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10S aloanticuerpos anti eritrocitarios:
;sianificado clinico o solamente un
interferente?



O

QUE PODEMOS CONSIDERAR
COMO CLINICAMENTE SIGNIFICATIVO?

O

ANTIGUERPO TAMIZAJE

O

PAGIENTE GONTEXTO




- Un anticuerpo capaz de causar destruccion acelerada de una
proporeion significativa de células transfundidas.

- Un anticuerpo capaz de atravesar placenta y causar
enfermedad hemolitica del feto y el recién nacido



H ANTICUERPO DETECTADO

EXCluir aloanticuerpos

Autoanticuerpo

Aloanticuerpo

|dentificacion / ESpecificidad




ANTICUERPO

Puede predecir el significado clinico basado en las caracteristicas del anticuerpo y
gl antigeno correspondiente:

- Densidad del antigeno en Ia superficie del glabulo rojo.
- Afinidad y avidez del anticuerpo.

- Glase de Inmunoglobulina (1gG 1, 2, 3, 4 / 1gM)

- Habilidad para fijar complemento.

- Rango térmico.

- ¢Inhibicion por sustancias del grupo sanguineo?



- Reacciones serologicas transfusionales en vez de evidencia de
hemolisis luego de una transfusion de sangre incompatible (adn
cuando sea ABO).

- Ejemplos atipicos de algunas especificidades, no generalmente
consideradas clinicamente  significativas:  anti-Leb, estan
implicados en casos muy raros de una reaccion transfusional
hemolitica.



ES insequro asumir que lo
inusual sera siempre
inofensivo.

4

Las excepciones son muy
poco frecuentes.

Se requiere un enfoque
pragmatico  para  disefiar
protocolo pretransfusionales

Enfocar 1os recursos en las
pruebas que brinden mayor
seguridad al paciente.



ANTICUERPO

¥ La probabilidad de significado clinico se basa en la evidencia histdrica.

¥ Laidentificacion correcta del anticuerpo es importante ... identificacion
nositiva y exclusion.

§ Existe fuerte evidencia de que algunas especificidades de anticuerpos
pueden causar reacciones transfusionales hemoliticas (Anti-D).

¥ Para otras especificidades como el anti-M, 1a evidencia ain no es muy clara.



RANGO TERMICO

A parte de los anticuerpos ABO, aquellos que no
reaccionan sobre 10s 30 C no suelen Ser clinicamente
significativos.

PRECAUCION

La técnicas de pre calentamiento usadas donde |as
especificidades del anticuerpo han sido ampliamente
\dentificadas pero tienen riesgos:

- Ejemplos débiles de anticuerpos clinicamente significativos
como anti-Jka.

- Raros pero significativos con reactividad variable a 37
como anti-Vel.



O

REACCIONES VARIABLES Y APARENTEMENTE
NO ESPECIFICAS QUE PERSISTEN A 37°C

¥ Anti-Gh/Rg o anticuerpos relacionados a GR1*

§ Anticuerpos relacionados a GR1*

Confirmar a presencia de anti-Ch/Rg o CR1 por inhibicion con proteinas
de grupos sanguineos solubles, permitiendo Ia identificacion o exclusion
de cualquier anticuerpo clinicamente significativo oculto.

* No considerado clinicamente significativo



H PANAGLUTINACIONES

.jAI]’[iBUBr[]US contra antigenos aAnticueruus d ﬂHﬂUEHUS
de alta incidencia? . comunes?

[ o
gPIatamrma con un reactivo aHeIaciunaﬂus a farmacos

especifico? Por ejemplo: LISS como el anti-CD38?






= IN VIVO?

g Las pruebas in vitro solo predicen el Significado clinico pero el
significado actual depende de la actividad del sistema inmune del
receptor.

§ EStudios de sobrevivencia de los globulos rojos in vivo tales como
transfusion de pequenos volumenes marcados con Gra1.

¥ Ensayos celulares (funcionales) tal como el ensayo de monocapa de
monocitos.

¥ Informacidn especifica de caso.

§ Consumen tiempo y son complejas asi que no se podrian adecuar a la
rutina.



PACIENTE

:TRANSFUSION
DEPENDIENTE?
¢NO TRANSFUSION
Requiere supervivencia maxima DEPENDIENTE?

de 108 globulos rojos.

Alguna reduccion en la supervivencia
de 108 globulos rojos no representaria
Un gran problema... pero

Potencial para otras situaciones
desencadenar hipernemaolisis en
pacientes con drepanocitosis.



