinmune



¿Por qué es necesario un registro de 
donantes HPA negativos

• Los aloanticuerpo contra los antígenos HPA están involucrados en 
la aparición de púrpura postransfusional, refrectariedad a la 
transfusión de plaquetas (raras veces sólos. Más frecuentemente 
asociados a anti-HLA) y en la púrpura fetal/neonatal aloinmune
(PFNAI) 

• PFNAI afecta a 1 de 2000 gestaciones. Es la principal causa de 
trombocitopenia severa del recién nacido, con alto riesgo de 
sangrado en los primeros días de vida.

• Entre caucásicos, el anticuerpo materno más frecuentemente 
implicado es el anti-HPA-1a (80% de los casos), seguido por anti-
HPA-5b y 5a (20%), todos de tipo IgG.  

• El tratamiento ideal para los casos con trombopenia severa y/o 
sangrado es la transfusión de plaquetas negativas para el 
antígeno HPA implicado.

Moderador
Notas de la presentación
The question is: why an HPA negative donor file is necessary?
Well, as you know alloantibodies against specific human antigens, known as HPA, are involved in post-transfusional purpura, platelets refractoriness and neonatal alloimmune thrombocytopenia or NAIT.
NAIT affects approximately one in two thousand pregnancies. Forty two % of the cases occurs in the first pregnancy.
It is caused by an incompatibility between fetal and maternal platelets antigens, stimulating the production of maternal IgG antibodies that crosses the placenta and may cause fetal thrombocytopenia.
In Caucasian population anti-HPA-1a is implicated in the eighty percent of the cases followed by anti-HPA-5b and 5a, in the twenty percent. 
In Japanese population the antigen most frequently involved is HPA-4a.
Intracranial hemorrhage is the most feared bleeding complication, occurring in approximately 20% of affected infants with anti-HPA-1a, frequently in uterus. Thirty percent of them are fatal and the rest often associate with serious neurologic squeals
Severity of NAIT is difficult to predict. It’s known that tends to worsen with subsequent pregnancies.
In order to prevent NAIT in the first pregnancy it would be necessary to screen pregnant women for platelet antigen incompatibility and antiplatelets antibodies. Some authors have demonstrated the benefits of this strategy but unfortunately for the time being is not a wide spread practice.
Transfusions of antigen negative platelets are indicated for babies with severe thrombocytopenia -with less than thirty thousand per micro liter - and/or bleeding. 



Técnica en fase sólida Capture P para la detección de 
anticuerpos antiplaquetarios. Fundamentos y pasos

•Micropocillos recubiertos por un agente específico para la unión de plaquetas

•Monocapa de plaquetas del donante

•LISS + anti-HPA-1a comercial

1. Pipeteo del pool de 
plaquetas control y de 
los PRP de los 
donantes a estudiar

2. Centrifugación

3. Lavado

4. Pipeteo del LiSS

8. Lavado

9. Pipeteo de las células
indicadoras Capture 
P

10. Centrifugacion

11Lectura

5. Pipeteo del control Capture 
P positivo y negativo

6. Pipeteo del antisuero (Anti-
HPA-1a)

7. Incubación

•Células indicadoras

Moderador
Notas de la presentación
Capture-P is a solid phase antibody detection system, that can be adapted to analyze the HPA-1a antigen. I am going to explain briefly its principle and steps.
Donor platelets to be tested are first bounded to the surface of polystyrene micro titer U-bottom wells. Serum (anti-HPA-1a) is added to the platelet coated wells and incubated briefly (35 minutes) in the presence of LISS to allow the union between the antibody and the complementary antigen if present. 
Unbound immunoglobulins are then washed from the wells and replaced with a suspension of anti-IgG coated indicator cells. 
Centrifugation brings the indicator cells in contact with the antibodies bounded to the immobilized platelets. 
Finally, a camera reader analyze the micro plate image and a software interpret the image, according with the reaction strength referred to a cut-off pre-established value and give the final result. In the case of a positive result the indicator cells will cover the immobilized platelets in a confluent monolayer.
In contrast, in the absence of a platelet antigen/antibody reaction, the indicator cells will pellet to the bottom of the wells as well defined cell buttons  



Papel del Sistema en fase sólida Capture P y del 
autómata Galileo Neo en la  detección serológica del 

antígeno HPA-1a

Control positivo

Control negativo
Muestra negativa

Resultado 
indeterminado/dudoso

Moderador
Notas de la presentación
Here you have the image of a micro plate were a total of ninety four samples and two controls have been analyzed.
You can see the positive and negative controls, 
You also can see the image of an HPA-1a negative sample and other one with an inconclusive result.



