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La sottoscritta, in qualità di Relatore 
dichiara che

nell’esercizio della Sua funzione e per l’evento in oggetto, NON È in alcun modo 
portatore 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 mie funzioni al fine di trarne vantaggio.
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• Punto cardine dell’Immunoematologia è l’agglutinazione (reazione 
Ag-Ac)

• Il metodo classico per l’identificazione degli Ac è l’agglutinazione

• Questa tecnica è stata utilizzata da più di 100 anni in 
Immunoematologia e tuttora è il gold standard

• Semplice, poco costosa, specifica e sensibile

AGGLUTINAZIONE



Aggiornamenti in Medicina Trasfusionale | Enna, 27 novembre 2024

Alcune cellule positive 
con stesso score di 
reazione: sospetto Ac
singolo

TCD ed Auto-controllo

se entrambi negativi: 
vedere lo score

stesso score di 
reazione:

Ac verso Ag ad 
alta incidenza

Sospetta miscela 
anticorpale

Ricerca ac

Alcune cellule positive con diverso 
score di reazione: sospetto effetto dose, 
reazioni aspecifiche, Ac verso Ag a 
bassa incidenza, miscela Allo-ac

Panreattività

Se entrambi positivi: 
probabile AEA

diverso score di 
reazione:

TCI POSITIVO: OSSERVARE LO SCORE DI REAZIONE

Segui 
protocollo AEA  

o DARA

Non escludere eventuali positività da 
INTERFERENZE

Ricerca ac Ricerca ac

IMM/A10
REV.0 

09/05/2023
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PANNELLO PANREATTIVO

Controllo autologo TAD

NEGATIVO

Miscela           
anticorpale

Interferenza 
sierologica

TCI POSITIVO

Anticorpo verso un 
antigene ad alta frequenza

TIPIZZAZIONE ESTESA BM – SIERI RARI

SCHEDINA

FASE SOLIDA

PANNELLI CON UTILIZZO DTT ED ENZIMI

ALLOASSORBIMENTI

IDENTIFICAZIONE

CROSS-MATCH

IDENTIFICAZIONE SPECIFICITA’  

IDENTIFICAZIONE

Segui 
protocollo 

AEA o DARA

POS
Emazie+siero paziente

IMM/A10
REV.0 

09/05/2023

ALGORITMO DIAGNOSTICO: RICERCA ANTICORPALE
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1) TCI positivo panreattivo e TCD con auto-controllo negativo: miscela di allo-Ac, Interferenza sierologica, Ac verso Ag 
ad alta frequenza.

Utilizzare tecniche per rimuovere o isolare la reattività Anticorpale: Alloadsorbimenti mirati ed enzimi (ficina)

Utilizzare tecniche di potenziamento: l’aumento del rapporto siero-emazie o del tempo di incubazione, l’utilizzo di LISS
e PEG, riduzione della temperatura o variazioni di pH

2) TCI panreattivo e TCD positivi con auto-controllo positivo: Anemia Emolitica Autoimmune (AEA) Auto-Ac caldi o
miscela Auto-Ac caldi e Allo-Ac

Eluizione: panreattivo conferma auto-Ac adesi alle emazie

negativo sospetto d’ interferenza da farmaci o Auto-Ac freddi (crioagglutinine)

Autoadsorbimento a 37°C (WARM), da eseguire solo se paziente non trasfuso da tre mesi: 

a) Pannello negativo: conferma presenza solo di Auto-Ac caldi

b) Pannello parzialmente negativo (restano alcune positività con score variabile): conferma miscela Auto- /Allo-Ac

Identificare l’Allo-Ac

Se il paziente è stato trasfuso negli ultimi tre mesi utilizzare unità di GRC «Better Match» per l’adsorbimento 

APPLICAZIONE TECNICHE SIEROLOGICHE SPECIALI 
IN RELAZIONE A TCI E TCD IMM/A10

REV.0 
09/05/2023
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Indici Emolisi: bilirubina indiretta,
aptoglobina, LDH, emocromo con 

reticolociti

TAD polispecifico

Positivo

Monospecifici

C3d + IgG +/- C3d+

Crioagglutinine Farmaci Titolazione

Eluato

Ricerca Auto-
Ac caldi

Autoassorbimento

Anamnesi:
• Recenti 

trasfusioni
• Farmaci
• Gravidanza
• Ig vena 
• Setticemia
• Trapianto
• Talassemia

