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La sottoscritta, in qualita di Relatrice
dichiara che

nell’esercizio della Sua funzione e per I'evento in oggetto, NON E 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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Gestione del donatore e del paziente



Il laboratorio di immunoematologia

* Fornisce consulenza su problematiche
immunoematologiche e trasfusionalial fine di
garantire trasfusioni sicure ed efficaci

» Diagnostica patologie caratterizzate da
emolisi immuno-mediata

 Fornisce consulenza
-in ambito trasfusionale ed ostetrico

-in ambito trapiantologico
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Refertazione dei test immunoematologici

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

La refertazione in immunoematologia

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

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

cliniche

in conformita con le normative vigenti
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La refertazione in immunoematologia

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

riferimento all’obiettivo. clinico,/attraverso:

‘.' V
ﬁ, quaita___— - L \A\J

*[ Processo di verifica della validita 'del risultato in
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T e Foun Requisiti di Qualita, Normative e
standard di riferimento

Standard per i Laboratori

di Immunoematologia di
Riferimento (LIR)

e di Biologia Molecolare (LBM)

1" Edizione - 2021

~ 2% & D &

1SO 15189 e ISO Tracciabilita dei
17025:Norme Pr(?cedure Jeigni € dgi-Asu At e Regolamento
internazionali per i Operative/Standard..__sistemi LIMS (Laboratory Standard nazionali Generale sulla
laboratoriclinicie  (SOP): dettagliate e Information e internazionali protezione dei dati
aggiornate. per Management System) personali (GDPR UE

per la competenza ‘ _
di test e ogni processo per la gestione e la

tracciabilita dei dati

O|ORO

679/2016)

calibrazioni
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Predisposizione del referto

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)

| risultati che riguardano aceertamenti relativiadiindagini genetiche o
all’'HIV non possono essere refertati con la moedatita-digitale.
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Elementi del referto

| referti devono contenere tutte le seguenti informazioni:

¢ intestazione del Laboratorio e della Struttura di
appartenenza

e 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 (0 allele in caso

di variante) e fenotipo predetto secondo la terminologia

ISBT

e note e commenti

e data del referto

e qualifica e firma del responsabile del referto
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Refertazione in immunoematologia

Il referto completo deve essere elaborato integrando i
risultati dei test sierologici e molecolari, tenendo conto

~ del sospetto diagnostico per cui I'indagine molecolare e
stata richiesta

Nel/ referto’/vanno indicate le-'conclusioni diagnostico-

cliniche; e incaso/di discrepanza-tra risultati sierologici e
molecolari, \ 'vanno applicati algoritmi limpastati sul principio
della-massima-cautela

Nel campo «note e commenti» possono essere inserite note
sulle difficolta 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
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Refertazione in
immunoematologia

Aspetti critici del referto
Chiarezza e accuratezza
Tempistica del rilascio
Tracciabilita

Conservazione

Roma, 19-21 marzo 2025
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Impiego delle tecniche
molecolari in
immunoematologia

* |dentificazione 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 indisponibilita di specifici antisieri

e Supporto alla soluzione di casi di immunizzazione complessa

* |dentificazione di feti a rischio di malattia emolitica e piastrinopenia feto-
neonatali
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Metodiche di biologia molecolare

C

TECNICHE A BASSA PRODUTTIVITA’: PCR-RFLP e PCR-SSP

Definizione degli alleli presenti mediante I'impiego di pil coppie
di primer, specifici per i punti di polimorfismo del gene.
Metodiche interamente manuali, necessitano di processazione
post-PCR, richiedono tempi relativamente lunghi di esecuzione.
Risoluzione di discrepanze di tipizzazione  ABO/RAh,
identificazione di varianti alleliche (in particolare per gli
antigeni del sistema Rh) e zigosita RHD.

TECNICHE A MEDIA PRODUTTIVITA

’Real-time PCR e Droplet Digital PCR

della
dell'amplificazione di sequenze target, con successiva analisi

Identificazione in  tempo  reale progressione
quantitativa del prodotto di PCR. Sua_evoluzionee1a’ Droplet

Digital PCR.

Sensibilita elevata, richiede limitate quantita-di~DNA e non
necessita di processazione post-PCR.

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

Sequenziamento (SBT)

Determinazione della sequenza nucleotidica di regioni di DNA
predefinite.

