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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.
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• Fornisce consulenza su problematiche 
immunoematologiche e trasfusionali al fine di 
garantire trasfusioni sicure ed efficaci 

• Diagnostica patologie caratterizzate da 
emolisi immuno-mediata

• Fornisce consulenza 

 -in ambito trasfusionale ed ostetrico 

 -in ambito trapiantologico 

Il laboratorio di immunoematologia



La refertazione in immunoematologia

Riguarda:
-definizione del fenotipo eritrocitario di donatori e pazienti
-condizione sierologica (anticorpi irregolari) in donatori e pazienti

Scopo:
-garantire la sicurezza del paziente
-fornire informazioni accurate ed appropriate per le decisioni 
cliniche

in conformità con le normative vigenti

Referto medico: relazione scritta rilasciata dal medico sullo stato clinico 
del paziente dopo un esame clinico o strumentale

Refertazione dei test immunoematologici



Il referto in immunoematologia riconosce un 
momento precedente fondamentale, rappresentato 
dalla validazione dei risultati

La refertazione in immunoematologia

Processo di verifica della validita ̀ del risultato  in 
riferimento all’obiettivo clinico, attraverso:

-controllo di qualità

-verifica della performance analitica e delle 
interferenze analitiche conosciute (accuratezza 
e precisione del metodo)   



Requisiti di Qualità, Normative e 
standard di riferimento  

ISO 15189 e ISO 
17025:Norme 

internazionali per i 
laboratori clinici e 
per la competenza 

di test e 
calibrazioni

Procedure 
Operative Standard 
(SOP): dettagliate e 

aggiornate per 
ogni processo

Tracciabilità dei 
campioni e dei risultati: 

sistemi LIMS (Laboratory
Information 

Management System) 
per la gestione e la 
tracciabilità dei dati

Standard nazionali
e internazionali 

Regolamento
Generale sulla 

protezione dei dati 
personali (GDPR UE 

679/2016)



E’ necessario adottare specifiche misure e accorgimenti tecnici al fine di
assicurare idonei livelli di protezione dei dati in base alle Linee Guida in
materia di refertazione online del Garante della privacy

TIPOLOGIE DI REFERTO
-cartaceo
-digitale (online, web, posta elettronica)

I risultati che riguardano accertamenti relativi ad indagini genetiche o 
all´HIV non possono essere refertati con la modalità digitale.

Predisposizione del referto



Elementi del referto

I referti devono contenere tutte le seguenti informazioni:

• intestazione del Laboratorio e della Struttura di 
appartenenza

• nome, cognome e data di nascita del donatore o 
paziente, con eventuale codice identificativo

• provenienza
• data del prelievo
• tipologia di test effettuato e metodo diagnostico utilizzato
• campione biologico analizzato (analisi DNA)
• risultato del test espresso come genotipo (o allele in caso 

di variante) e fenotipo predetto secondo la terminologia 
ISBT 

• note e commenti
• data del referto
• qualifica e firma del responsabile del referto 



Il referto completo deve essere elaborato integrando i
risultati dei test sierologici e molecolari, tenendo conto
del sospetto diagnostico per cui l’indagine molecolare è
stata richiesta

Nel referto vanno indicate le conclusioni diagnostico-
cliniche, e, in caso di discrepanza tra risultati sierologici e
molecolari, vanno applicati algoritmi impostati sul principio
della massima cautela

Refertazione in immunoematologia 

Nel campo «note e commenti» possono essere inserite note
sulle difficoltà tecniche incontrate, sui test effettuati, su
pregresse reazioni trasfusionali, su condizioni particolari che
pongono la gravidanza a rischio, raccomandazioni per ulteriori
indagini o precauzioni trasfusionali



Refertazione in 
immunoematologia 

Aspetti critici del referto
Chiarezza e accuratezza
Tempistica del rilascio
Tracciabilità
Conservazione



Impiego delle tecniche 
molecolari in 
immunoematologia

• Identificazione di varianti del sistema Rh
• Tipizzazione estesa in pazienti e donatori
• Definizione del fenotipo

•  in paziente recentemente trasfuso
•  in paziente con TAD positivo
•  in caso di indisponibilità di specifici antisieri

• Supporto alla soluzione di casi di immunizzazione complessa
• Identificazione di feti a rischio di malattia emolitica e piastrinopenia feto-

neonatali 



Metodiche di biologia molecolare
TECNICHE A BASSA PRODUTTIVITA’: PCR-RFLP e PCR-SSP

A
Definizione degli alleli presenti mediante l’impiego di più coppie
di primer, specifici per i punti di polimorfismo del gene.

