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El Poder de |las Técnicas

El progreso en ciencia depende de nuevas técnicas, huevos
descubrimientos y nuevas ideas, probablemente en ese orden.

= ¥ b - Sydney Brenner
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“La Revolucion Coombs”

Bogotd Colombia, Hotel Sheraton

Un pequeino paso para un hombre, un gran salto para la
humanidad.

- Neil Armstrong

Professor Robert Royston
Amos (Robin) Coombs
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Meétodos Serolégicos

La sensibilidad del método seleccionado determina si los anticuerpos o antigenos débiles son detectados o no.

Factores que afectan la reaccidn

() Temperatura y tiempo de incubacidn. Cuando utilizar

4
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O Afinidad anticuerpo/antigeno. O Autoanticuerpos.

N\ 7
J
-’—> "
Principales técnicas en la investigacién IH —/* () Ac monoclonales.
] \

O Otros.

() Fuerza idnicay pH del medio de

suspension. O Evanescencia

(ggConcentracion Ag/Ac. () Anticuerpos en formacion.

O Discrepancia en las técnicas.

N2 de sitios de Ags en la membran () Muiltiples anticuerpos.

O Fenotipificacion.
O Enzimas proteoliticas/Agentes quimicos.
O Adsorcion y elucién.

O Paneles ampliados y RhD-.

O Neutralizacion.




Recurso N© 1

Conocimiento Paciente

Grupos
Sanguineos

Historial IH,
Clinico
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Paciente

1.Revisar historial transfusiones e Inmunohematolégico.

E *GR transfundidos antes o después de 3 meses, otros hemocomponentes.
o *PC, PAD o PAI.
*Observaciones realizadas por otros profesionales.

*Consultar otros antecedentes en otras Clinicas u Hospitales.

2. Revisar historia clinica. Pueden interferir en la Identificacion:
*Diagndstico de base. Edad. * Hipergamaglobulinemia.
*Tratamiento y Medicamentos * Hipogamaglobulinemia.

*Etnia 0 ascendencia: Revisar apellidos. Ver fenotipo o apariencia del paciente Anticuerpos monoclonales.

(afro, europeo, asidtico o amerindio), nacionalidad, padres, abuelos, y si es de  Tratamiento experimental.

una etnia o pueblo amerindio. Inmunoglobulina IV, otros productos

derivados de plasma humano

e Toma de muestra
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Recurso N2 2

1IgG

Isotipo 1gG
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Fenotipificacion
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Enzimas Proteo

* El tratamiento de los GR con enzimas proteoliticas produce:

- Aumento de la reactividad de los anticuerpos contra los Ags:

Rh, P, |, Kidd, Lewis y otros.

JUTHIIE

- ]

i i . - .
- Destruye o debilita otros antigenos especialmente los de los

sistemas Duffy y MINS.

Antigenos que generalmente se desnaturalizan
M, N, S, Fy?, Fy®, Yt3, Ch, Rg, Mi?, IMH, algunos Ge, In®




Tratamiento con Reactivos Thiol /

Antigenos

Anticuerpos

e

\ '\"

)

Los reactivos sulfhidrilo:

- AET (Bromuro 2-aminoetilisotiouronio) y el DTT (ditiotreitol) debilitan o destruyen los

antigenos del sistema Kell y otros.

- El reactivo ZZAP, mezcla de enzimas proteoliticas y DTT, desnaturalizan los Ags

sensibles al DTT (ej., sistema Kell) y los Ags sensibles a enzimas (ej. S. Duffy y MINS).

- DTTy el 2-mercaptoetanol (2-ME) clivan los puentes disulfuros que unen las

subunidades monoméricas de los pentameros de IgM, permite:

- ldentificar IgG en mezclas de Acs IgM e IgG.




Reactividad Anticuerpos tratados con Enzimasy DTT

Papaina | Tripsina | a-quimiotripsina DTT- Posible especificidad
200mM
/0 0 /0 , Ch/Rg, Xg?
o || [ o] \ 0) C o) In, JMH
\o/ | \o) + n MN, Ge2, Ged
S/R ~ [0) , 'N’, Ss, Fy?, Fyb,
S/R + \ 0 C o+) Yt
( 0 3 + + + En?
n 0\ [0) w Lu, MER2
+ K 0 } \O +W Knops
+ \+/ + /(N Kell, Scianna
+ (O) + (w) 0 Do
+ + @ 0 Cromer, algunos antigenos Di
+ + +WwW 0 LW
+ + + +/0 Vel
+ + + \\-l_-f/ Kx
1. i i + A, B, H, P1, Le, Rh, Kidd, FR, U, Fy?, Di?, Di®, Wrb,

Co, Oke, PP1PX |, i, Lan, Vel, Sd?, Jra, Cs@
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Elucion

* Objetivo: Disociar Anticuerpos IgG de los GR con una PAD + para su posterior identificacion.

