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Il sottoscritto, in qualita di Relatore
dichiara che

nell’esercizio della Sua funzione e per I'evento in oggetto, NON E 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 soggettidi-influenzare le mie funzioni al fine di trarne vantaggio.
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

Panagglutinazione/panreattivita

Tutte le

cellule sono
positive
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

Panreattivita plasmatica:

. Miscela alleanticoipale

. Miscela autoanticorpale

. Miscela auto/alloanticorpale

. Interferenza da mezzi potenzianti
. HFA

. HTLA
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

HTLA

Anticorpi ad alto titolo e bassa avidita
considerati clinicamente non significativi:
generalmente di tipo IgC e diretti contro
antigeni ad alta incidenza, reagiscono con
tutte le emazie testdeterminando quadri
di debole pan Fealtivita nei tést di
laboratorio & m@gsChécando
potenziaimente\lss presenza g alty
alloanticorpiaAsighifixatc-Zlindco /mcertoo
spesso clifnicameante significtilivr

\ Ab-HFA4

-

g <li apfticorpi diretti ¢contro antigeni ad elevata

frequenza redgdgisconotorrrdeterminanti antigenici
presenti sui globuli rossi di aimeno il YO0% della
popolazione. Si tratta di anticorpi rari alcuni dei
quali a significato nullo o incerto (appartengono alla
classe degli HTLA), mentre altri sono in grado di
causare reazioni trasfusionali anche gravi. Sono
definiti HTLA-like in quanto possono dare un
quadro di pan-reattivita, ma con score piu alto.
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

HTLA- High Titer Low Avidity

» High Titer

Reactivity continues to be observed-at-high
dilutions

* Low Avidity
Weak reactivity due to weak bonds

Common Characteristics of
HTLA-like Antibodies

« Some are ncutralizable with pooled serum
orjplasma

* Do notiadsorb well onto red cells

Common Characteristics of
HTLA-like Antibodies

Weak, nebulous activity

Diluted serum reacts

L]

Reactivity may be difficult to reproduce

Antibodies to high frequency antigens

Why are HTLA-like antibodies
important?

» Mask underlying clinically significant
antibodies

* Some clinically significant antibodies have
HTLA-like characteristics
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

HTLA-like Antibodies

* Usually have HTL A-like charachteristics:
Cst
=_Knops system
— Chido/Rodgers
— IMH

NON CLINICAMENTE
SIGNIFICATIVI
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

Antibodies to HFAs

« Difficult for routine laboratories to investigate

« Invariably referred to a Reference laboratory

* Antibody identification is required to:
>Assess likely clinical significance
exclude underlying alloantibodies

to guide decisions regarding suitable blead
for transfusion

Ruling Out a Complex Mixture

] 1

 Need to know patient’s “routine antigen”
phenotypes ' Impc

W .l . D | =

ABO, D, C, ¢, E, e, K, M N,S,s, Fya, Fyb, Jka, Jkb

4

» Modes of reactivity — use a range of
techniques and temperatures to find the clues

-\.

High Frequency Antigens

Also referred to as ‘high incidence’, ‘high
prevalence’ and ‘public’ antigens

For HFA classification must have incidence of
>930% hut majority-have an incidence of >99%
Lack of aHFA 3 rare phenotype  S5mes

~189 red’'blaood cell antigens
classified-as HFAs-by the ISBT

L]

»

Antibody Characteristics

- Important for all antibody identification
Essential for determining antibodies to HFAs
-~ Mode of reactivity (technique, temperature)

-~ Reactivity with enzyme treated/chemically
modified cells (eg. papain, AET, trypsin)

> Strength and consistency of reactivity
— Appearance of agglutination
— Ability to induce invitro haemolysis
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

HTLA-like Antibodies

Some of these antibodies ean have HTLA<like
characteristics
v Ge2, G
« Luf
. Yt
. Fy3

e CLINICAMENTE

L] lnl:'

aa v SIGNIFICATIVI
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

All Cells Positive
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

All Cells Positive
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Anti-JMH, -In®, -Ge2, -Yt2
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

All Cells Positive

=

ka - =k | #’U &

= I O R T

[ Rh, Kell, Jk, Scianna, Colton, Dombrock, Diego, Cromer ]

b
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

All Cells Positive
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‘ Anti-Vel, -PP1Pk, -H (made in O,) ‘
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

Proteolytic enzymes Use of cord red cells
= Enhance: ABO, Hh, Rh, Lewis, DTT O,ZM

Kidd, li, P Colton and Dombrock

Cord red cells have depressed

= Inhibits or depresses:
M,N,S,Fy2 Fy? En? Pr,Ch?, Rg,
JMH, Y12, T,Tn,Mg,Mid/Vw,CI2 Jea Ny2,

6% AET 2-
aminoethylisothiouronium
bramide (not commercially
available)

expression of: A1,1,Sd?,

Le? LeP Lu? LuP,Vel, Yt
Gy,Hy,McC?, Cs? Ch,Rg and
JMH.

