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Unidad de Medicina Transfusional

Caso 1
- Solicitud de 200 ml Glébulos Rojos filtrados e irradiados
- Paciente masculino, 2 anos,

- Diagnodstico : Enfermedad Granulomatosa Crénica, Anemia Hemolitica
Autoinmune

-  Hematocrito :16,4%
- Clasificacion sanguinea: B RhD positivo
- TAl :Células I: ++++, Células Il: ++++,  TAD: ++++

- Identificacion de Anticuerpos: Panel completo positivo ++++




Autoanticuerpos en AHAI

Por definicion tienen una especificidad Rh ampliada....

.....son incompatibles con todas las unidades, excepto con las de fenotipo Rh
nulo

Que recomienda la AABB.....

...... cuando la transfusion es necesaria para reponer el transporte de oxigeno
no se debe esperar y se debe transfundir:

Buscar presencia y

- Unidades ABO Rh compatible especificidad de
aloanticuerpos

- Sin el antigeno para el cual tenga aloanticuerpos Buscar donantes que
no tengan el antigeno
correspondiente

- Lento, fraccionado, con corticoides

- La minima cantidad necesario, ej.:100ml



Unidad de Medicina Transfusional

Genotipificacion
Antigenos Eritrocitarios
Aloanticuerpos negativo -




Base de Datos Donantes Genotipados

Nombre ABO Rh
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Transfusion 100%comptible

N

‘ Llamar donante altruista compatible




Unidad de Medicina Transfusional

Caso 1

Hematocrito 21/03: 25,5
Transfusion segura

No requirio mas transfusiones

Evitamos aloinmunizaciones que complican la investigacion
serologica y disminuyen la probabilidad de encontrar
transfusion segura



CONTROL ID: 2304431

TITLE: Impact of Genotypically Compatible Transfusion in Patients suffering from Autcimmune Hemalytic Anemia
(AIHA) or Alloimmunization

AUTHORS (FIRST NAME, LAST NAME): Maria A. Niifiez , Sergio Farias |, Sandra Mellado |, Edgardo Saa’
INSTITUTIONS (ALL):

1. Banco de Sangre, Clinica Santa Maria, Santiago, Providencia, Chile.

PRESENTATION TYPE: Poster Only Presentation

CURRENT CATEGORY: Scientific

ABSTRACT BODY:

Background/Case Studies: Objective: To evaluate the transfusion of genotypically compatible blood units to both
alloimmunized polytransfused patients and to patients suffering from AlHA.

Background: The hemagglutination assay has limited value in determining blood group in patients who have their red
blood cells coated with IgG or have been recently transfused. In this patient population, molecular genotyping permits
to infer the patient’s phenotype allowing a compatible transfusion.

Study DesignMethods: Methods: Between March 2014 and April 2015, one hundred nine volunteer blood donors
were genotyped using the Core 1D XT technology and Rh, Kell, Kidd, Duffy, MNS, Diego, Dombrock, Caolton,
Cartwright, and Lutheran blood systems were determined. A database, containing the donor's genotyping information,
was created. In the same period, 2 groups of patients were genotyped: the first group consisted of 3 patients who
were alloimmunized with multiple antibodies and had been transfused in the last 3 months; and the second group
compromised 9 patients suffering from AlHA. Once the patients’ genotyping data was obtained, we performed a
search to match patients and donors. Based on successful genotypic compafibility, the patients were transfused with
the blood of their matching donors. The success of the transfusion was measured by comparing pre- and post-
transfusion hematocrit.

Results/Findings: Results: All patients showed an increase of their hematocnt as expected (3% per each transfused
blood unit). Additionally, we study the prevalence of erythrocyte anfigens within this particular donor's population. The
findings were similar to those described in the literature for Caucasians. We also detected the presence of antigens
that are not routinely tested such as the Dia antigen (3.4%).

Conclusion: Conclusion: Genotyping in blood banking increases the safety of transfusion in cases where
hemagglutination offers a limited value to predict compatibility. Although, genotyping is costly when compared to
hemagglutination, the overall cost is lower when one considers the number of compatibility tests required to determine
blood antigens in complex patients. Furthermore, we observed a decrease in the length of in-hospital stay, mainly
because the transfusion was performed in a timely manner. Having a database containing voluntzers’ genotyping
information has allowed us not only to detect a particular donor who carries a specific antigenic combination, but also
to increase the efficiency of the use of hisfher blood components.