Interfiere en las fuerzas de unién no covalentes de los complejos antigeno-anticuerpo.

“f -

Rescatar los anticuerpos unidos a la membrana Disociar los Ac unidos a los GR para utilizar los
del GR para su identificacion. GR para adsorcion y o fenotipificacion
* La membrana celular puede alterarse con: _ pH = _ Calor _\C')’_
= / I AN
- Congelacion — descongelamiento /% - Detergentes o solventes organicos B

Existen varias técnicas de elucion: NINGUNA ES IDEAL PARA TODAS LAS SITUACIONES

Acida, Cloroquina, Calor, Glicina-EDTA



Adsorcion

portadores de los antigenos correspondientes.

e Los anticuerpos pueden extraerse del suero o plasma por adsorcion con GR

istentes

TABLE 1. RBC alloantibodles in patients with warm

autoantibodies

Number of Percentage

alloantibodies found/  of sera with

Referance number of sera lested alloantibodies
Morel et al.® 8/20 40
Branch and Petz’ 5/14 36
Wallhermfechtel et al.'®* 19/125 15
Laine and Beattie'*" 41/109 38
James et al.'* 13/41 32
Issitt et al."' (alloadsorptions)t  13/34 38
Issitt et al."" {autoadsorptions)t 5/41 12

ﬂﬁm’“’ L0526,
Totals 209/647 32

* Forty-two to 77 percent of alloantibodies were not evident be-
fore adsorption.

t Calculations excluded autoantibodies that mimicked alloantibod-
les.

1 Serawere first tested for autoantibodies using low-ionic-strength
saline solution. When autoantibodies were initially detected us-
ing PEG, 47 percent of sera contained alloantibodies.

Branch D. Transfusion. 1999: 39:6-10.

4)  Eliminar anticuerpos no deseados (anti-A y/o anti-B) de un suero que

contiene anticuerpos apropiados para usar como reactivos.

La adsorcion cumple con diversos objetivos en distintos circunstancias;

NO EXISTE UN PROCEDIMIENTO UNICO IDEAL




Neutralizacion

Grupos sanguineos solubles en saliva, orina o plasma o en otras fuentes.

Pueden neutralizar la reactividad correspondiente.
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Neutralizacion
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Neutralizacion
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Pool de plasma: inhibicion plasmatica para distinguir anticuerpos anti-Ch y anti-Rg de otros

anticuerpos de alto titulo y baja avidez

Estromas de Eritrocitos de Conejo: adsorcidon de autoaglutininas frias, como anti-l, anti-H o anti-IH.

Sustancias: Sustancias:
P, (liquido de quiste hidatidico) | (leche materna)
Le? y Le® (plasma y saliva) Sd? (orina)

Proteinas recombinantes
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Biologia Molecular

El conocimiento de las bases moleculares de los genes responsables de la e
expresion de los antigenos eritrocitarios permite que de acuerdo a la r 8
informacidn genética (genotipo) podamos deducir los antigenos L

presentes (fenotipo). . _ ¢




Apoyo del estudio Molecular al estudio Serologico

Antigenos para los que no
existen antisueros

Apoyo en la identificacidon
de anticuerpos.

Deducir antigenos de
genes presentes en ADN
fetal libre en plasma.

. ., Detectar y confirmar

Variantes de expresion :

L fenotipos poco
débil.

frecuentes.

Conocer el mecanismo Identificar antigenos
subyacente a la expresion plaguetarios y
de un antigeno. leucocitarios.
Generar bases de datos Apovar |3 investicacion
para una gran cantidad de POy &

, inmunohematoldgica.
antigenos.