Amplificazione esone-specifica con successiva rilevazione
fluorimetrica dei frammenti mediante elettroforesi capillare.
Risoluzione di discrepanze, identificazione di nuovi alleli o

interpretazione di risultati ambigui con altre metodiche.

(@)

TECNICHE AD ELEVATA PRODUTTIVITA
Microarray
A partire da multiplex PCR, con differenti modalita di sviluppo
(fase solida, fase liquida) e piattaforme semiautomatiche,
permette I'analisi simultanea di piu SNPs.
Analisi simultanea di piu polimorfismi in piut campioni

contemporaneamente con esecuzione semiautomatica;
I'interfacciamento al gestionale del laboratorio consente la
tracciabilita dei risultati ed evita trascrizioni manuali.

Tipizzazione/ estesa leritrocitaria e piastrinica di donatori e

pazienti per |a definizione di numerose varianti alleliche.
Spettrometria di massa

Metodo quantitativo e qualitativo che permette I'analisi di piu
polimorfismi'in una singola reazione.
E’ Aflessibile (altissima produttivita), sensibile e specifica, ma
costosa e necessita di numerosi passaggi manuali.
Tipizzazione estesa, determinazione del genotipo fetale e della
zigosita RHD.

Next Generation Sequencing (NGS)

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

riferimento del genoma umano.

Possiede elevata sensibilita e specificita, necessita di
competenze di alto livello (immunoematologiche, genetiche,
bioinformatiche).

Tipizzazione degli antigeni eritrocitari dei

determinazione del genotipo RHD fetale.

donatori e

Raccomandazioni SIMTI per I'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 pud
consentire di predire il fenotipo

* Va inoltre tenuto in conto il ruolo. di meccanismi epigenetici, ossia di
attivita di regolazione genica, che, —attraverso meccanismi chimici, pur in
assenza di alterazioni della sequenza nucleotidica, possono condizionare
I'espressione fenotipica di un gene.

* Qualora per la definizione del fenotipo si impieghigleRi=lelsitelplz} palo]lTetol ETa ¥
& raccomandato confermare il risultato dell’analisi gilellcieiel = ia _'ngnotipo),
ai fini della definizione del fenotipo predetto, corfitly @éf_{?!s—i%rologifgg\o
con un test molecolare effettuato con diversa metof|fe: B egE"
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Aspetti critici delle indagini
immunoematologiche in biologia
molecolare

Il genotipo non sempre corrisponde al fenotipo

Fenotipo «predetto», quest'ultimo va sempre confermato con
I'’emoagglutinazione, specialmente in caso di antigene negativo (biologia
molecolare e sierologia complementaril)

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 difficolta oggettive nella
diffusione della metodica (preparazione della «sequencing library»,
controlli di qualita, caratteristiche di alcuni geni...)
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Discrepanze tipizzazione sierologica/molecolare
Sistema ABO

| geni ABO non codificano direttamente per gli antigeni , ma per
transferasi in grado di attaccare gli- zuccheri che determinano le

specificita antigeniche A/B-sul substrati polisaccaridici della membrana

cellulare
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Discrepanze tra risultati sierologici e molecolari

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

8" Conferenza Nazionale dei Servizi Trasfusionali

o)

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 & 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, qualita/quantita del DNA...)

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

R
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Discrepanze tra risultati sierologici e molecolari

Individuals

Discrepancies

n %
SCD patients 85 22.02
Thalassemia
. 21 544
patients
Patients with AIHA 19 4.92
Other patients 208 53.89

Donors

53

13.73

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

" Discrepanzenei\donatori

(«...probably a résult of the heterogeneous
ethnic background-ef-eur donor
population composed of 75% European,
18% African and 7% Amerindian
ancestry.»