Establecimiento de un panel de donantes
HPA negativos: Cribado serológico del 

antígeno HPA-1a en el autómata Galileo

– Período del estudio: Junio y julio de 2009. 
– Método de cribado serológico empleado: Sistema 

en fase sólida Capture P para la detección de 
anticuerpos antiplaquetas adaptado y automatizado 
en  Galileo utilizando un antisuero comercial de 
origen humano anti-HPA-1a (Immucor).  

– Muestras analizadas: 999 muestras de PRP de 
donantes repetidores de aféresis obtenidos por la 
sedimentación durante 8-12 horas, de  un tubo de 5 
ml de sangre entera anticoagulada con EDTA.

– Muestras analizadas en cada tanda de trabajo: 30-
144 muestras. 

Moderador
Notas de la presentación
In a first phase, during June and July of two thousand and nine, we screened the HPA-1a antigen using the Capture P solid system adapted in a Galileo device in combination whit a commercial anti-HPA 1a of human origin, in near  one thousand repeat donors. All of them had a minimum of  two donations in the last twelve months, and the majority were apheresis donors.
The samples of PRP were obtained by sedimentation, at room temperature during 8-12 hours, of a tube with five ml of anticoagulated whole blood from the donors. After that they were analyzed in runs between 30-144 samples



Establecimiento de un panel de donantes
HPA negativos: Tipificación molecular

• Número de muestras analizadas: 552 muestras.
– 25 muestras que resultaron negativas para el antígeno HPA-1a en el 

cribado seológico realizado en el autómata Galileo.

– 527 muestras adicionales de donantes de sangre repetidoes

• Método de extracción del ADN: Extracción automática 
(MagNa Pure Compact, Roche), , Kit Magna Pure Compact 
Nucleic acid isolation kit I de Roche 

• Almacenamiento de las muestras de AND: a-20ºC hasta el 
momento de realizar el genotipo

Moderador
Notas de la presentación
DNA was extracted in an automatic device, the Magna Pure Compact one, using the Magna Pure Compact Nucleic acid isolation Kit I, both of them from Roche.
The DNA extraction was performed form a total of 552 samples Including the Twenty five that rendered an anti-HPA-1a negative result in the Capture P assay, and the 527 additional DNA samples from repeat blood donors previously genotyped with the Immucor-BioArray HEA-BeadChip Array.
Ones obtained, DNA samples were kept at below twenty degrees until being HPA genotyped



Establecimiento de un panel de donantes
HPA negativos: Tipificación molecular

• Período del estudio: octubre de 2009 a 
septiembre de 2010.  

• Muestras analizadas: 552 muestras. 

• Método usado: Plataforma de genotipificación 
HPA BeadChip, de BioArray Solutions, Warren, NJ 
que detecta 11 polimosrfismos y 22 antígenos.

Moderador
Notas de la presentación
From October two thousand and nine, until September of two thousand and ten, a total of five hundred and fifty two samples were genotyped using the HPA Bead Chip platform, that includes eleven polymorphisms associated with the HPA system and analyzes twenty two HPA antigens.



Establecimiento de un panel de donantes HPA 
negativos: Tipificación molecular

HPA Bead chip Array

Moderador
Notas de la presentación

Regarding the HPA BeadChip genotyping method, first of all I would like to sum up the fundamentals and steps of the method.
In this method each probe is covalently attached to a spectrally distinguishable bead type. A library of individual bead types contains all the probes of interest, including internal positive, negative and system controls. The library is immobilized in the BeadChip array, allowing for the simultaneous detection of the polymorphisms of interest.

Manufacturing process of the array:
Composite beads with a high density of carboxylate groups are stained with a combination of fluorescent dyes, and functionalized by covalent attachment of amine-modified probes. After that are stored in a buffered suspension.
Chips are fabricated on wafers. Following singulation are mounted onto standard glass carriers segmented into eight or 96 compartments.
Aliquots containing on average approximately 100 beads of each selected type are pooled and placed on a wafer.
After array assembly, multispectral decoding images are recorded with an automated array image system.




Establecimiento de un panel de donantes HPA 
negativos: Tipificación molecular. 

HPA Bead chip Array. Principios y pasos

Moderador
Notas de la presentación
The HPA BeadChip Array uses the elongation mediated multiplexed analysis of polymorphisms (eMAP) technology to identify the presence or absence of the selected alleles associated with a given phenotype. 
After PCR amplification and lambda exonuclease digestion, the remaining single-stranded DNAs are incubated on the BeadChiop array, allowing the oligonucleotides to anneal with the corresponding probes. The subsequent elongation reaction extends and incorporates fluorescently- labeled dCTP molecules only on those probes where de 3’ end exactly matches the hybridized oligonucleotide. Elongation products of alleles A and B are simultaneously detected by imaging the entire array 
The BioArray imaging system (AIS400) is used to capture the fluorescent signal from individuals beads, determine the identity of the bead by its position on the array. Finally the BASIS software generates assay results.
The duration of the overall process is about five hours.

