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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.

 



LA RICERCA DI ANTICORPI ERITROCITARI IRREGOLARI

Diagnosi dei 
casi positivi

Gestione 
trasfusionale

Gestione   
gravidanza

Un test di screening negativo correla con una compatibilità 

al cross-match di oltre il 99%



Identificazione anticorpale

• L’agglutinazione in immunoematologia è 
espressione dell’avvenuta reazione Ag/Ac

• Questo metodo semplice, sensibile e specifico 
è ancora considerato il gold standard per 
l’identificazione degli anticorpi eritrocitari irregolari



RICERCA DI ANTICORPI ERITROCITARI IRREGOLARI POSITIVA

ALLOIMMUNIZZAZIONE

ALLOIMMUNIZZAZIONE COMPLESSA 
(miscele Ac)

AUTOIMMUNIZZAZIONE

ALLOIMMUNIZZAZIONE  verso Ag 
ad elevata frequenza

INTERFERENZE



Significato clinico degli anticorpi: regola generale

• Ac reattivi a T prossime a 37°C e/o al TAI: potenzialmente significativi

• Ac reattivi a T.A.: non significativi

Caratterizzazione del range termico di attività degli anticorpi  

 parametro di valutazione della significatività clinica 
dell’anticorpo



Anti-A1, -M, -N, -P1, -Lea, -Leb 

non reattivi a 37°C 

sono considerati non significativi 

dal punto di vista clinico

Significato clinico degli anticorpi 



Significato clinico degli anticorpi:
 eccezioni alla regola

•  Anti-Ch, anti-Rg, anti-Knops (HTLA, high title-low avidity ) …. hanno 
scarso o nullo significato clinico anche se reattivi al TAI

• Anti-Vel, anti-PP1Pk….causano emolisi in vivo anche se in genere 
reagiscono solo a basse temperature



Generalmente 
clinicamente 
significativo

Talvolta clinicamente 
significativo

Non clinicamente 
significativo (se 
reattivo T<37°C)

Generalmente non 
clinicamente 
significativo

Significatività clinica 

degli anticorpi



Anticorpo clinicamente significativo?

“Capace di accelerare la distruzione degli 
eritrociti che mostrano l’antigene verso 
cui l’anticorpo è rivolto”



Identificazione anticorpale: utilizzo di pannelli /sistemi 
di ditte diverse

Cid J. Transfusion Medicine, 2006, 16, 131

0,17% discrepanti



Identificazione anticorpale: utilizzo di pannelli /sistemi 
di ditte diverse

Cid J. Transfusion Medicine, 2006, 16, 131

• Supporto (gel, microsfere)
• Volume del campione  
• LISS diversi (diversa 

conduttività)
• Diversi parametri di 

incubazione e 
centrifugazione

Conclusioni: tutti e tre i sistemi hanno dimostrato un elevato grado di accuratezza diagnostica  

0,17% discrepanti



Identificazione anticorpale: fase solida

• Può mostrare una maggiore 
sensibilità nel rilevare anticorpi 
verso antigeni Kidd 

• Kay B. et al.: 105 pazienti con anti-
Jka su 88.478 screening effettuati 
con SPRCA; in 32 casi il gel test 
aveva avuto esito negativo (26 
casi) o inconclusivo (6 casi).
 



 Ricerca di anticorpi eritrocitari irregolari POSITIVA

Identificazione delle specificità anticorpali coinvolte

• frequenze dei fenotipi dei diversi sistemi gruppo-ematici
• anticorpi riscontrati con maggior frequenza in relazione 

all’immunogenicità degli antigeni
• effetto della  «dose» di antigene
• comportamento sierologico dell’anticorpo (temperatura di reazione, 

trattamento enzimatico, …)
• tecniche preferenziali per evidenziare gli anticorpi

Considerare:



Identificazione anticorpale: regole generali

▪ Registrare lo score di reazione impiegando tutti i possibili 
gradi (da 0,5 a 4+)

▪ Applicare il metodo del «crossing-out»
▪ Osservare il comportamento sierologico: 

⁻ T di azione
⁻ effetto dose dell’antigene
⁻ capacità di fissare il complemento e indurre emolisi

▪ Esaminare il pattern di reazione per ciascuna fase del test
▪ Considerare il fenotipo eritrocitario del paziente



Caratteristiche di reattività degli anticorpi

• Agglutinazione debole: anticorpi freddi, HTLA  

• Emolisi : -I, -H, -IH, -Vel, -Lewis, -PP1Pk,-Jk3 

• Reazione a «campo misto»: -Lua, -Sda, -Xga



Reattività degli anticorpi: regole per l’interpretazione



Alloimmunizzazione complessa  

Miscela di anticorpi? Autoimmunizzazione? Alloimmunizzazione
verso Ag ad elevata frequenza?