B
Metodiche interamente manuali, necessitano di processazione
post-PCR, richiedono tempi relativamente lunghi di esecuzione.

C
Risoluzione di discrepanze di tipizzazione ABO/Rh,
identificazione di varianti alleliche (in particolare per gli
antigeni del sistema Rh) e zigosità RHD.

TECNICHE A MEDIA PRODUTTIVITA

’Real-time PCR e Droplet Digital PCR

A

Identificazione in tempo reale della progressione
dell’amplificazione di sequenze target, con successiva analisi
quantitativa del prodotto di PCR. Sua evoluzione è la Droplet
Digital PCR.

B
Sensibilità elevata, richiede limitate quantità di DNA e non
necessita di processazione post-PCR.

C
Determinazione del genotipo fetale da plasma materno,
screening di donatori antigene-negativi.

Sequenziamento (SBT)

A
Determinazione della sequenza nucleotidica di regioni di DNA
predefinite.

B
Amplificazione esone-specifica con successiva rilevazione
fluorimetrica dei frammenti mediante elettroforesi capillare.

C
Risoluzione di discrepanze, identificazione di nuovi alleli o
interpretazione di risultati ambigui con altre metodiche.

TECNICHE AD ELEVATA PRODUTTIVITA’
Microarray

A
A partire da multiplex PCR, con differenti modalità di sviluppo
(fase solida, fase liquida) e piattaforme semiautomatiche,
permette l’analisi simultanea di più SNPs.

B

Analisi simultanea di più polimorfismi in più campioni
contemporaneamente con esecuzione semiautomatica;
l’interfacciamento al gestionale del laboratorio consente la
tracciabilità dei risultati ed evita trascrizioni manuali.

C
Tipizzazione estesa eritrocitaria e piastrinica di donatori e
pazienti per la definizione di numerose varianti alleliche.

Spettrometria di massa

A
Metodo quantitativo e qualitativo che permette l’analisi di più
polimorfismi in una singola reazione.

B
E’ flessibile (altissima produttività), sensibile e specifica, ma
costosa e necessita di numerosi passaggi manuali.

C
Tipizzazione estesa, determinazione del genotipo fetale e della
zigosità RHD.

Next Generation Sequencing (NGS)

A
Sequenziamento clonale di intere regioni del genoma mediante
sequenze brevi, successivamente mappate su una sequenza di
riferimento del genoma umano.

B
Possiede elevata sensibilità e specificità, necessita di
competenze di alto livello (immunoematologiche, genetiche,
bioinformatiche).

C
Tipizzazione degli antigeni eritrocitari dei donatori e
determinazione del genotipo RHD fetale.

Raccomandazioni SIMTI per l’impiego delle metodiche molecolari in immunoematologia, 2018 



Gestione del risultato in biologia molecolare

• La gestione del risultato ottenuto con test di biologia molecolare
rappresenta un aspetto critico: infatti la conoscenza del genotipo può
consentire di predire il fenotipo

• Va inoltre tenuto in conto il ruolo di meccanismi epigenetici, ossia di
attività di regolazione genica, che, attraverso meccanismi chimici, pur in
assenza di alterazioni della sequenza nucleotidica, possono condizionare
l’espressione fenotipica di un gene.

• Qualora per la definizione del fenotipo si impieghino tecniche molecolari,
è raccomandato confermare il risultato dell’analisi molecolare (genotipo),
ai fini della definizione del fenotipo predetto, con un test sierologico o
con un test molecolare effettuato con diversa metodica.



Aspetti critici delle indagini 
immunoematologiche in biologia 
molecolare

• Il genotipo non sempre corrisponde al fenotipo

• Fenotipo «predetto», quest’ultimo va sempre confermato con 
l’emoagglutinazione, specialmente in caso di antigene negativo (biologia 
molecolare e sierologia complementari!)