O

LA URGENCIA ES SIEMPRE
UN PROBLEMA

Retener 0 negar un

completen,
reaccion tra

juede se

1sfusiona

idades hasta que [as pruebas Se

Un riesgo tan grande como una

hemolitica.



| LOS INTERFERENTES

NO causan daio clinicamente observanle pero:

g Involucran trabajo laboratorial adicional en su investigacion
e identificacion.

g Pacientes con un PAI positivo pueden ser excluidos de
transfusion hasta Ia resolucion del caso, mas en sistemas
electronicos

U Potencial retraso en la transfusian.



| IRREGULARES

Detectar Ia mayor cantidad de anticuerpos con significado
potencialmente clinico como sea posible.

N0 detectar anticuerpos ¢on poca o ninguna relevancia
clinica.



O

H MISION IMPOSIBLE



H :MISION IMPOSIBLE?

sensibilidad vrs Fuerza de reaccion no siempre
Especificidad es predictiva

NO Se puede tamizar para :

todos los antigenos. S, Pero ...




Con el conocimiento de la poblacion que estamos tamizando, los principios
detras de los métodos y Ias tecnologias y Ia cuidadosa seleccion del panel
de células de identificacion, los resultados pueden ser optimizados para
proveer un rastreo pretransfusional seguro.



| (PAI, ENZIMAS...)

§ Una prueba de antiglobulina indirecta (PAI) es esencial en el
rastreo de anticuerpos irregulares para detectar anticuerpos
19G.

§ Metodos adicionales como pruebas enzimaticas no deberian
Ser requeridas a menos que haya preocupacion acerca de la
sensibilidad de [a PAI.



O

H PAI - SELECCION DE LA
ANTIGLOBULINA HUMANA

AHG poliespecifica contiene Anti-19G y anti-G3d
Monoespecifico anti-19G.

La mayoria de los anticuerpos clinicamente
significativos tienen un componente 196.



la anticoagulacion con EDTA previene Ia
cascada del complemento (G1q)... pero Ia
automatizacion es vital para la seguridad.



O

DIFERENCIAS INHERENTES
EN LA TECNOLOGIA PAI

0000
0000
0000

FASE SOLIDA

- Facil para automatizar.

- hdherencia de las membranas de las
células a los pocillos por lo que no
hay fase de aglutinacion.

- Detecta solamente IgG.

- Puede  detectar  anticuerpos
"solamente enzimaticos”

CAT

- Facil de automatizar.
- Fase de aolutinacion puede

detectar algunas IgM, adn
cuando se este usando AHG
anti-1gG.

ﬂ

TUBO

- Dificil de automatizar.

- La fase de aglutinacion
puede detectar [gM adn
cuando se este usando AH
anti-1aG.



O
GUIA PARA SELECCIONAR
UNA TECNOLOGIA PAI

1. Tecnicas automatizadas y manuales para el rastreo de
anticuerpos irrequlares varian en sensibilidad y especificidad y
deberian ser evaluadas en consideracion de los requerimientos

locales.

2. 1as soluciones de haja fuerza ionica (LISS) €S consic
mas adecuada para la deteccion de anticuerpos clin

significativos debido a Su rapidez, sensibilidad y especific

erada Ia
camente
dad.

Las diferentes tecnologias tienen diferentes ventajas v desventajas por lo que se
debe de realizar validaciones locales antes de su introduccion a la rutina.



O

ANTI-CD38
(TRATAMIENTO DEL MIELOMA)

Anti-CD38 Globulos rojos s Panaglutinacion
en el adultos que expresan . :



O

MIELOMA
MULTIPLE

Es un desorden hematologico que esta caracterizado por una proliferacion
clonal de celulas plasmaticas en [a meédula osea tipicamente acompanado
con Ia secrecion de inmunoglobulinas mococlonales [lamadas proteinas M.



O

ANTI-CD38: UN NUEVO
TRATAMIENTO PARA EL MM

0038 esta altamente expresado en las células
del mieloma.

Anti-CD38 tiene miltples mecanismos de
eliminacion.



Funciones:
-Enzimatica

- Adhesion

- Senalizacion




O

ANTI-CD38 INTERFIERE CON LAS
PRUEBAS DE COMPATIBILIDAD

Anti-CD38 se une a los eritrocitos de los reactivos y de los donadores.
Rastreo de anticuerpos irregulares positivo.

Paneles de identificacion: panreactividad.