Allo-Ac

Eluizione acida: 
kit del commercio

STUDIO ANTICORPALE, PROVE DI COMPATIBILITA’ a 
37 °C

ASSORBIMENTO A FREDDO (REST)

POSITIVO: AEA

NEGATIVO: 
Farmaci o 

crioagglutinine

• Nel caso di crioagglutinine il DAT potrebbe 
risultare negativo

• Prelevare campione a caldo e preriscaldare 
reattivi e campione a 37°C per almeno 1 ora 

• Lavaggio delle emazie con fisiologica 
preriscaldata a 37°C 

IMM/A10
REV.0 

09/05/2023

91-98% dei casi

6% dei casi IgG+C3d, 94% IgG

ALGORITMO DIAGNOSTICO: TAD POSITIVO
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Le tecniche di indagine molecolare negli ultimi 15 anni si sono integrate con 
quelle sierologiche nel processo di diagnostica immunoematologica:

• Per identificare varianti antigeniche (es. varianti RhD)
• Per tipizzare estesamente pazienti e donatori e garantire una migliore efficacia e 

sicurezza della trasfusione
• Conferma la tipizzazione sierologica di un antigene per cui non sia disponibile 

l’antisiero (es. sistema Dombrock, antigeni rari ad alta frequenza)
• Determinazione del fenotipo eritrocitario in paziente recentemente trasfuso
• Supporto trasfusionale cronico in pazienti ad elevato rischio di immunizzazione (es. 

emoglobinopatici, in particolare drepanocitici)
• In caso di TCD positivo e anemia emolitica autoimmune
• Per supportare la risoluzione di casi immunoematologici complessi (miscele allo-

anticorpali, miscele auto-alloanticorpali, autoanticorpi, Allo-Ac verso Ag ad alta 
incidenza)

• Terapia farmacologica con Ac monoclonali (es. Daratumumab)
• Per identificare feti a rischio di Malattia Emolitica del Feto e del Neonato (MEFN) e 

piastrinopenia feto-neonatale alloimmune (PFNA) e monitorare in modo appropriato 
la gravidanza

Raccomandazioni per l’impiego delle tecniche molecolari
In Immunoematologia, SIMTI 2018
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IMMUNIZZAZIONE COMPLESSA

La Biologia Molecolare consente di determinare:

• La natura di un Ac (Auto-Ac o Allo-Ac) in modo da selezionare unità di 
sangue negative per l’Ag implicato: se si tratta di un Allo-Ac, la tipizzazione 
deve risultare negativa per  l’Ag corrispondente, il contrario se è un Auto-
Ac (regola di Landsteiner)

• La specificità di un Ac quando non sono disponibili antisieri (presenza di 
Allo-Ac verso Ag ad alta frequenza) e/o quando il paziente è recentemente 
trasfuso (tipizzazione eritrocitaria in paziente trasfuso da meno di tre mesi)

• Per diminuire il tempo delle indagini per la risoluzione del caso
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NEI PAZIENTI CON DAT POSITIVO

 In questi casi i globuli rossi non sono tipizzabili con gli antisieri in quanto ricoperti 
dagli Ac

 È necessario staccare gli Ac utilizzando: 
• Clorochina
• ZZAP
• Sistemi a ph variabile/gradiente di densità
• Metodi acidi a freddo
• Soluzioni di glicina-HCL-EDTA
• Acido citrico

Si possono denaturare alcuni 
sistemi antigenici
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NEI PAZIENTI CON AUTO-AC CALDI

 È necessario eseguire ad ogni evento trasfusionale studi di 
assorbimento per escludere la presenza di Allo-Ac

 In alternativa si può eseguire una tipizzazione molecolare per 
determinare il fenotipo del paziente ed assegnare unità a fenotipo 
identico per prevenire l’alloimmunizzazione ed evitare i successivi 
assorbimenti 
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PREVENZIONE DEL RISCHIO DI ALLOIMMUNIZZAZIONE

• Assegnare unità estensivamente tipizzate non è applicabile per tutti i pazienti 
ma potrebbe essere indicato per alcune categorie selezionate

• Il 5-47% dei pazienti Emoglobinopatici, in specie Drepanocitici, sono a rischio 
di creare Allo-Ac

• È fondamentale disporre unità estensivamente tipizzate perché la tipizzazione 
in biologia molecolare non può essere effettuata in urgenza
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2020