• Le tecniche molecolari maggiormente in uso effettuano un’analisi del DNA 
che esplora solo pochi punti dei polimorfismi alla base dell’espressione 
dell’antigene

• NGS (Next Generation Sequencing): ancora difficoltà oggettive nella 
diffusione della metodica  (preparazione della «sequencing library», 
controlli di qualità, caratteristiche di alcuni geni…) 



Discrepanze tipizzazione sierologica/molecolare 
Sistema ABO

I geni ABO non codificano direttamente per gli antigeni , ma per

transferasi in grado di attaccare gli zuccheri che determinano le

specificità antigeniche A/B sui substrati polisaccaridici della membrana

cellulare



a) Vero positivo in molecolare/falso 
negativo in sierologia

b) Falso positivo in molecolare/vero 
negativo in sierologia

c) Falso negativo in molecolare/vero 
positivo in sierologia

d) Vero negativo in molecolare/falso 
positivo in sierologia

Discrepanze tra risultati sierologici e molecolari

a)Antigene non espresso o espresso molto debolmente 
a fronte della presenza del relativo allele codificante in 
biologia molecolare (es. fenotipi null sistema Rh, 
sistema Duffy, Vel…la mutazione responsabile del 
fenotipo null non è presente nella regione di DNA 
analizzata) 

b)Alleli silenti, che non danno luogo all’antigene (es. 
sistema Duffy, Kell…)

c)Problemi tecnici (mancata amplificazione genica,
mutazioni inaspettate, qualità/quantità del DNA…)

d)Spesso corrisponde a tipizzazione sierologica 
effettuata in pazienti politrasfusi, trapiantati o in 
presenza di interferenze



S. F.P. Menegati ∙ T.D. Santos ∙ M. D. Macedo ∙ L. Castilho. Transfusion and Apheresys Science, 2020

«From 452 cases studied referred to our
laboratory, 325 (71.9%) had discrepancies
between phenotyping and genotyping.»

Discrepanze nei donatori
«…probably a result of the heterogeneous
ethnic background of our donor
population composed of 75% European, 
18% African and 7% Amerindian
ancestry.»

Discrepanze tra risultati sierologici e molecolari



Vero negativo in molecolare/ Falso positivo sierologia

Vero positivo in molecolare/ Falso negativo sierologia

Falso positivo in molecolare/ Vero negativo sierologia

S. F.P. Menegati ∙ T.D. Santos ∙ M. D. Macedo ∙ L. Castilho. Transfusion
and Apheresys Science, 2020

Discrepanze tra risultati 
sierologici e molecolari



Gestione di un risultato discrepante  

Considerare

• Disponibilità di un laboratorio di biologia molecolare
• Possibilità di accedere ad un LBMR 
• Gestione del risultato sierologico prima che sia 

disponibile il risultato della biologia molecolare
• Gestione del risultato discrepante 

(sierologia/molecolare)



Come gestire un risultato discrepante

Deve prevalere il principio di cautela:

• DONATORI
• NEONATI Fenotipo antigene positivo

• RICEVENTI
• DONNE IN GRAVIDANZA o 

CON POTENZIALE 
GRAVIDICO

• NEONATI

Fenotipo antigene negativo

In caso di unità per la quale persistano dubbi sull’attribuzione del fenotipo
eritrocitario: l’Ag discrepante non può essere riportato sulla etichetta e deve
rimanere traccia nel gestionale (su storia del donatore e dell’unità) del
risultato discrepante per un successivo controllo



Diverse tipologie di referto

La refertazione in campo immunoematologico deve 
rispondere alle necessità cliniche per cui l’esame è 
stato richiesto

• Terapia trasfusionale
• Gravidanza
• Trapianto di CSE
• Trapianto d’organo solido
• Donatore di emocomponenti e di CSE

















Nuove tecnologie ed innovazione

• Sistemi gestionali: non completamente 
adeguati a gestire tutti i risultati (varianti 
antigeniche, chimera post-trapianto) 

• Integrazione con i sistemi informativi 
ospedalieri

• Dematerializzazione dei documenti 
sanitari: digitalizzazione dei referti

• Telemedicina

• Data management

• Machine learning



PUNTI CHIAVE
• Impegno per la sicurezza del paziente

• Importanza della comunicazione tra laboratorio e 
clinico: approccio multidisciplinare, referto inteso 
come strumento di comunicazione

• Aspetti etici e legali
- Privacy
- Dati genetici
- Consenso informato

La refertazione in immunoematologia
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