Pruebas incompatibles con todas |as unidades.

PAD positiva 0 negativa.

NO puede ser absorbido.

Chapuy C et al, Transfusion 2015
Oostendorp et al, Transfusion 2015
Hanhoon et al, Transfusion 2015
Velliquette RW et al. Transfusion 2015
Aye T et al, Transfusion 2015



O

ANTI-CD38 INTERFIERE CON LAS
PRUEBAS DE COMPATIBILIDAD

Positive Ab screen

e 2



O

ANTI-CD38 INTERFIERE CON LAS
PRUEBAS DE COMPATIBILIDAD
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PRUEBAS PRETRANSFUSIONALES
PACIENTE TRATADO ANTI-CD38
RASTREO DE ANTICUERPOS POSTIVO
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En el laboratorio de Inmunohematologia se observa
reactividad en todas las células del panel.



Distribucion tisular:

. Celulas linfoides
- Celulas mieloides
. Eritrocitos

- 0tros tejidos

Se expresa en bajo nivel en Ia
superficie de los alobulos rojos



CD38

Los puentes de disulfuro en |a molgcula de CD38.

Se ha demostrado que es susceptible a la desnaturalizacion
con agentes reductores como el 2ME.

Daratumumab no $e uniria a células tratadas con DDT.



+ Ab screen

\ﬁ(/ Daratumumab

- Ab screen




O

TRATAMIENTO CON DDT ELIMINA
LA INTERFERENCIA EN LAS
MUESTRAS DE PACIENTES DARA

Ab Screen Panel Result
DARA Dose Days From & Panel Using

Patient (mg/kg/wk) Last Dose Result DTT-RBCs
1 8 F Panreactivity Negative
2 8 i Panreactivity Negative
3 8 13 Panreactivity Negative
4 16 0 Panreactivity Negative
5 16 0 Panreactivity Negative

Chapuy Cl et al. Transfusion 2015



EFECTIO DEL DDT:

SISTEMAS GRUPOS SANGUINEOS

<
_

R4

Cl(//

«— Daratumumab

«— Alloantibody unknown

1. Rastreo de anticuerpos irregulares.
2. Repetir el RAI usando GR tratados con DDT.
3. Identificacion del anticuerpo con un panel tratado con DDT.



O

CELULAS TRATADAS CON DDT
PERMITEN IDENTIFICAR EL
ANTICUERPO EN PRESENCIA DE DARA

Untreated RBCs

DTT-treated RBCs

Chapuy Cl et al. Transfusion 2016



¥ Antes del tratamiento:

- [dentificar cualquier anticuerpo preexistente.

- Fenotipo o genotipo para los sistemas sanguineos mas comunes asi Seran
|a base para la compatibilidad.

- Planeamiento vy buena comunicacion.

¥ Una vez que inicio el tratamiento:

- Tratamiento de las células del panel y del donante con DDT para
remover el CD38.

- El tratamiento con DDT desnaturaliza los antigenos del sistema Kell.

- Unidades compatibles Kk deben enviarse al servicio para transfusion.



O

HDIAGN()STICO ,

INMUNOHEMATOLOGICO
EN LA ANEMIA HEMOLITICA
AUTOINMUNE



- Conocer las caracteristicas del autoAc
- [nvestigar la asociacion con un aloAc
- Fvaluar cuales serian 1os GR que sobreviviran mejor a la transfusion.

Transfusiones previas
Medicamentos/farmacos
Tratamientos Ig

Sepsis



1. Toma de muestra

2. Hemoclasificacion ABO, Rh, fenotipo R y otros Sistemas.

DIFICULTADES

Autoanticuerpos frios:

- ABO directa: lavados a 37-45 G, incubacion a 45C 5-10 min
- ABO inversa: preincubar el suero a 37C, usar GR cordon.

- D debil y otros sistemas: usar SAG anti-10G

- Gontrol negativo: albamina al 3%

Autoanticuerpos calientes:

- Sistema ABO, lavados e incubacion 5-10 min a 45 G

-Sistema Rh y otros sistemas: incubacion a 45 G por 5-30 min.
Tratamiento de los GR con cloroguina o ZZAP

- Gontrol negativo: diluyente 0 albumina al 5%.

- 90% aolutina GR tratados con enzimas

-13% hemoliza GR tratados con enzimas



O

TIPIFICACION DE LOS
GRs DE LOS PACIENTES

Fenotipo (sin transfusiones recientes):
- Acs Monoclonales: Rhc, E, C, e, K, JKa, JKD, S, S.

