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La sottoscritta, in qualità di Relatrice 
dichiara che

nell’esercizio della Sua funzione e per l’evento in oggetto, NON È in alcun modo 
portatrice di interessi commerciali propri o di terzi; e che gli eventuali rapporti avuti 
negli ultimi due anni con soggetti portatori di interessi commerciali non sono tali da 
permettere a tali soggetti di influenzare le sue funzioni al fine di trarne vantaggio.



Test disponibili per la rilevazione dei polimorfismi genici alla base della
variabilità fenotipica che prevedono la presenza/assenza Ag
eritrocitari-piastrinici

Sequenziamento genoma umano 
> Conoscenza Basi Molecolari Ag gruppo ematici 

> Sviluppo Metodiche di Genotipizzazione



Sistemi: 
43 Sistemi Gruppo-ematici
343 Antigeni
45 Geni
>2000 Alleli

Collections (200 series)
Antigeni ad alta incidenza (901 series)
Antigeni a bassa incidenza (700 series)



Vantaggi della tipizzazione molecolare rispetto alla sierologia

Tipizzazione Molecolare Tipizzazione Sierologica

DNA ricavabile da fonti diverse Necessita globuli rossi freschi

Non legata a disponibilità reagenti Richiede disponibilità di antisieri

Risultato netto 
(se nota base molecolare)

Possibili risultati discordanti 
(reagente/metodo dipendenti)

No interferenza con emazie trasfuse Interferenza con emazie trasfuse

Strumentazioni e kit ad alta 
produttività Minor produttività 



Analisi Dati Letteratura

M.A. Keller, Immunohematology (2015)



L’appropriatezza definisce la misura di quanto una procedura
diagnostica sia adeguata rispetto alle esigenze del paziente e al
contesto sanitario, con un bilancio positivo tra benefici, rischi e
costi.
Test appropriato se soddisfa criteri di efficacia, sicurezza ed
efficienza

Appropriatezza Diagnostica

EBM classifica la valutazione dei test diagnostici
con una piramide gerarchica che muove
dall’efficacia verso l’efficienza: efficacia tecnica,
accuratezza diagnostica, decisione diagnostica,
decisione terapeutica, esito per paziente,
valutazione economica. Ogni livello è necessario a
sostenere i successivi, ma solo all’apice si può
ottenere la reale efficienza.



• Anche in IE, appropriato è il test in cui il risultato fornisce una
risposta al quesito clinico e mette in grado di prendere una
decisione o intraprendere un’azione

• Nel valutare quindi l’introduzione di un nuovo test o di una nuova
metodica, sarà necessario considerarne l’efficienza e l’efficacia,
ovvero se produce l’effetto richiesto (es: match più completo,
diagnosi prenatale Rh) e lo fa con alta qualità, determinando
un vantaggio per il paziente/donatore.

Test Appropriato

Appropriato?

Non 
appropriato

? 
AAppapp
ropriato



Genotipizzazione Pazienti
Ambito Trasfusionale

• Tipizzare pazienti recentemente trasfusi
• Tipizzare pazienti con emazie sensibilizzate (DAT+)
• Tipizzare pazienti in terapia con Ab monoclonali

• Tipizzare pazienti con antigeni rari o a bassa espressività
• Risolvere discrepanze di tipizzazione

• Tipizzare pazienti trasfusione-dipendenti (SCD, THAL, MDS)
• Tipizzare pazienti con immunizzazione complessa

• Tipizzare pazienti sottoposti a trapianto di CSE ABO inc.



Genotipizzazione Pazienti
Ambito Ostetrico-Prenatale

• Tipizzare pazienti ostetriche per identificare varianti RhD per 
appropriatezza immunoprofilassi

• Studiare zigosità paterna in caso di alloimmunizzazione anti-D 
materna

• Determinare RHD* fetale per individuare rischio HDN 
• Determinare RHD* fetale per gestione antenatale profilassi

• Tipizzare sistema HPA (madre/padre, madre/neonato) per 
sospetta o conferma FNAITP



Genotipizzazione Donatori

• Tipizzare per risolvere discrepanze sierologiche
• Tipizzare per caratterizzare antigeni varianti

• Tipizzare per migliorare il matching donatore /ricevente
• Tipizzare su larga scala per aumentare scorta di unità Ag neg
• Tipizzare per istituire Banca/Registro Donatori Rari



Next Generation Sequencing (NGS)

Analisi dei frammenti ottenuti da parte di
software che utilizzano algoritmi informatici

Amplificazione a ponte dei
Target e formazione dei
Cluster

Preparazione della Library:
frammentazione DNA e legame
di adattatori

Sequenziamento e
produzione immagini



Next Generation Sequencing (NGS)