Lu8.Lu14, In, In? and Xg?. (High

Incidence antigens are in

bold letters) = [Depresses or destroys-JMH,

Yt?, Gy, Hy, Kn?,'McC?3/Yk?,

LW? afid Righ'incidenee-antigens in

thefKell, \=utheran and Cremer Blaod

EDTA, glycine, acid

Grgup Systems

ZZAP

= All Kell Blood Group System

= Destroys enzyme-sensitive Antigens including those high

antigens PLUS Lw?,Yt?,Ge2,3,4, incidence antigens. Er® and Bg
Yka.McC?/Kn? and high
incidence antigens in the

Dombrock, Lutheran and Kell blood Black Hro, Hr, U, Fy5, Jsb, Hy, Ala

group system Japanosa Dib, Jra
Maongelian descent/Maxicans e
Folynesian/Filipino J3
Swadish PP, P
Molanesians Ge
Jowish/Arab/Druse ¥i*

High frequency antigens more frequantly missing in certain racial groups
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio di
Immunoematologia in un raro caso di infertilita.
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

Caso clinico

Paziente con storia di infertilita
Congelamento di embrioni
Numerosi tentativi di fecondazione assistita
Nessuna evidenza di TCl eseguiti
Familiarita per poliabortivita (< 8°w) e gravidanze pretermine
Accesso al PS aostetrico per curettage uterino

Casmwrr W 1
- 185 11R r_ﬂtﬂu_nh.uu: t
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

P1 = negativa
Vel = positiva
H = positiva
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

FAMILIARITA PER POLIABORTIVITA E GRAVIDANZE PRETERMINE

P1 = negativa
Vel = positiva
H = positiva
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

FAMILIARITA PER POLIABORTIVITA E GRAVIDANZE PRETERMINE

P1 = negativa
Vel = positiva
H = positiva
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

FAMILIARITA PER POLIABORTIVITA E GRAVIDANZE PRETERMINE
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

P1 = negativa
Vel = positiva
H = positiva

P1 = negativa
Vel = positiva
H = positiva

P1 = negativo
Vel = positivo
H = positivo
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio

di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

Strumenti a disposizione 1
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

Strumenti a disposizione 2

Formazione teorico-pratica

Letteratura scientifica

Strumentazione, personale, tempo
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

Strumenti a disposizione 3

STROMI DI EMAZIE DI<CONIGLIO

TEST DI NEUTRALIZZAZIONE CON POOL DI

PLASMI

CONCENTRATO LIOFILO DI PIASTRINE
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

Strumenti a disposizione 4
S. I [ M .T.

Tlpllzzaz:one ' AsSp.
molecolare RAGUSA

Alloadsorbimento con emazie selezionate sulla base delle differenze antigeniche tra
paziente e partner e pretrattate con ZZAP: nessun ulteriore alloimmunizzazione

& New York Blood Center
SEQUENZIAMENTO B | Nvac Genomics Laboratory

45-01 Vernon Blvd, Long Island City, NY 11101
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

Metodica di adsorbimento/eluizione con antisiero anti-P1

Paziente Soreiia Sorella Madre
1

Emazie NEG / NEG NEG A" NEG | 7+/- _ 1 / 1s+ 3+ NEG

Emazie | NEG NEG |- NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG
P1-
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratoric
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

Service requested: Sequencing of AJGALT Pa Z | e nte, SO rel Ie e Mma d re

Test(s) performed: Sanger Sequencing of A4GALT and flanking intron regions

RESULTS:
Detected variants: c.109A>G-het [p.37Met/Val], c.287G=A-het [p.96Cys/Tyr], c.676delC-het
[p.226Arg/Gly={s],.c.903C>G-het [silent], c.987G=A-het [silent].