Yy



Sistema Duffy

Gen FY

Proteina
Duffy

Polimorfismo

Proteina

Antigeno

— Exon 1

125 G>G

Fy*/Fy?
Gly/Gly

NH2 \ 1

Exon 2

Fy3

Bicapa lipidica GR

\ / —— COOH
..... GGT.. ....GAT....
Glicina Aspartico
Fy? Fy®

Deduccion del Fenotipo a partir de un Genotipo

Genotipo homocigoto:

Nt 125 G/G

Fenotipo:
Aa. 42 Gly/Gly

Fenotipo (doble dosis):
Ag Fy?/Fy?

<




Deduccion del Fenotipo a partir de un Genotipo

Sistema Duffy Nt 125 G/A
; ; Nt 265 C/T
Gen FY Exon 1 Exon 2 /

Fy*/Fy® _

NH2 Gly/Asp Fv3 Fenotipo:
\%2 J Ad. 42 Gly/Asp
Proteina

D ff ( Bicapa lipidica GR @
utty o
w, ——— COOH Fenotlpo.b
Ag Fy®/Fy

Polimorfismo 265 T (alelo FYB_X) produce una expresion débil del
antigeno Fy Biologia
molecular

Puede no ser detectado por antisueros

Fenotipo:
Fy(a+b-)

Serologia

|dentificado como un falso Fy2 Fyb-




Deduccion Fenotipo a partir de un Genotipo

Sistema Duffy

Genotipo:

125 G/G
125 G>G 265 C>T FYB_GATA

Genotipo:
265 C/C

Gen FY Promotor ——Exon 1

‘ EXON 2

-67T>C

Genotipo:
-67 C/C
-

Bicapa lipidica GR Fenotipo:

nulo
Proteina Duffy &

Fenotipo:
Fy(a-b-)

Ausencia




Meétodos para tipificacion molecular

PCR convencional
RFLP
PCR en tiempo real

PCR multiplex y Microarray

PCR multiplex y deteccion por Luminex

Secuenciacion Sanger
NGS

Meétodos “in house”, kit o plataformas comerciales




Técnicas de Menor a Mayor Complejdad

* DIRIGIDAS A REGIONES ESPECIFICAS DEL ADN O ARN: partidores y sondas

Ejemplos:

Estudiar presencia del SNP
Busqueda del polimorfismo

. 2561C, exon 19, gen DI PCR, RFLP
responsable del fenotipo
(SLC4A1).
PCR multiplex

Estudio Donantes

fenotipo Di® negativo.

Estudiar presencia de SNPs

Estudio Donantes Busqueda polimorfismos

responsables del fenotipo 2561C gen DI, 578T gen

Fenotipo: Di®-, k-, Lub-
KEL, 230G gen LU.

Estudio Donantes
Busqueda polimorfismos Estudiar SNPs subyacentes

Fenotipo 20 antigenos
de 10 s. sanguineos responsables de los fenotipos a los 20 antigenos




Técnicas de Menor a Mayor Complejidad

« BUSQUEDA DE MUTACION(ES) RESPONSABLE(S) DE UN FENOTIPO DESCONOCIDAS:

Ejemplos:

Estudio Variante RhD no detectada
- : Estudiar exones gen RHD. Secuenciacion Sanger
por PCR especifica para variantes

descritas

Busqueda de nuevas variantes en Estudiar todos los genes subyacentes Secuenciacién de siguiente

todos los sistemas sanguineos a la expresién de los antigenos de

generacion

grupo sanguineos descritos.

Permite conocer la secuencia exacta que conforman los genes considerados en la

secuenciacion. Es posible detectar alelos ya descritos o nuevos



Amplificacion Regiones Gendmicas de Interés

Extraccién de DNA Preparacion de MIX ~ Partidores, Sondas

. SSP -
- dNTPS, Mg+2, IIIIIII . LI |
o Tiempo real = Partidores/Sondas,
T —» . Taq Pol L TR s
* Digital ' ~ 7) T
* Multiplex
(I TTRT TR TET TR
B g e
RFLP Microarreglo

_>

Genotipo

Flucfescence

Hegathe

Cycles

Fenotipo deducido




Investigacion inmunohematoldgica de un caso
de EHFRN

e Caso clinico: RN prematura de 34 semanas con antecedentes de EHFRN.

Antecedentes Inmunohematoldgicos del Banco de Sangre de procedencia:

Existe un anticuerpo materno unido a los GR del recién nacido pero
ausente en el plasma de la madre y en el plasma del RN.