Unidad de Medicina Transfusional

Caso 2

Solicitud de transfusion de 2 unidades de glébulos rojos
Paciente masculino 82 afios

Diagnostico: Sindrome Mielodisplasico, Pancitopenia, AHAI
Hematocrito: 18,5%

Clasificacion ABO-RhD: O Positivo

TAl :Célulasl: +, Célulasll:-, TAD: +



Unidad de Medicina Transfusional

S OF: (o




Unidad de Medicina Transfusional

Genotipificacion
Antigenos Eritrocitarios

¥

Anti C, anti e, crioaglutininas -




Probabilidad de encontrar 1 unidad negativa
Caso 2

* Prevalencia C: 70% en caucasicos, C- 30%
* Prevalencia e: 98% en caucasicos, e- 2%

0,3 x 0,02= 0,006
Cada 100 donantes hay 0,6 con esa combinacion.

Para encontrar 1 donante negativo hay que probar
167 unidades de sangre



¢Qué hacemos en CSM?

Genotipamos al paciente

Buscamos en base de datos donantes compatibles
Llamamos al donante

Donacion de dobles rojos

Transfusion



Unidad de Medicina Transfusional

Caso 2

Hematocrito a las 24 horas: 23,1%
Transfusion segura

No requirio mas transfusiones



Unidad de Medicina Trasfusional

Caso 3

- Paciente mujer, 67 anos

- Diagnastico: cirrosis hepatica

- Hematocrito: 17%

- Clasificacion sanguinea: O RhD positivo
- TCl: células l:negativo, células Il: positivo

iz

|dentificacion de Anticuerpos: antiFya+niDia .




Probabilidad de encontrar 1 unidad negativa
Caso 2

* Prevalencia Fya: 66% en caucasicos, Fya-33%
* Prevalencia Dia: 3% en caucasicos, Dia-97%

0,15x0,97=0,14
Cada 10 donantes hay 1 con esa combinacion.

Estudiamos 25 unidades todas positivas, no se cumplio la
probabilidad.

Buscamos en la base de datos donante compatible y
transfundimos sin problemas.

Conclusion, mayor costo beneficio transfundir por genotipo
compatible que prueba de compatibilidad tradicional



Patient name:

FPatient #:
Sample Id.:

Red Blood Cells typing report

Ordered by:

Ordering institution:

Test performed:
Software version:

Sample type: Ik Lot #:
Accessioning date: Enzyme lotf #:
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Banco de Sangre
Laboratorio de Biologia Molecular
Fernando Manterola 0508

Fono: 29132261
MNombre del paciente

Sexo

Fecha de Nacimiento
Rut

Médico Solicitante
Procedencia

Genotipificacion Antigenos Eritrocitarios

Masculino
06032012
23892 274-7
Validacion
Validacion

Grupo sanguineo

Resultado

ID de la muestra

leniga+

Santa Marfa

Fecha de Extraccion -

Fecha de Analisis
Tipo de Muestra
Técnica

+

Grupo Sangy

Resultado

+ |=

0

+

+

Diego

Dombrock

Ll =R = B =N B =] =] =]

+lal+|+]+|o]+]|+|o|o]+] +

Py

= ]

+

bmic24

11 de Marzo de 2014
19 de Marzo de 2014
Sangre total EDTA

ID CORE xt

Los resultados entregados corresponden al fenotipo predicto a parfir de genotipificacidn en Luminex 200.

Se sugiere transfundir gldbulos rojos negativos para los antigenos: Kell, Jka, M, Dia, Lua

TM Sergio Fanas P.

Dra. Sandra Mellado
Jefe Banco de Sangre




Ventajas Genotipo Eritrocitario

Entrega oportuna de transfusion

Disminuye los costos dado que se evitan una gran cantidad de
pruebas de compatibilidad

Previene la aloinmunizacion

Encontrar fenotipos poco frecuentes

Generar un perfil de la poblacion

Entrega respuesta también otros servicios de sangre



Como lo hacemos?

Extraccion
DNA

Amplificacion I .
Biotinilizacién Hibridacion Marcfaje con
conjugado

fluorescente

Deteccion de la senal



Genotipo Plaquetario

Caso 4

- Recién nacido

- Recuento de plaquetas dia 1: 2.000/ul

- Sospecha TNA

- Envio muestra identificacion de anticuerpos
- Genotipificacion antigenos plaquetarios



Incompatibilidad madre hijo Plaquetaria

RN RA Madre RA

Antigeno Resultado
HPA-1a

HPA-1b

Antigeno Resultado
HPA-1a

HPA-1b
HPA-2a

HPA-2a

HPA-2b
HPA-2b

HPA-3a
HPA-3a

HPA-3b
HPA-4a

HPA-3b
HPA-4a

HPA-4b

HPA-4b
HPA-5a

HPA-5b

HPA-5a
HPA-5b

HPA-6bw HPA-6bw

HPA-7bw HPA-7bw
HPA-8bw HPA-8bw
HPA-9bw HPA-9bw

HPA-10bw HPA-10bw

HPA-11bw HPA-11bw

Descarta Incompatibilidad madre hijo

HPA-15b +

HPA-15b +




Genotipo Plaquetario

Caso 4

- Dia 2: Transfusion compatible en caso que la madre tuviera
anticuerpos de embarazo anterior que pudieran transfundir
plaguetas infundidas.