Anti-PP1Pk (Tja

Inferred genotype: A4GALT*01. 026 XedelCy/ APGALTTO2N. 24
Predict. phenotype: p (Null, PP1Pk-)

A4GALT*01.02{676delC)Y AJGALT*02N. 24

p {Mull; PP1Pk-)

Tipizzazione P1 Partners:
Paziente = P1+
Titolo in fase liquida con emazie del partner = Sorella 1 = non noto

Esordio 1024 _
Attuale 64 Sorella 2 = P1+
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

Strumenti a disposizione 3

STROMI DI EMAZIE DI<CONIGLIO | |

! Non adsorbe l'anti-PP1Pk

Non neutralizza I'anti-PP1Pk

TEST DI NEUTRALIZZAZIONE CON POOL DI
PLASMI

Adsorbe I’'anti-PP1Pk

CONCENTRATO LIOFILO DI PIASTRINE
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio

di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

Service requested:
Test|s) performed:

RESULTS:
Detected variants:

Inferred genotype:

Predict. phenotype:

Sequencing of AJGALT
Sanger Sequencing of A4GALT and flanking intron regions

Nipote 1

c.109A>G-het [p.37Met/Val], c.676de
c.987G=A-het{siel] o

A4GALT LA4G A4GALT Yy A4GALIF010.2(6 fadel

303C=G-het [silent],

P1f orfpd-, PY , )
U NLUP1S or P P Y

Service requested:
Test(s) performed:

RESULTS:
Detected variants:

Inferred genotype:

Predict. phenotype:

Geguenicing ofALGALT
Sangér Sequencing’of A4GALT and flanking intron\regions

c.2B7G>A-het [p.96Cys, Tyr].

A4GALT /S A4GALT*02N.

01+ or P1-, P+

24 N
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.

Service requested: Sequencing of AJGALT P d
Test(s) performed: sanger Sequencing of A4GALT and flanking intron regions adre

RESULTS:

Detected variants: c. 109A=>G-het [p-37Met/Val], c.2B87G=A-het [p.96Cys, Tyr], c.903C>G-het [silent],
c.987G=Aheat [silent)

Inferred genotype: A4GALT*01.02 /f AGGALTIOZN 24
Predict. phenotype: p1+ pk.|: :

A4GALT*01.02 /f A4GALT*02N.24
K
P1+ P +

Inferred genotype:

Predict. phenotype:
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Alloimmunizzazioni dirette verso antigeni pubblici: il ruolo del laboratorio
di Immunoematologia in un raro caso di infertilita.
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Sistemi ed
antigeni correlati

GLOSILTRANSFERASI
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A4GALT1
22913.2
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Anti-PP1Pk (IgM/1gG1/1gG3)

Espressione
antigenica

Citotossicita placentare
placentare

entro la
19°w

Complemento-mediata

POLIABORTIVITA < 20°w
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APPROCCIO TERAPEUTICO

Titolo < 16-32 Titolo > 16-32

Corticosteroidi

MONITORAGGIO HMIWH

Plasmaexchange
Plasmafiltrazione
Monitoraggio ACM
Criopreservazione
emazie autologhe

TITOLO ALMENO
OGNI 2
SETTIMANE
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COMNILLY SMITH & = m '":.",,,_. #—WILE\" | 1

RED BLOOD CELL ALLOIMMUNIZATION, PREGNANCY COMPLICATIONS

Incidence: hemobytic disease of the fetus and mewborn: L7700 Geses/ 100,000 newboams (Uniied States)
Indication Procedure Category
Hemobhvtic disease of the {ends and nogbeen TPk il

Rhl} alloimmunmation prophylds alier transfusion Flpewpahang 1w

# reporied patients: - =00 RCT ‘ CH

Hemedytic disease of the ftus andinewbon A

RhD allosmmanization pr oo TN b N "