Necessario osservare il comportamento con:
▪ Metodi e tecnologie diversi (gel, fase solida, LISS, enzimi)
▪ Pannelli eritrocitari diversi/cellule selezionate
▪ Trattamento dei globuli rossi con enzimi  (ficina, papaina, tripsina,…)
▪ Trattamento degli eritrociti con DTT
▪ Auto/allo adsorbimenti

Definire il fenotipo eritrocitario esteso del paziente:

-per gli antigeni dei sistemi gruppo-ematici più comuni
-per gli antigeni ad elevata frequenza (se disponibili gli antisieri o se possibile tipizzazione mediante 
eritrogenomica) (considerare il background etnico della paziente, es: Asiatici       Inb; Neri     U,Jsb)

Effettuare un X-match tra siero del paziente ed aliquote di eritrociti di fenotipo raro (se disponibili) 
(attenzione alla compatibilità ABO!)

I
R
L



Alloimmunizzazione complessa  

In caso di panagglutinazione è necessario SEMPRE indagare per l’eventuale 
presenza di alloanticorpi mascherati dalla panreattività

Il miglior metodo consiste nell’effettuare un adsorbimento del siero con eritrociti 
autologhi

L’ adsorbimento con eritrociti omologhi potrebbe 
comportare l’adsorbimento anche di anticorpi rivolti
verso antigeni ad elevata frequenza, che potrebbero
avere rilevanza clinica.

Gestione trasfusionale:
in presenza di anticorpi verso antigeni ad elevata frequenza  è necessario attivare 
la ricerca di donatori compatibili in ambito familiare (fratria) e presso le banche di 
fenotipi rari



Antigeni ad elevata frequenza (HFA: high frequency antigens)

• Detti anche: Ag ad “alta incidenza”, ad “alta prevalenza” , Ag “pubblici”

• Per essere definiti tali devono avere un’incidenza >90% , anche se perlopiù hanno una incidenza > 99%

• La mancanza di un antigene ad alta frequenza comporta l’espressione di un fenotipo raro

• Il siero contenente anticorpi verso Ag ad elevata frequenza mostra panreattività con i pannelli eritrocitari
del commercio, reazione negativa contro eritrociti autologhi (a meno di recenti trasfusioni)



Antigeni ad elevata frequenza (HFA: high frequency antigens)

Necessari,  per la conferma della diagnosi, eritrociti test privi dell’antigene 
ad elevata frequenza

 (laboratori di riferimento)



Ac verso Ag alta 
frequenza



Identificazione anticorpale: impiego di procedure aggiuntive

• Anticorpi anti-Ch/Rg: possono essere neutralizzati con l’incubazione
con pool di plasma ABO compatibili

• Anticorpi anti-HLA: possono essere adsorbiti usando un pool ampio di 
piastrine random

• Anticorpi anti-Le, -P1, -M: possono essere meglio identificati con la 
riduzione della T di incubazione (4°C)  

• Anticorpi anti-IH:possono essere dimostrati cimentando il siero in 
parallelo con eritrociti del fenotipo del paziente, di fenotipo O di adulto
e O cordonali

• Interferenza da anticorpi freddi: pre-incubazione dei reagenti e del 
campione a 37°C



Anti-IH



TAD e controllo autologo

• Non sono test sovrapponibili
• Il controllo autologo può associarsi a:

• alloimmunizzazione, se il paziente è stato recentemente 
trasfuso

• autoimmunizzazione
• interferenza verso un componente di un mezzo di reazione 

(es. mezzo potenziante) 
• Il controllo autologo può consentire di evidenziare la presenza 

di anticorpi liberi nel siero (rapporto siero/emazie, tempo di 
incubazione)



Immunizzazione complessa: 

panagglutinazione  

Controllo con emazie autologhe
 

          Negativo      Positivo
          Ac multipli?                      AutoAc? 
             Ac verso Ag ad elevata  frequenza?                   AutoAc + alloAc? 
                      (pz trasfuso?)