Ma

A RhD

Positivo

A RhD
Positivo

PAl Madre y RN: Negativa PAD RN: Positiva



Investigacién inmunohematoldgica de un caso de
EHFRN

Laboratorio de Derivacién de Inmunohematologia
Panel Ideptificador X

[ 1

i R & &R E &R B & &R ©®

: ~

@ ———> - v |
Panel Ideptificador Y

Madre

' i & R R &R R R & ‘ |
: — |
ﬁ . A
Panel Ideptificador Z /

R
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Investigacion inmunohematoldgica de un caso de EHFRN

Clinica+

Santa Maria

O RBC-COATED WELLS .

- Y OO { :\
PuimO- " ~O-1 % |1
: NEGATIVE -

-‘&t ) INDICATOR CELLS

A RhD WEAK POSITIE INDICATOR CELLS A RhD + ‘
Positivo + ‘ Positivo

Madre

PAD RN: Positiva

PAI Madre: Positiva débil PAI RN:Negativa




Investigacion inmunohematoldgica de un caso de EHFRN

GR del RN con Acs
unidos a la membrana

° i
& »

A\
-N

Elucion Acida
PAD RN: Positiva
~—

Anticuerpo con especificidad anti- Sc2

—

PAI e Identificacion de
Anticuerpo

4

S
A
N

=

A
N

Eluado
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Investigacion inmunohematoldgica de un caso de
FHERNI:- Ganntinn RNI




Secuenciacion de Siguiente Generacion

OPermite analizar gran cantidad de ADN de forma masiva y paralela en un menor lapso y costo por base.
Olncluye la secuenciacion de: panel de genes, completa del exoma y completa del genoma.

OEI analisis de los resultados es complejo y requiere un proceso bioinformatico y clinico exhaustivo para

una adecuada interpretacion.

OLas limitaciones de las pruebas NGS incluyen aspectos técnicos como cobertura, profundidad y

longitud de las secuencias.

Permite conocer la secuencia exacta que conforman los genes
considerados en la secuenciacion. Es posible detectar alelos ya

descritos o nuevos




Secuenciacion de Siguiente Generacion

Amplificacion

X2OC0OOTPBOC ADN Input

Amplicones

Digestion parcial OCOCOODITK
de amplicones  f p, € >ocococcccoox Y

Unidn adaptadores (contienen index)

Adaptador
WOSC 0O OO TOOTL
W‘: WOOC 0O OO TOOTL
KWOTOX WOV OTD OO,

W M

Amplificacion : libreria

118
:

Cuantificacion y Pool

Secuenciacion

Formato Fastq de lecturas secuenciadas

eIl e e EEaaE]
TCCCTTACCCCCAAGCTCCATACCCTCCTAATGCCCACACCTCTTACCTTAGGA
_k FCEFFFEEFFFFFFFEFFEFFFEFCFC<EEFEFFFCEF<; EEFF=FEE?FCE
[@IL31 4366:1:1:996:21421/2
CAARRACTTTCACTTTACCTGCCGGGTTTCCCAGTTTACATTCCACTGTTTIGAC

L>DBODE, BSBAAJARBTBB? TBBB=91; +*@; 5<BT+*=/*@R?9=T73=.7) 7*
1 _4368:1:1:997:10572/2
AAGAAAATGTGTTACATATTACATTTCTGTCCCCATTG

|LE?=EECE<EEEEYBEEEEAEEBD? ?BERAEAB><EEABCEEDEC<<EBDA=DEE
[@IL31 4368:1:1:997:15684/2

CAGCCTCAGATTCAGCAT TCTCAAATTCAGCTGCGGCTGARMACAGCAGCAGGAC
+

| EEEECEEESEAREEDEEEEEEEEEECEEAAEEDEE<CD=D=*BCAC?;CB, <D@,
[@IL31_4368:1:1:997:15249/2
ARTGTTCTGAAACCTCTGAGAAAGCAAATATTTATTTTAATGAAAAATCCTTAT

| EDEEC; EEE; EEE?EECE; TAEEEEEEQ TEECEA; D6D>+EE4AE7EEE4 ; E~EA
[@IL31_4368:1:1:997:6273/2
ACATTTACCAAGACCAAAGGARACTTACCTTGCAAGAATTAGACAGTTCATTTG