Fenotipo (transfusiones recientes):
fipificacion de neocitos

DD: AHAI/RHT

Genotipo por Biologia Molecular

Se recomienda fenotipar o genotipar extensivamente a estos pacientes:

-Para predecir a los AloAcs que el paciente puede desarrollar
- Para |a seleccion de las unidades a transfundir



¢Hay Acs en el suero del paciente?
Deteccion de anticuerpos irregulares

¢Cual es su especificidad?
|dentificacion del Ac frente a un panel celular

¢ QUé caracteristicas tiene el Ac identificado?
Autoanticuerpo

Aloanticuerpo

Rango térmico, reaccion en diferentes medios
Titulo

106-1gM



Hasta en un 80% de los casos por Acs calientes hay AutoAcs libres
en el suero

La PAD y Ia PAI resultan positivas en todas las células, tanto en la
fase de ATG como en medio enzimatico y el autocontrol positivo.

Los autoAcs reaccionan con epitopos pablicos presentes en las
membranas de [0S hematies

Recordar la posibilidad de un AloAc oculto por el AutoAc



O

HALLAZGOS ,
INMUNOHEMATOLOGICOS

AutoAc frio + AloAc caliente
- Autoansorcion a 40
. Tecnica de preincubado a 37C

AloAc + AutoAc caliente

- Adsorcion autologa (paciente no transfundido)

Incubacion del suero del paciente con sus propios GR. Volumen minimo de muestra
(8-10mL)

- Adsorcion homologa (pacientes transfundidos)
Incubacion del suero del paciente con GR alogénicos de fenotipo conocido
Si se conoce el fenotipo del paciente, solo se requiere 1fenotipo "idéntico”

$i no, se requieren 2 0 3 (R1R1, rr, R2R2) con expresion homocigota de los Ags mas
comunes
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INMUNOHEMATOLOGICOS

HALLAZGOS
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O

TECNICA DE ADSORCION
AUTOLOGA

§ L0S AutoAcs reconocen epitopos pablicos presentes en
todos los individuos.

U El AutoAc se absorbe sobre cualquier eritrocito.

¥ El AloAc no se absorbera si los eritrocitos no expresan el A.



O

H ADSORCION AUTOLOGA
PRECAUCIONES

g Oon PAD ++++ g8 mejor ELUIR previamente el AutoAc para
dejar libres determinantes antigenicos

§ Eltratamiento enzimatico de los eritrocitos aumenta el
rendimiento de las autoadsorciones.

¥ Uno de los reactivos més empleados el ZZAP:
Papaina + ditiotreitol (DDT) que eluye el AutoAc y deja
tratados los GR enzimaticamente

Si el fitulo del AutoAc libre <16:2 autoadsorciones de 45 a
60 min cada una suelen ser suficientes.



O

HAGENTES REDUCTORES QUIMICOS:
ZZAP

Mezcla de DDT - Papaina al 1% o Ficina 1%

Accion sobre los globulos rojos autologos:

- Facilitar 1a autoadsorcion de suero y GR autologos.

- Eliminar Auto-Ig adsorbidos (DTT) y permitir Ia
deteccion de AloAcs subyacentes.

. Permitir Ia tipificacion ABO-Rh.

2ME Y DDT

. Determina Ia clase de Ig (IgM)
- Destruye [gM y permite ver [gG.
. Dispersa Ia autoaglutinacion.



ADSORCIONES
HOMOLOGAS

Adsorcion del AutoAc sobre 2 0 3 GR con los Ags mas comunes

" Fenotipo GR homologos

1 RIRLDCe) kk ss Jkatb) Fyv@ath) C, ek, s, Jk3, Fy2 ¢, E, K, S, Jkb, Fyb
2  R2R2 (DcE) kk SS Jk(a+b) Fyv@a+b) E, ¢, k, S, Jk3, Fy2  C, e, K, s, Jkb, Fyb
3 1rice) kk ss Jk(a-b+) Fy(a-b+) ¢, ek, s, Ik, Fy* C, D, E, K, S, Jk3, Fy2

m Suero adsorbido

1 NEGATIVO
2 NEGATIVO

3 POSITIVO




RESULTADOS
DEL PANEL
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TOMAR MUESTRA
Control Rh Control con
Albumina 20-30% AlbUmina 6-8%

Positivo Negativo Positivo Negativo
Posiivo S Negativo SN Positivo N Negativo

Usar reactivos Feno- Calor, 2-ME, Tipificacién
salinos y/o tipificacion Rh olg ABO y PAD

monoclonales
Negativo

AlbUumina 1%

Calor, 2-ME,
pH, cloroquina

Negativo

Revista Argentina de Transfusion



ELUIDO

Todos los hematies Todos los hematies Algunos hematies
NEGATIVOS POSITIVOS POSITIVOS

Autoanticuerpo Aloanticuerpo

hacia antigeno

de alta
incidencia

Investigar AHID Aloanticuerpo?