VANTAGGI DELLA BIOLOGIA MOLECOLARE
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VANTAGGI E SVANTAGGI DELLA SIEROLOGIA E
DELLA BIOLOGIA MOLECOLARE

Tipizzazione in biologia molecolareTipizzazione in sierologica
In tempi più lunghiIn tempi brevi

Relativamente facile da estendere a 
molti sistemi antigenici

Non estensibile a molti sistemi 
antigenici

Interpretazione oggettivaInterpretazione soggettiva
Possibilità di tipizzare pazienti con TAD 

positivo da IgG
Difficile tipizzare pazienti con TAD 

positivo da IgG
Attendibile nei pazienti recentemente 

trasfusi
Non attendibile nei pazienti

recentemente trasfusi
Possibilità di determinare la zigositàImpossibilità di determinare la zigosità

Identificazione di forme deboli o 
varianti

Difficoltà nell’identificazione di forme 
deboli o varianti AB0 e Rh



SVANTAGGI DELLA BIOLOGIA MOLECOLARE

 Falsi positivi o falsi negativi in caso di:
• polimorfismi addizionali 
• varianti meno comuni
• alleli null
• nuovi alleli 
• alleli ibridi
• mutazioni al di fuori della regione target

 Costi
 Non tutti i gruppi sanguigni possono 

essere analizzati
 Non è disponibile in tutti i laboratori
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CONSIDERAZIONI SULLA BIOLOGIA MOLECOLARE

 Aumenta la disponibilità di donatori estensivamente tipizzati
• Per i pazienti trasfusione dipendente
• Per le donne in età fertile

 Fornisce un fenotipo esteso per pazienti immunizzati

 Consente di utilizzare una tipizzazione “full matching”
• Riduce le reazioni trasfusionali emolitiche ritardate
• Riduce l’alloimmunizzazione
• Riduce i test sierologici

 L’integrazione tra tecniche sierologiche e molecolari è un punto
di forza nelle indagini immunoematologiche
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Paziente R.C dal Reparto Di Ematologia, Villa Sofia di Palermo: R.C. 
Data di nascita: 18-02-1954
Talassemia Intermedia 
Indici d’emolisi mossi, Hb 4.8 g/dl
Sesso: M
Ultima trasfusione nel 2001
Gruppo sanguigno B POS 
Fenotipo Rh: CcDee kk
Storia di Alloimmunizzazione non meglio specificata

Settembre 2022
• Incongruenza di gruppo su Ortho: gruppo 

diretto B+, gruppo indiretto panreattivo
• Incongruenza di gruppo risolta su 

micropiastra (Immucor): B+
• TCD su microcolonna (Ortho): 2+
• TCI su microcolonna (Ortho): POS 3+3+0
• TCD su micropiastra (Immucor): NEG
• TCI su micropiastra (Immucor): POS
• Monospecifici: NEG

GRUPPO DIRETTO GRUPPO INDIRETTO

TCI TCD
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Panel C: Ac Anti-s

Unità s-
?

Unità s+ Unità s- Unità s+

4 compatibilità: 2 unità s+ incompatibili 
1 unità s- compatibile
1 s- incompatibile
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Conclusioni: Ac Anti-s e Ac Anti-Kpa

Assorbimento con unità S-s+

Assorbimento con unità s-Kpa+
Kpa- Kpa+

Compatibilità

Kpa-

XHEA unità incompatibile: Kpa+
XHEA paz.: Kpa-
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Paziente: M.C.S.
Data di nascita: 22-06-1952
Sesso: F
Sospetta MDS: anemia macrocitica
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• Gruppo sanguigno A
• Fenotipo Rh: CCDee kk
• DAT (Ortho): POS
• IAT (Ortho): POS
• IAT (Immucor): POS
• DAT (Immucor): POS
• Monospecifici: IgG1
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Tipizzazione estesa 
molecolare
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 Panel C con dopo WARM: 
Auto-Ac Anti-C

 Panel C con e senza
ficina su campione:
Auto-Ac Anti-e
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Doppio assorbimento: 
1° con unità ccee
2° con unità CCee

Auto-Ac- Anti-e
Auto-Ac Anti-C
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 La paziente ha fenotipo CCDee per 
cui è preferibile non trasfondere se 
non strettamente necessario

 In tal caso trasfondere unità 
“Better Match” CCDee:  evitare 
alloimmunizzazioni
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