S. F.P. Menegati - T.D. Santos - M. D. Macedo - L. Castilho. Transfusion and Apheresys Science, 2020
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Causes of discrepancies Discrepant results
Phetiotype Genotype Causes of discrepancies Discrepant results
Weak antigen expression D- RHD*weak D type 2
Phenotype Genotype
RHD*weak D type
D- 38 Positive DAT C+c+E+e+ RHCE*Ce/RHCE*ce
D- RHD*DELL Jk(a+b+) JK*B/JK*B
Fy(b-) FY*ozW.o1 Antigen-negative patient recently C+ctE+e+ RHCE*Ce/RHCE*ce
Partial antigen D— RHD*DAR E’:gsfused with antigen-positive Coctbrer RHCE*CE/RHCE*CE
s
D- RHD*PNT
Fy(a+b+) FY*B/FY*B
Vero positivo in molecolare/ Falso negativo sierologia
Jk(a+b+) JK*A/JK*A
Bland gtdup Vero negativo in molecolare/ Falso positivo sierologia
system Phenotype Genotype N
RH D—, C— E—, =, e~ RHD=, RHCE*C/fc, RHCE*efe 1
RH D+, C—, E—, c—, e— RHD+, RHCE*c/c, RHCE*efe 2 - t - I t t -
K~k-, Kp{a—b-) ]s(o— KEL*032, KEL*02.04, p
" ’ sierologici e molecolari
K Tkfa-) JKHAJJK*B 1
L Lu{a—b-) LUB/LUYE 2
Do Dofo—b-), Hy-, Jofo- DO*A/DO%A, HY+, JO*A . . .
Sl / E: ' S. F.P. Menegati - T.D. Santos - M. D. Macedo - L. Castilho. Transfusion
and Apheresys Science, 2020

Falso positivo in molecolare/ Vero negativo sierologia
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Gestione di un risultato discrepante

Considerare

v

e Disponibilita di unlaboratorio dibiologia molecolare
e Possibilita di accedere ad un LBMR

e Gestione del risultato sierologico prima che sia
disponibile il risultato della biologia molecolare

e Gestione del risultato discrepante
(sierologia/molecolare)

vl @
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Come gestire un risultato discrepante

Deve prevalere il principio di cautela:

- DONATORI
« NEONATI ===) —Fenotipo antigene positivo

. RICEVENTI /. U U ]

« DONNE IN GRAVIDANZA o
CON POTENZIALE === Fenotipo antigene negativo
GRAVIDICO

« NEONATI |

In caso di unita per la quale persistano dubbi sull’attribuzione del fenotipo
eritrocitario: I'Ag discrepante non puo essere riportato sulla etichetta e deve
rimanere traccia nel gestionale (su storia del donatore e dell'unita) del
risultato discrepante per un successivo controllo
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Diverse tipologie di referto

La refertazione in-campgcimmunoemeatologico deve
rispondere alle necessita cliniche per cuil'esame e

stato richiesto

« Terapia trasfusionale

» Gravidanza

* Trapianto di CSE
 Trapianto d’organo solido
» Donatore di emocomponenti e di CSE
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SISTEMA SANITARID REGIONALE

AZIENDA OSPEDALIERO-UNIVERSITARIA LOG MMOKDEMATOLOGIAE MECICNA TRASFUBIONALE
POLICLINICO UMBERTO | e SAPITNZA UMBERTO |
DAPIENZA UiveRsiiA prROMA Direttore: Prof.ssa Gabriella Girelll FOE s, Bl hows
Unita Operativa Semplice di
11.0.C. Immunoematologia e Medicina Trasfusionale IMMUNOEMATOLOGIA SPECIALE Tel. 06.49976 526 — 06.45576 504 Fax 08.49575 504
Direttore ad interim: Prof. Antonio Angeloni Reeponaabils; Dot 15 Garein Cobies|

u. 05 IMMUNOEMATOLOGIA SPECIALE
bile: Dott.ssa Serelina Coluzzi ana, 23/1/2015

" 00161 Roma Via Chieti,7
Tel. 0649976526 Tel e Fax. 0649976504

Roma, 19192020

Sig. () Data di nascita: 14/09/1971
ata di nascita: Sesso: F

Sesso: M Reparto: 0GC01 (PREOSPEDALIZZAZIONE)
Reparto: CASA DI CURA N.S.MERCEDE

Data prelievo: 14/10/2015
Pervenuto in laboratorio:  15/05/2020

Fenmi]?o eritrtn:ltari«o: A Rh o oany Dcr.ae. K- ' . : . . : ario: l ;i H 4+ Ceee K-

Test di Coombs indiretto: negativo p ‘ " 2 gerologica alla determinazione del fenotipo RhD; ha effettuato su nostra

Consulenza trasfusionale ) d idergzi f lzre e della tendenza della suddetta variante antigenica
1l paziente presenta una variante dell’antigene RhD, idenfificala fedi isi frealla gattuali ac-atloi 28l it 3 ssere considerata, ai fini della terapia trasfusionale e
evidenze scientifiche gli individui portatori della suddettd waria igeni ! ganticorpi tat yrofilassi doatida.

anti=D quando esposti a globuli rossi di fenotipo Rh+, Pertanto, pe eventuali trasfusione con gldbuli rossi, la

suddetta variante va considerata come RhD) negative.