After the genomic DNA extraction the steps of the HPA Bead Chip genotyping technique are the following
PCR reaction: The genomic DNA is amplified with corresponding primers in one multiplexed PCR reaction in a thermal cycler.
Cleaning: Excess primers and dNTPs are removed by addition of ExoSAPIT.
Single-strand selection by enzymatic digestion of PCR product containing a phosphorylated primer is performed by incubating PCR products with lambda exonuclease.
Elongation-mediated multiplex analysis of polymosrphisms (e-pMAP)
Automated assay image acquisition: An image of the fluoresce pattern within the array reflecting the formation of elongation products on those beads displaying probes matching the specific alleles enconuntered, is recorde with an automatede Array Imaging System equipped with fluorescence optics. This assay image is superimposed on the previously recorded  multisprectral decoding image template to determine the identity of the probes on individual beads within the array.
The last step is the image analysis and the report generation.



Establecimiento de un panel de 
donantes HPA negativos. Resultados

• Tiempo de procesamiento:

• Fenotipo HPA-1a en Galileo: 144 muestras de 
PRP/80 minutos.

• Extracción del DNA: 8 muestras/ 30 minutos (10 
minutos de tiempo de técnico). 

• Genotipo HPA: 96 muestras/5 horas.

Moderador
Notas de la presentación
Regarding the processing time the results were as follow:
DNA extraction of 8 samples took  a total of  30 minutes (10 minutes of technician). We can extrapolate that to extract 96 samples of DNA takes 6 hours, two of them of technician.
To phenotype a run of 144 samples in the Galileo device using the Capture P assay took eighty minutes (twenty minutes of technician)
To analyze the HPA genotype in 96 samples using the BeadChip platform took  a total of 5 hours (two hours and a half of technician)




Establecimiento de un panel de 
donantes HPA negativos. Resultados

Escrutinio serológico automatizado de HPA-1a; 
N= 999 muestras de

HPA-1a positivo    
N= 974 (97.5%)

HPA-1a negativo   
N= 25 (2.5%)

Extracción de ADN 
N=25

Muestras de ADN 
del repositorio

N=527
Genotipo HPA 

BeadChip 
N=552

HPA-1b1b
N= 24/25   (92.4%)                      

(1/25: Falso positivo en Capture P??)

HPA-1b1b   
N= 17/527 (3.2%)

Moderador
Notas de la presentación
This flow chart sumarizes the results obtained with the combination of both methods:
25 out of 999 samples analyzed in Galileo (2.5%) resulted HPA-1a negative
In 24 out of 25 samples serologically HPA-1a negative (92.4%) the phenotype was confirmed by BeadChip technology. In the other one the genotype was HPA1a1b in two different occasions. We couldn’t repeat de Capture P Assay.
Seventeen out of the 527 samples tested only by BeadChip technology, resulted HPA-1a negative (3.2%). 
This strategy has permitted us to identify a 59 % more of HPA-1b1b donors than using only the molecular technology (41 versus 17 donors) 






Establecimiento de un panel de 
donantes HPA negativos. Resultados

• La estrategia ha permitido 
indentificar:
– Un 59% más de donantes 

negativos de HPA-1a que usando 
solamente la tecnología 
molecular (41 contra 17). 

– Un número importante de los 
donantes múltiples de la negativa 
del antígeno.

Antígenos 
negativos

Nº de 
donantes

1a, 5b, 15a 5

1a, 5b, 15a 26

1a, 15a 8

1a, 5a 2

5b, 15a 110

1a, 3a 5

Moderador
Notas de la presentación
And an important number of multiple antigen negative donors with a high value, 



Establecimiento de un panel de 
donantes HPA negativos. Resultados

HPA-1 HPA -2 HPA-3 HPA-4 HPA-5

a b a b a b a b a b

Positivo 511 175 545 120 497 322 552 1 542 124

Negativo 41 377 7 432 55 230 0 551 10 428

HPA-6 HPA-7 HPA-8 HPA-9 HAP-11 HAP-15

a b a b a b a b a b a b

Positivo 552 0 552 0 552 0 552 1 552 0 409 414

Negativo 0 552 0 552 0 552 0 551 0 552 143 138

Moderador
Notas de la presentación
This table sumarize the results of HPA BeadChip genotpype.
In the third line you can see the number of donors negative for every antigen.