LEEAAFFFEEFEFCFAFFAFCCFFEFEF>EFFFFB?ABARECEE=-<FEDERDDE;
BIL31 436B:1:1:997:1657/2
CCCACCTCTCTCAATGTTTTCCATATGGCAGGGACTCAGCACAGGTGGATTAAT
(eadd

Formato BAM

Formato VCF
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Pipeline Bioinformatico

Lecturas crudas, fastqg

C, SEARCH [£] KNOWLEDGE BASE [7] MY CASES

Frankiin

by genoox

Active
cases

Total
cases

10 10

All Cases

Q Search analyses

10 cases
CASE DETAILS SAMPLES
). Rh Nulo )
E‘;—g"t‘g Created: Aug 30, 2024 | Assay: Germline case from VWCF
€l PP1Pk neg
~, 1
Eﬁ_, Created: Aug 26, 2024 | Assay: Germline case from WCF
). Gerbich Seq 2 L
Eﬁ;’;‘ Created: Aug 15, 2024 | Assay: Germline case from VCF

ETIS LD P LA DD D |

¥

<

Cases created
in the last 28 days

M.antonieta Nunez
Clinica Santa Maria =

Cases resolved
in the last 28 days

Assigned to w  Status A v
Sl I::jat'élign Indels
ASSIGNED TO STATUS
ite
unassigned
unassigned I

M.Antonieta Nunez




Panel de Secuenciacion Genes de Sistemas Sanguineos
Del Laboratorio de Biologia Molecular del Banco de
Sangre de Clinica Santa Maria

001 ABO ABO 4 ABO 019 Kx KK 1 XK
0oz MNS MMNS 46 GYPA, GYPB, (GYPE) 020 Gerbich GE 11 GYPC
003 P1PK P1PK 3 ALGALT 036 Augustine AUG 7 SLE2gAd
004 Rh RH 54 RHD, RHCE 021 Cromer CROM 18 CO55 - .
037 nno KAMND 1 h
00s Lutheran Lu 20 BCAR
wHEeran. 022 Knops KN 9 CRi 038 SID SID 1 BAGALNT2

006 Kell KEL 35 KEL 023 lrjvdv I'?ﬂ. M 4 Coddg 039 CTLZ CTL? 7 SeLd4a2
007 Lewis LE : FUT3 024 Ok OK 3 BSG 00 PEL oEL . paces
008 Duffy FY 5 ACKRI 025 Raph RAPH 1 CD151
009 Kidd K 3 SLCI4A1 026  John Milton IMH b SEMATA 041 MAM MAM 1 EMP3
010 D|EE'D ]l 22 5Lc4a1 027 I | 1 GCNTZ 042 EMM ERABA 1 BIGGE
011 Yt YT 2 ACHE 028  Globésido GLOB 1 B3GALNTI s | ABCCL o L et
012 Xg XG 2 XG, CD99 029 Gill GILL 1 AQP3
013 Scianna sC 7 ERMAP 030 RhAG RHAG 4 RHAG oa ER - 2 f—
014 Dombrock oo 8 ART4 031 Forssman FORS 1 GBGT1
015 Colton co 4 AQP1 032 Junior IR 1 ABCG2
016 Lw L 3 [letTO

033 Lan LAM 1 ABCHS
017  Chido/Rodg CH/RG g C44,C48
018 H H 1 FUTI; FUT2 034 Vel WEL 1 SAINAD




Caso: Sospecha de fenotipo Bombay

Amplificacion Amplificacion : libreria
Blood Group Antigen - PS
o
— X200 > -
. e X000 - - M0000K
Donante mujer __ __ - s "
Quick Filters: | default (11) | o
G ru po Sd ngu Iln 94,954 Variants in 47 Genes were found 1-250f 94954 ¢ » | Sortby: Priority v 2|
PAI ‘ ne at|Va SEMA7A FIEQLENCY  ENEENAL  COMMARSTY | COMFIENCE PREDICTION MHERITANCE
© W, e NAL g NA Heh o Benen  ARIUN

©1295-92T=A
B Chr15:74704445-A-T | MM_003612.5 | Intronic | Exon 11

PAD: negativa

Marked as Benign by community and appeared in 77 papers

A nti H . N ega t i\ AC KR 1 FREQUENCY INTERMAL COMMUNITY COMFIDENCE PRECICTION MHERITAMCE CLNWVAR -
- . . ®1r
. H ot 23.48% 0% 14,173  High Uncertain AR|AD +1