In considerazione del fenotipo eritrocitario della paziente si raccomanda effettuazione della
immunoprofilassi anti-D antenatale alla 28° settimana di EG , in occasione di eventi potenzialmente

immunizzanti durante la gravidanza .ed entro 72 ore dal parto di un neonato RhD + (Raccomandazioni
SIMTI-SIGO. 2014),

Responsabile del'analisi: Isabella Santilio

Dot Gianluea Giovannenti

Dot Gignluer Giovanneri

Dt ssa Serel

opera In 4 con | requisiti previst dalla norma UNI EN IS0 9001 opera in previsti dalla norma ed & certificato 130 9001:2008
(N, certificate maeaes Bureau Varitas lalia S.p.A) (N wrttﬂmn Imam Bureai
Referto esami RESP M(MS)-RESP - REV.7 del 16/11/2018 u Veritas ltalla $.p.A.)
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VAOC, Im dicina T'rasfisionale
IJiIlnrld.'mmw hul'mhﬂr_hni

LS, INMMUNGEM A TOLOGIA SPECIALT
ml.ﬂ Dsbuia Sevelina Colazel
00161 Roma ¥ia Chled,?
Tel 0649976526 Tel ¢ Fax. 0649576504

sl ]

Data di nascite: 23001940
Sesso: F
Reparto: SEDADZ

Romu, 26442021

Data prelieva: 260472001
Femotipo eritrocitario: A Rh— ccldEe K-

Test di Coombs diretto: debolmente positivo, di tipo (g
Lelumo ontenuto digli eritrociti del pozienie moam  speci it

convenzionzh.

L sutoanticorpo eritrocitario di tipe ealdo, di classe IgG, ¢ ppesn

Mespiiisbile Sl anudis: bl § mkn

B DD 0 PR i e armild o | repain ‘hadlia i 0 it USS EN 0 1001
M. carmificass ITRIE0AS Bursal Veriths ReEs 354

Peferia Exami Sk WILES-RESN - REY T om 181108
Pagis 14di7

W .I—NZA - 5 3

. P B Direttore: Prof sss Gabeislls Girsill UMEERTO*I
S, wee——— s
Roma, 05/08/:2014

Dbt maseita : 09/01/ 1982
Diata prefievo: 2RMOTI2014
Femotipo eritrocitario: A Rhe CeDee O

Test di Coombs diretto:  positive di tipo [gG
L'mutoanticorpo che o cluisce daghi eritrociti mostrn specilicith anti-e ¢ privo di speclficith

oomy ezl
m , &|presente anche nél siero, con specificitl.

hhhlt- I i eritrociter df tipo immuane, (g0, con
i cmnmﬂmduddhﬁnq{mpdm

da rrasfondere.
Q : Iﬁ/
il mboratorio spes in o w8 150 9001 -
. erteticat T2I035 Bursai Verhes leia 8.54.) ) = prog LR NEGAS Far Ghuattd el Bealienen”
Rerferic Eaarn §7 MORMELREFE - FEV 3 del DR172014
Fagrs 161
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AZIENDA OSPEDALIERO-UN
e + POLICLINICO UMBERTD |

U0.C. Immencematologia ¢ Medicing Trsfusionnle
Dhretivre: Prof, Antonko Pavin

ummmmmnm;mem
Serefing Cobweri

IllCiirﬂnl Medicn 2 piano
Tel. (45970526 Fax, (Wa99 78504

s @

Roma, 16082024

Prelieve pervenuio in laboratorio il:
Fenotlpa eritrocitario: B Rb+ Celee € K-

Test di Coombs diretto: positive, di tipo LgGi
L autonticorpe che si eluisce dagli erimociti dells pariente

convenzionali.
Nel sioro sono i, in fazione all* i
wpecificih anti-C* ¢ anti-Jk*.

lottimizarione della terapia trasfusionale tipizzazione eritrociaa ool
mobecolari (cantattare laboratorio di binlogis molecolire te]. 0649976512).