Establecimiento de un panel de 
donantes HPA negativos. Conclusiones

• La combinación del cribado serológico automatizado de 
HPA-1a y de un método de genotipado HPA a gran 
escala es un proceso costo-eficiente, rápido y específico 
que permite que los centros de transfusión establecer 
un panel de los donantes de sangre negativos para los 
antígenos más frecuentes de HPA implicados en la 
TNFAI así como en otros procesos que cursan con 
trombopenia de origen inmune

Moderador
Notas de la presentación
In conclusion: 
In our experience the combination of an HPA-1a automated serological screening and a molecular large-scale HPA genotyping method is a fast, sensitive and specific process that allows to develop a panel of negative blood donors for the most frequent HPA antigens involved in NAIT as well as  in other immunological thrombocytopenic disorders.
It is an efficient strategy for finding high value donors, especially donors negative for HPA-1a and for multiple HPA antigens.




• La identificación de variantes D Débiles y Del en 
donantes tipificados como D negativos es interesante 
por el riesgo potencial de sensibilizar a un receptor D 
negativos.

• No es infrecuente que las formas Del no pueden 
discriminarse con las técnicas serológicas habituales 
y que sólo se puedan poner de manifiesto con 
técnicas de adsorción elución o por estudio genético.

Detección de variantes Del en el 
autómata Galileo Neo



Detección de variantes Del en el 
autómata Galileo Neo

• Las nuevas técnicas moleculares han puesto de  
manifiesto que un porcentaje no despreciable de 
individuos tipificados serológicamente como RhD
negativos pero con fenotipo Cc en realidad son 
portadores de alguna variante del gen D.

• El CT de Toledo Guadalajara dispone de un panel 
de 7316 donantes Rh D y Du negativos.De ellos 
6096 donantes están fenotipados para el Rh-Kell.

• 273/6096 donantes Rh negativos fenotipados
tienen fenotipo Cc (4.5%).



Detección de variantes Del en el 
autómata Galileo Neo (*)

• En Octubre de 2010 se implantó en rutina el 
autómata Galileo Neo.

• La determinación del Rh D se realiza con dos anti-
D: ImmuClone Anti-D rapid IgM y Novaclone
AntiD-IgM+IgG.

• Las discrepancias del Rh-Du con los resultados 
históricos fueron estudiadas:
– Estudio en tubo con dos anti-D distintos en 

antiglobulina.
– Fenotipo Rh-Kell.
– Estudio del gen RhD (Blood Chip v.2.0.) 

* Gemma Moreno, Félix García, Blanca Eguía, Miguel Ángel Rodríguez, Ascensión del Álamo, Julián García Hinojosa, Carlos 
Pérez, Valle Flores, Miguel Ángel Pérez de Albéniz. Centro Regional de Transfusión de Toledo-Guadalajara y Centro de 
Transfusión  de Madrid, 22 Congreso Nacional de la SETS, 2011.



Detección de variantes Del en el 
autómata Galileo Neo

• Hasta el 04/10/13 se han obtenido un total de 27 resultados 
discrepantes (16 mujeres y 11 hombres) con los históricos.

• Los 26/27 donantes tienen un fenotipo Cce y 1 es de fenotipo Ce.

• 26/27 casos presentan una variante Rh Del y presentan una 
mutación en el nucleótico 885 (G>T) que genera un cambio en el 
aminoácido 295 del antígeno D (M295I).

• Entre estos 27 donantes el número de donaciones previas 
etiquetadas como Rh negativas asciende a 308.

• Estamos realizando una investigación retrosprectiva de los 
receptores. Hasta el momento hemos detectado un caso de 
aloinmunización anti-D probablemente relacionada con la 
transfusión de una unidad Rh Del etiquetada como Rh negativa



Papel del Galileo Neo en la búsqueda de plaquetas 
compatibles para pacientes con refractariedad

plaquetar

• La refractariedad a la transfusión de plaquetas 
lleva asociada una alta morbimortalidad.

• La incidencia en los pacientes oncohematológicos
de nuestros ámbito, en el que desde hace 10 
años se administran componentes 
leucodeplecionados, oscila entre un 15-25%.

• El 33% se deben a causas no inmunes. 
• El 20% son por una combinación de causas 

inmunes y no inmunes. 
• El 17% restante obedece a aloinmunización anti-

HLA y/o HPA.



• Manejo del paciente aloinmunizado con 
refractariedad plaquetar:
– Selección de plaquetas“matched” o “mismatched” en 

los loci A y B (y C).
– Selección de plaquetas compatibles antígeno HLA 

negativas.
– Selección de plaquetas compatibles por prueba 

cruzada con el plasma del donante: 
• Capture P, automatizado en Galileo.
• Técnica rápida, con alta capacidad de procesamiento, útil 

tanto en casos de aloinmunización HLA como HPA.

Papel del Galileo Neo en la búsqueda de 
plaquetas compatibles para pacientes con 

refractariedad plaquetar
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