- Recuento Dia 3: 33.000/ul
- Recuento Dia 4: 24.000/ul
- Causa trombocitopenia ?
- Transfusion segura



Otras técnicas moleculares
inmunohematoloégicas.....



Genotipificacion Variantes de D

Resolver discrepancias

Detectar D parciales que se deben transfundir como
D negativo

D positivo parcial o débil tipificados como Rh D
positivo

Paciente?, Donante?, Ambulatorio?



Genotipo variantes de D

e Paciente con resultado RhD negativo ano 2004
v Rh D positivo + ano 2015

Detecciéon D débil

- ey
-——-c--————--
- -

— 126pb

D débil tipo 2




Genotipo variantes de D

Deteccién D parciales

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

D positivo



Genotipo variantes de D

BANCO DE SANGRE Clinh;a+
Laboratorio Biologia Molecular Santa Maria

Fernando Mantercla 0508
Fono: 29132261

GENOTIPIFICACION VARIANTES ANTIGENO D

Paciente N2 Toma : 7809856-2
Nacido el :03-11-1958 Solicitado : 30-jul-2014

Servicio : Ambulatorio Rut L

Estudio de variantes antigeno D: D débil Tipo 2

Conclusion: Paciente es Rh D positivo variante débil, para fines practicos es Rh positivo

Examen validado por Tecndlogo Médico Sergio Farias

Dra. Sandra Kellado Villa
Medico Jefe Banco o3
Clinica Santa Maria




Genotipo variantes de D

D débil tipo 1

D débil tipo 1.1

D débil tipo 2

D débil tipo 3

D débil tipo 4.0, 4,1
D débil tipo 4.2, DAR
D débil tipo 5

D débil tipo 11

D débil tipo 15

D débil tipo 17

D débil tipo 20

DIl

D llla, llic, 1l tipo 4
D lllb

D IVa

D IVb

D Va, Va like
D Vitipo 1
D VI tipo 2
D VI tipo 3
D VI tipo 4
D VI



Alelos ABO
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Banco de Sangre Clinica \.1
Femando Manterola 0508 Santa Maria
Fono: 20132261

GENOTIPIFICACION ABO Rh D

Nombre: : MA ID de la muestra £ VC1502319

Sexo : MA Fecha de Extraccidn 02-04-2015

Fecha de Nacimiento - MA Fecha de Andlisis H 06-04-2015

Rut : MA Tipo de Muestra : Sangre total EDTA
Médico Solicitante : MA Técnica : Alelos ABO, RHD10
Procedencia : C5 Valparaiso

Determinacion de alelos ABD
ABO discrepante.
Se establece presencia de Alelos A101/A102

Determinacion de gen RHD

RHO discrepante
Se establece la presencia de exon 10 del gen RHD

GRUPO ABO:
FACTOR RH:

Motas:

Vanantes epigenaticas o eventos post transcrip@onales no son ensayados en este examen




Determinacion Rh (D) fetal en el plasma materno
Clinica Santa Maria

Solo aproximadamente un 60% de las gestantes Rh(D)- son portadoras de
un feto Rh (D)+

La profilaxis con IgG anti-D se administra al 100%

El conocimiento del grupo Rh(D) fetal permite:

e Administrar la IgG anti-D de forma racional a las portadoras de un feto
Rh(D)+

e Sacar del grupo de riesgo a las portadoras de un feto Rh (D)-

Este analisis puede realizarse con muestras de DNA procedentes de
amniocitos, vellosidades coridnicas, sangre, o plasma materno.



Determinacion Rh (D) fetal en el plasma materno
Clinica Santa Maria

» Estrategia

« Amplificacion exén 4y 10

« Amplificacion de gen SRY en caso de ser varon
« En estandarizacion control de DNA fetal

 Pendiente de validacion



Determinacion RH (D) fetal en el plasma materno
Clinica Santa Maria
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Conclusiones

Paciente con AHAI SIEMPRE genotipar y transfundir negativo para los
antigenos que no posee

Paciente con multiples anticuerpos, son respondedores, importante
genotipar, para tener un perfil antigénico completo

En ambos casos el beneficio es mayor y el costo menor que las
pruebas tradicionales

Biologia Molecular es una poderosa herramienta que complementa la
investigacion inmunohematologica compleja, aumenta la seguridad
transfusional y la tenemos disponible en nuestro pais