Protocollo di screening in cui
sono presenti due diverse librerie
con differenti set di primers



Istituzione di una rete nazionale per la gestione dei 
Donatori di gruppo raro

Criteri per la selezione

Etnia caucasica Etnia non 
caucasica

Età 18-55 tutti

N. Donazioni 
sangue intero >2 tutti

Gruppo ABO O, A tutti

Fenotipo Rh CCDee, ccdee, 
ccDee, ccDEE tutti



AABB SIMTI

Stabilire i requisiti per implementare l’attività (in termini di
allestimento del laboratorio, personale, numero test)
Definire appropriatezza test molecolari
Dare indicazioni sulla interpretazione e gestione dei risultati
Definire standard di qualità



ORGANIZZAZIONE (personale e risorse)
METODI (tecniche, strumenti, LIS)
DONATORI (chi-che cosa-quando)
PAZIENTI (chi-che cosa-quando)
GESTIONE DEI RISULTATI

SISTEMA GESTIONE QUALITA’
GESTIONE DELLE RISORSE
APPROVVIGIONAMENTI
PRESTAZIONI
PROCESSO DI EROGAZIONE SERVIZI
MONITORAGGIO E MIGLIORAMENTO QUALITA’



Organizzazione-Personale

Si raccomanda che il laboratorio che esegue test molecolari in IE:

• Appartenga a una struttura Trasfusionale accreditata
• Diretto da Dirigente qualificato con almeno 5 anni di esperienza in IE 
avanzata e 2 anni in IE molecolare

• Esegua almeno 500 tipizzazioni molecolari/anno su pazienti/donatori
• Disponga di due metodiche differenti di analisi molecolare
• Controlli il dato molecolare su 2°campione in sierologia
• Partecipi ad almeno 2 esercizi/anno di VEQ



• Devono essere presenti Aree di Laboratorio separate (flusso 
unidirezionale):

Area Estrazione DNA
Area allestimento Pre-PCR (area pulita)
Area analisi Post-PCR (area sporca)

• Devono essere presenti strumentazioni, materiali e reagenti 
dedicati all’uso per evitare contaminazioni

Organizzazione-Allestimento



Analisi a bassa produttività
PCR-RFLP Test manuali; gel-

electroforesi
Tipizzazione discrepanze; 

Identificazioni variantiPCR-SSP

Analisi a media produttività
Real-TIME PCR Test semi-automatizzati;

Lettura automatizzata dei 
risultati

Genotipo RHD*fetaleDroplet Digital PCR

SBT Identificazione nuovi alleli

Analisi ad alta produttività

Microarray
Piattaforme semi-

automatizzate; SNPs 
panelli

Tipizzazione estesa

MALDI-TOF MS analysis Rilevamento diretto Screening donatori

NGS Alta risoluzione; pannelli 
a più geni

Sequenziamento genomico 
pazienti

Apparecchiature
Operatività, Produttività, Applicazioni Cliniche

Tutte le strumentazioni devono essere qualificate, calibrate e sottoposte
a manutenzione a garanzia d’uso e i metodi analitici devono essere
validati prima dell’uso e ri-validati ad intervalli regolari.



La proteina RhD del sistema Rh porta l’antigene D con i suoi 30
epitopi ma la sua espressione può essere alterata o persa a causa
di variazioni genetiche all’interno del gene RHD.

Basi molecolari delle varianti alleliche (oltre 300 alleli RHD)

Sistema Rh



I fenotipi D deboli (Weak D) sono dovuti ad un gruppo
di alleli presenti nello 0,2-1% dei Caucasici, derivati da
mutazioni puntiformi che causano cambiamenti di uno o
pochi AA nella zona transmembrana o citoplasmatica.
Tra di essi il 95% appartiene al tipo 1,2,3 e non
causano immunizzazione.

I fenotipi D parziali originano da diversi meccanismi
molecolari che causano sostituzioni AA nei loop
extracellulari della proteina D e causano la perdita di
uno o più epitopi. Sono immunogeni.

I fenotipi DEL rappresentano una forma molto debole
dell’antigene D, con densità antigenica molto bassa e
causano la perdita di uno o più epitopi. Sono
fortemente immunogeni e spesso associati a
distribuzione geografica (>30% pop. Asiatica D- è in
realtà DEL).