                          

     Interferenza? (BLISS, antibiotici e sostanze conservanti)



Immunizzazione complessa: 

Autoimmunizzazione eritrocitaria

L’ autoanticorpo reagisce con tutte le cellule 
normali

L’ autoanticorpo può mascherare la presenza di 
alloanticorpi 

Procedure speciali 



Autoimmunizzazione eritrocitaria: 
identificazione di alloanticorpi

• Tecniche:

• Diluizione (titolazione) del siero

• Tecniche “prewarmed”

• Adsorbimento del siero (a caldo, a freddo)

• Uso di reagenti tiolici (Mercaptoetanolo, DDT)



Alloimmunizzazione complessa:
autoAc IgM panagglutinanti + alloAc anti-Jka 



Procedure di adsorbimento del siero

Scelta delle emazie da impiegare per adsorbimento:

• Autologhe, per rimuovere gli autoanticorpi

• Omologhe, con espressione dell’Ag verso cui è 
rivolto l’anticorpo, che si desidera allontanare, 
espresso in omozigosi

 

È possibile procedere alla rimozione di un 

anticorpo dal siero adsorbendo il siero con 

eritrociti che esprimono il corrispondente antigene



Identificazione delle specificità anticorpali con

 procedure di adsorbimento 

Può essere necessario, in caso di anticorpi con forte score di 
reazione,ripetere l’adsorbimento 2-3 volte

L’uso di emazie pre-trattate con enzimi proteolitici può ridurre il 

numero di adsorbimenti necessari (tener conto degli  Ag distrutti dal 
trattamento enzimatico)

Non sempre è possibile la rimozione completa dell’anticorpo dal siero 

adsorbito



Identificazione della classe immunoglobulinica 
dell’anticorpo

Trattamento del siero con reagenti tiolici (DTT, 2-ME)

rottura dei ponti disolfuro delle IgM

scomparsa dell’agglutinazione 



Tipizzazione eritrocitaria

• In sierologia, mediante agglutinazione: vengono utilizzati 
antisieri policlonali o monoclonali su diversi supporti

• In biologia molecolare (eritrogenomica): utilizzata nei 
pazienti con TAD positivo o con trasfusioni recenti,  mediante 
l’uso di kit del commercio  (PCR-SSP, microarray, Luminex)



Vox Sanguinis. 2024;119:344–352. 



TAD

Pos

Monospecifici

Eluizione Trattamento siero 
DTT/Me-

Ricerca 
crioagglutinine

Ricerca 
autoemolisine

Neg TAD -IgA

Ig C3d

Algoritmo diagnostico in relazione all’esito del TAD 



RAI POS

Identificazione Ac: 

PATTERN DIFFUSO 

di agglutinazione 

AUTOCONTROLLO

POSITIVO:
AutoAc?
AlloAc?

Trasfuso da < 3 mesi 
AUTOADSORBIMENTO

Trasfuso da > 3 mesi:

ALLOADSORBIMENTI 

NEGATIVO

INTERFERENZA
AC vs AG ALTA 
FREQUENZA

REAZIONE DEBOLE 
SOLO AL TAI

SI

 possibile HTLA 

NO

Se di gruppo A: determinare sottotipo (Lectine)

Testare siero con O cord e A1

Immunizzazione 
complessa (Miscela Ac)

Anti-IH

RAI positiva: algoritmo diagnostico



Diagnosi immunoematologica

A supporto dei test effettuati in laboratorio è inoltre  fondamentale  ottenere le informazioni 
necessarie per conoscere le caratteristiche dei pazienti:

• sesso

• età

• storia ostetrica

• anamnesi trasfusionale

e valutare la probabilità di precedenti sensibilizzazioni

Raccogliere informazioni circa eventuali recenti episodi infettivi, vaccinazioni, impiego di 
farmaci….

…e alla fine rivalutare le conclusioni alla luce delle informazioni e prove disponibili.           



Conclusioni

• Nei casi di immunizzazione complessa è essenziale l’osservazione attenta degli “indizi” 
disponibili

• Soltanto raramente gli anticorpi non si comportano come previsto! Pertanto la 
conoscenza delle caratteristiche dei diversi anticorpi è la chiave per riconoscere gli indizi

• Le tecniche di biologia molecolare rappresentano ormai un insostituibile supporto nella
diqgnosi dei casi complessi

• La diagnosi immunoematologica quindi si può avvalere dell’applicazione di algoritmi, 
ma non può prescindere dal ragionamento deduttivo che parte dalle conoscenze 
specifiche

• L’”istinto” di un immunoematologo esperto rimane tuttavia un bene prezioso! 
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