Bl et 2991Hem  OHom  3411Hem  ABI100% Splice AL 0.16 3 Conditions 2 other } F kl

- [ ]
. rankiin
® Chr1:169174683-T-C | NM_002036.4 | UTR §' | Exon 1 by genoox
Appeared in 157 papers
. PR N P FREQUEMCY INTERMAL COMMUNTY CONFIDENCE PRECICTION MHERITAMCE CLWNWVAR (+1)
: : - e

VUS  Heterozygote 30.97% 0% 75462 High Uncertain AD | UN ® 1wus

pM129V | c 385426 14719 Hom 0 Hoam 14095 Hom  AB: 50.30% Rewel: 0.52 9 Conditions @28

B Chr20:4680251-A-G | NM_000311.5 | Missense | Exon 2

Appeared in 1 papers

B‘iGA LNT2 FREQLIENCY IMTERMAL COMMUNITY COMFIDENCE PREDICTION ERTANCE
VUS Heterazygote 7.90% 0% 18,541 High Deleterious UN
cOR4+5G=A 1226 Hom 0 Hom 959 Hom AB: 53.00% Splice Al: 0.37 1 Conditions
LyYr™
Scianna Sc

Sc2




Prediction:

Summary:

Analysed issue
Phys. location

Gene symbaol

ExAC LOF metrics
Ensembl transcript ID
Genbank transcript ID
UniProt peptide
Variant type

Gene region

DNA changes

Pr

Summary:

Analysed issue
Phys. location

Gene symbol

ExAC LOF metrics
Ensembl transcript ID

Genbank transcript ID
Variant type

Gene region

DNA changes

Frameshift

Known variant

Phylogenetic conservation

Splice sites

Deleterious

Analysis result

chr6:10530018G>A show variant in all transcripts IGV
GCNT2

LOF: 0.02, misssense: -2.13, synonymous: -0.88
ENST00000410107.1

Single base exchange
intron

C.67+20627G>A
g.37563G>A

No

Variant was not found in ExAC, 1000G, or gnomAD.

PhyloP PhastCons Bl

(flanking) 1.375 1 4
6122 1

(flanking) 5.085 1

No abrogation of potential splice sites
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Conclusiones

e Existen multiples herramientas seroldgicas y moleculares para el estudio inmunohematologico.
* El conocimiento es el recurso mas importante.

* Independiente de la complejidad del servicio y herramientas disponibles siempre se puede avanzar en el estudio, todos

los servicios cumplen un rol.

’ _x' |'.-.-F . V4
Serologia F“L e Biologia
L“”:ﬁ N Molecular

Ambas son importantes y necesarias.

La BM es una herramienta valiosa y necesaria que complementa la

investigacion inmunohematologica compleja y aumenta la seguridad transfusional, pero

no reemplaza la serologia en la investigacion de anticuerpos.
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Table 3: Transfusion-Associated Fatalities by Complication, FY2017 - FY2021

Compleation 17 FUV7 EUS FUIE EUDEUL Rer e R N0 N T
Anaphylaxis 3 8% 2 6% 2 5% 6 21% 4 0% 17 | 99
Contamination 7 19% | 7 23% | 1 2% 4 14% 5 12% ) 24 | 139,
HTR (ABO) 2 2

HTR (Non-ABO) 4 2

TACO 11 30% 12 39% 12 27% B 2T% 15 36% 58| 32%
TRALI’ 9 24% 4 13% | 12 | 27% 6 21% 7 16% 38 | 21%
el 0 Jow | 0 |ow | 2 | 5w O - T 6 | 30
Other 0 0% 0 0% 0 0% 0 0% 1 2% I 1%
Total 37 31 44 29 42 183

Note: FY2017-FY2021 only includes cases with an imputability of definite, probable, or possible

*FY2017-FY2021 numbers combine both TRALI and Possible TRALI cases




RHT SHOT

Alloantibodies to red cell antigens were identified in 7 of the 9 AHTR cases reported. The alloantibodies
implicated are shown in Figure 19.3.

Headline data 2023 HTR reports by year

56 1 1 1
Number of reports n=53 I I I
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Major morbidity n=18
2014 2015 2018 2017 2018 2018 2020 202 2022 2023
Demographic data Blood component data
® ® Red cells n=53
AN Platelets n=0
" Plasma n=0 L.
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Unknown n=2
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