Espressione antigene D



Screening dei fenotipi RhD deboli in sierologia 
Donatori di sangue
Donne in gravidanza o con potenziale gravidico
Screening RHD*01W.1, *01W.2, *01W.3

Sandler S.G., Flegel W.A., Westhoff C.M., et al.
Transfusion 2015; 55 (3): 680-689

Algoritmo per la risoluzione di tipizzazioni sierologiche D
deboli con metodica molecolare ai fini della somministrazione
mirata di RhIG e dell’appropriatezza trasfusionale

80%



• Gravide RhD negative alloimmunizzate anti-D con partner RhD 
positivo eterozigote:

• Gravide RhD negative non alloimmunizzate:

Monitoraggio appropriato della gravidanza

Determinazione genotipo RHD fetale

Appropriatezza nella somministrazione dell’IP pre-
natale



✓Deriva da Cellule trofoblastiche della placenta
✓Altamente frammentato (80% <150 bp)
✓Rilevabile già dalla 4^/5^ settimana
✓Utilizzabile dalla 10^/11^settimana
✓Aumenta con età gestazionale (10/15% cfDNA tot tra 10a-20a
sg; +1% a sett dopo 21a sg)
✓Rapida clearance (emivita 16min/120min dopo il parto)

cfDNA



Caratteristiche del test per genotipo RHD fetale

Non individua direttamente il fenotipo D- fetale ma lo presume in
base al risultato negativo ottenuto a seguito dell’amplificazione
specifica di parti del gene
● Efficienza di estrazione:  automazione e presenza di CQ interno
● Specificità: deve distinguere RHD da RHCE
● Precisione: amplificazione mirata di regioni del gene (5,7,10)
● Sensibilità: capacità di rilevazione in relazione alla SG



Prenatal screening service for fetal RHD genotyping to guide
prophylaxis: the two-year experience of the Friuli Venezia Giulia
region in Italy
Londero D., Merluzzi S., Dreossi C., Barillari G.
Blood Transfus. 2022 May 30. doi: 10.2450/2022.0004-22. 



consente di aumentare il perfect match anche con antigeni
minori e rappresenta la miglior strategia per prevenire e ridurre
alloimmunizzazione ed effettuare trasfusione efficace
Tasso di immunizzazione >40%(Anemie Falciformi, Sindromi
mieloproliferative, Talassemia)

Tipizzazione molecolare estesa ricevente/donatore



La tipizzazione estesa degli antigeni eritrocitari può essere incorporata nei
programmi di terapia trasfusionale cronica (CTTP) per migliorare la cura del
pazienti pediatrici affetti da SCD e THAL

Transfusion 2020; 60(1): 16-25

Genotipo al primo accesso



risolve problemi di identificazione anticorpale: 
- casi di immunizzazione complessa (es: Ag bassa incidenza)
- discriminazione auto/alloanticorpi 
- farmaci che interferiscono test pre-trasfusionali (CD38, CD47)

Tipizzazione molecolare nella diagnostica



Non appropriata come test di routine
Usata come test di approfondimento per sospette varianti
Utile nel monitoraggio attecchimento e supporto trasfusionale
dei pazienti sottoposti a trapianto allogenico di CSE ABO
incompatibile

Tipizzazione molecolare ABO



Protocollo per la gestione trasfusionale del paziente 
sottoposto a trapianto di CSE ABO incompatibile

60-90 giorni dopo trapianto
Tipizzazione molecolare ABO*/RHD*
Ricerca e titolazione iso-emoagglutinine

In presenza di concordanza totale tra il risultato della
tipizzazione molecolare (fenotipo predetto) con quella sierologica
(prova diretta ed indiretta) viene registrata sul sistema gestionale
la conversione di gruppo



Refertazione

Risultato test molecolare deve essere confermato da test
sierologico o da altro test molecolare
In presenza di discrepanza di tipizzazione, il referto va gestito in
via cautelativa
Il Referto deve riportare genotipo, fenotipo predetto,

commento e/o conclusioni diagnostico-cliniche

Genotipo Fenotipo predetto

RHD*01N.01/RHD*01W.1 Weak D Tipo 1

I soggetti portatori dei fenotipi Weak D Tipo 1,2,3 non sono a rischio di
immunizzazione e possono essere gestiti come Rh positivi sia come
donatori che come riceventi



J.M. Johnsen, Hematology (2015)

Disponibilità di mezzi
Quesito diagnostico



• Genotipo predice con elevata probabilità un determinato fenotipo
• Non è un dato assoluto ma deve avere un riscontro sierologico
• Evoluzione tecnologica non sempre garanzia di appropriatezza e

sicurezza trasfusionale

Limiti genotipizzazione

La diagnostica immunoematologica molecolare risulta
sicuramente appropriata in sempre maggiori campi di
applicazione, ma deve essere utilizzata in maniera integrata con
i test sierologici ed è condizionata da molti fattori che nell’ordine
sono il quesito e l’urgenza clinica, la competenza del personale e
le risorse a disposizione



Grazie per l’attenzione
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