Current management/trestinent

The following describes management of a prepaant patient with a_pewly identified dindally significknt RBC MloantibMsdy who ie”at nisk fior
HDFN: (1) history is obtained to identify exposure Smses-feePrevious pregnancy. transfusion. transplant. IV drog use. etc. L (2) presumsed
fathers RBCs are typed fo assess for resk of inhentance. If ihe presumed father does nod express the antigen, the fetus is deamed low nsk. If
the presumed father's RBCs express the antigen, further testing determines whether the father carmies 1 or 2 gene copies. (3) Sensitized preg-
nancies are monitored with RBC antibody titer and by middle cerebral artery (MCA) Doppler ultrascund (LUS) with velocimetry to detect
fetal anemia. Critical titer thresholds are typscally B to 32 though titer does not always correlate wath rsk/severnity of HDFN (eg., anti-EKell).
{d) If the tier is above a critical threshold or increased by 2 dilutions, serial US gshould be performed. Institutions use US wath velocimetry at
18 weeks gestational age (GA) to determine treatment rather than titer. Moderate-severe anemia is predicted when MCA measurement is
>1.5 multiples of the median (MoM). (5] After this, cordocentesis assesses fetal hematocnt (HCT); if HOT <30%, intrautering transfusion
{IUT) is indicated. IUT cannot be technically or safely performed until ~ 20 weeks GA. (6) Amniocentesis for fetal lung maturity assessment
determines whether the fetus can be safely delrvered. (7) HIFN can cause necnatal hyperbilirubinemia, which can result in kemicteras so
the neonate must be monitored.
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NN LLLY =] T = H I"' -._:|. ¢ _.ﬂi—WI LE\I.- I 211

RED BLOOD CELL ALLOIMMUNIZATION, PREGNANCY COMPLICATIONS

Incidence: hemobtic disease of the fetus amd newboarn: LT00 Geses/ 100,000 nerwboams (Uniied States)
Indication Procedure Category Grade
Hemoebvtic disease of the {ends and nogbeen [ il i

Rhl} alloimmmunmation prophylds alier transfusion Al wdhang ' " i

Current managemenlt/treatment
The following describes management of & prghant pati€nd with a ngwly idenfified ciivically’sighificai KBC alladntibody who is8t risk fior
HDFM: (1) history is obtained to deptffy Sposupesearce (F . [opvicuspeeingncy. transfusson. transplant, IV dng wee. gie )L (2] presumed
father's RBCs are typed to assess fot pfEk of inbersancd ;i the preswadd fateer J it express YWhe @tigen, theetus A8 deemed hew niske If
the presumed father's RBCs expregs the antigdn, furthed takting detdodines whether the Satheh carkics des (1) Sonsitided preg-
— nancies are monitored with RBC wntibody tler and by\nddle cerebral angry (MOA) Boppler abrdsound (175) with vdiocimatry o detect
I th 1

1

B (K}

fietal amemia. Critical titer thresholds ard Tvpically & 1o 32 Yhoudh uter doey ant-Kell).
{4) If the uter is above a crtical threshSdgr increased by 2 dlupttns, seps

58 g d. fInst)
1€ weeks gestational age (GA) to determindNgeatment rather than tisfr. Moderate-gevefe anemia is predicl H H -
>1.5 multiples of the median (MoM). (5] After s, cordocentee® sssesses fetal hemamont (HCT) 1 H4C] RISChIo anemia.
{IUT) i indicated. IUT canniot b technically or safely perform untul 0 weeks LA OB Amneecenteses Tor .aumento del titolo di 2
the neonate must be monitored. diluizioni

determines whether the fetus can be zafely -I.:|L|;'|1.':I.'d. :-.‘:IIJIiI.H-."-' camn uu:u. |;|-.~-|:|.1|.1I hyperbilu I.il.'l'.l'lt'l'li;ld. '.~.
. - *‘MCA > 1.5 volte rispetto
Cordocentesi: > 20°w alla mediana per I’epoca

HCT < 30% gestazionale.
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GRADO DI RACCOMANDAZIONE

Grade 2 C Raccomandazione Studi Raccomandazione molto
debole, qualita osservazionali o debole; altre alternative

dell’evidenza bassa o serie di casi potrebbero essere
molto bassa ragionevoli

CATEGORIE

L'ottimo ruolo dell’aferesi non e
stato ancora stabilito. Il processo

decisionale dovrebbe essere
individualizzato
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Cosa ci portiamo a
casa?’

1. La possibilita di imbattersi in un anticorpo diretto vs antigene
ad elevata incidenza non &€ remota

2. Dovremmo almeno avere la capacita di distinguerlo da

autoanticorpi o interferenze

Dovremmo lavorare,in questi casi, sia suplasma sia su siero

La cultura sierologica e essenziale

'approccio molecolare e indispensabile

Dovremmo affidarci a chi ha piu esperienza di noi

Dovremmo acquisire cultura, strumenti, reagenti, personale e

buona volonta

N O UhEWw
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E se la paziente avesse avuto bisogno

Red Cell )
Compatibility )

<0.1%
Calculator | SPIPK o

Australian Red
Cross Lifeblood
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E se la paziente

volesse avere una
gravidanza 7?7?77
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GRAZIE
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