Pespansihily delt'smallid; Inaheite $unillio

i LR
Faging 1@t

T LI b Sk
AZIENDA OSPEDALIERO-UNIVERSITARIA .
o + POLICLINICO UMBERTO |

Roea, 070272028

WIu\:m

voc Sogine Modican Trasfusion)
mmum;;mm“mm
wh.lw il
11 Chimica Medica 2* pisna
Tel. 619976525 Fax. 0640076804

Sig.
Data di nascita: 2500/1957

Sesso: |
o (I

o wm reagendd pmernpecificl st g A, ~I5GTg st

do, i classe FpG, con specificiil anti-c.

ciagnost di malaitia emolitica autolmane
¢ i laboratorio.
- o riswarc ai casi Jf reslt mocosith ¢ da cffettuare sotto strego

lezionare eritrociti & fenotipo Cestiocee.

esabile ol mnadimi a
et s Sevelinn Cidusel
m P cala nooma LN EN 50 8000
R, cartcam THSIH) Virdten Hale 5k}
RN shden RESP NGAZIF ATV B umm




FETEMA SAMTARI) RETIrALE

AZIENDA OSPEDALIERA LUNIVERSITARIA
POLICLINICC UMBERTO |

\"\I"II-NM

U047 Tmmunoematologia & Medicing Trasfusionale
Direttore; Prof.ssa Gabriclla Girelli

UOA, IMMUNOEMATOLOGIA SPECIALE
Hesponsablle: Dott.ssu Seveling Colurri
00161 Roma Vi Chieti.7
Tel. 0649976526 Tel ¢ Fax. 06494976504

J, i tolooic
Cons Ll g

pre-trapi

Ricevente: K
Candidato do

Al fini della profilassi dell'incompatibilita ABO nells procedura di trapianta (condizione di
incompatibilita bi-direzionale d ). in considerazione del I\u 1 :\|ngﬁli anticorpi
naturali anti-A del donatore ( titalo = 64, secondo i protecolll atualmentedn 1 s ], & indicato:
) in caso di donazione di CSE periferiche: procedura di mg,uﬂlu delle CSE che preveda [re
contestuale riduzione del contenuto di plasma
b} in case di donazione di CSE midollari: riduzione del o

teuum/&df‘plasma rfi!{kfmoculo i

Si raccomanda lu riceren defla immunoemolising antiB nella -I'Jw'btﬂle nei E’D”ﬂ PT‘;‘W‘-"-TS
I'infusione, al fine di valutare la necessiti di eventualg mltm[i:p]rﬁ,unc dell’inogula, in caso &
contaminazione eritrocitatia dello stesso > 15 mL lprmupo] li altualme‘nte in usu}

Per quanto rigusrda la terapia trasfusionale post n’apmnﬁn qy*ﬁ;* dew re “Elfettuata
nell’ambito di linee puida e in relazione al mmﬁmm,;om dello late ahtigéhics aicorpale del”
ricevente al momento della trasfusione (i allepa tabetlg di riferimente).|

Per quanto attiene 1'anticorpo anti-M. so]tamo‘q.g Casic ﬂtrergﬂnenat tan mm;m i resc:f,
responsabile di reazioni trastusionali ritardate di unorﬁmﬁlitlﬁﬂ ¢ pertanio non ‘ﬂ‘w ﬂfi!k«m‘
procedure di manipolazione dell’inoculo per la suddetta cnnﬁ&lom.

Si rimane a disposizione per ubteriori chiarimenti.

Tt Giianluca. Ciigvanuetic

Lz Sycling Clueri
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Nuove tecnologie ed innovazione

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

* Integrazione con i sistemi informativi
ospedalierni

- Demateriatizzazione dei documenti
sanitari: digitalizzazione dei referti

] l  Telemedicina

PREFORIIIONI

S _% [ ?;LT:‘.'.,".,,m
P— | s vt « Data management
.| 1‘ - :

# Ardein R

| % Ay

[ | o

* Machine learning

8" Conferenza Nazionale dei Servizi Trasfusionali | Roma, 19-21 marzo 2025




La refertazione in immunoematologia

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 elegali
- Privacy
- Dati genetici
- Consenso informato
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