Revista Argentina de Transfusion



SOBRENADANTE DE ADSORCION
AUTOLOGA
Todos los Todos los
hematies hematies

No hay Adsorcion AloAc hacia Ag
aloaAcs incompleta de alta

Algunos hematies
POSITIVOS

incidencia

Revista Argentina de Transfusion



SOBRENADANTE DE ADSORCION
HOMOLOGA
Algunos hematies Todos los Todos los hematies
POSITIVOS hematies POSITIVOS

Autoanticuerpo Aloanticuerpo

hacia

antigenos de Adsorcion
Aloanticuerpo ? alta incidencia incompleta




ANTICUERPOS CONTRA ANTIGENOS
DE ALTA FRECUENCIA

ANTICUERPOS CONTRA ANTIGENOS
DE BAJA DENSIDAD ERITROCITARIA



Example

Panel -
Cells | Yt
1 | a4
2 4
3 2
4 4
5 4
6 3
7 2
8 4
9 3
10 4
Auto I 0




Grupo de mas de 30 Anticuerpos irregulares no contemplados en los
antigramas.

suelen ser subdiagnasticados.

Sin embargo, algunos suelen ser frecuentes.

Causan dificultades en los rastreos de anticuerpos irregulares de rutina:
Reaccionan debilmente contra casi todos las células de Ia prueba

Reacciones no siempre reproducibles.



Producidos por politransfundidos y multiparas.

- N0 reacc

- 10G no fij

- [nvarian

i
d(

an con GR autologos.
ora de complemento.

||

ente son detectados en un RAI.

- Reaccion debil a moderada.
. Tecnicas de adsorcion/elucion ineficaces.

- NO RHT ni EHFRN.




O

:COMO ME ENTERO QUE ESTOY FRENTE
A UNO DE ESTOS ANTICUERPOS?

¥ Las reacciones no parecen tener ningdn sentido.

¥ No se asocia la reactividad con ninguno de los Acs que se
suelen encontrar en el laboratorio.

U Los Acs y combinaciones posibles se descartan.

U La reactividad no se explica y no parece seguir ningan patron.
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:PARA QUE
IDENTIFICARLOS?

1. Para determinar su importancia clinica.

2. Para poder excluir otros Acs clinicamente importantes que se
pueden quedar enmascarados.

Gerca del 50% de pacientes con estos Acs tienen otros Aloacs
subyacentes.

3. Para obtener fuentes de Acs raros que pueden contribuir al
diagnostico de laboratorio en otros casos futuros.



Hay que reconocerlos para invertir el tiempo en eliminar sus
reacciones de la muestra y evaluar mejor Ia posibilidad de
aparicion de otros AloAcs subyacentes.

EStos sueros contienen AcS que interfieren en las pruebas de
compatibilidad sin contribuir a Ia destruccion globular in vivo.
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Papain | Trypsin | Chymotrypsin| Pronase AET
Knops +/- - - + -
Ch/Rg - - - - +
Cromer + + - + (+)
Vel + - + + +
Lan + + + + +
Kell + + + + -
JMH - - - - -
Lw + + + - -

ISBT
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IMPLICACIONES
TRANSFUSIONALES

- Incubaciones cortas con LISS
- Gompatibilidades en polibrene
- Unidades cercanas a su caducidad

la mayoria de los otros AloAcS clinicamente
Importantes no se afectan por estas condiciones.

ES un grave error asumir que todas las reacciones
debiles o variables son debidas a estos Acs.



¥ Diferentes escenarios

¥ Autocontrol

g Imposible predecir el significado clinico al 100% Yy
eliminar toda interferencia

g ldentificar los reactivos Qtiles segdn los casos y combinar
10 metodos para crear estrategias.
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HNVESTIGACION DE

ALOANTICUERPOS
OCULTOS EN PRESENCIA
DE AUTOANTICUERPOS

Dr. César Gerdas-Quesada
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