
UNIVERSITÀ POLITECNICA DELLE MARCHE
DIPARTIMENTO SCIENZE DELLA VITA E DELL’AMBIENTE

Corso di Laurea Magistrale in BIOLOGIA MOLECOLARE E APPLICATA

 

EXTENDED RED BLOOD CELL TYPING IN DONORS FROM THE 
TRANSFUSION SERVICE OF FERMO: ANALYSIS OF THE MNS, KIDD AND 

DUFFY SYSTEMS AND FUTURE PERSPECTIVES

  Tesi di Laurea Magistrale di:                                                              Relatore:

         Michela Raggiunti                                                           Prof.ssa Elisabetta Damiani

                                                                                                               Correlatore:

                                                                                                   Dott.ssa Lucia Marinangeli

SESSIONE Straordinaria febbraio

ANNO ACCADEMICO 2024-2025



SOMMARIO 0

1 Globuli rossi e antigeni eritrocitari 2
1.1 Globuli rossi: origine, struttura e funzione 2

1.2 I gruppi sanguigni: il sistema AB0 4

1.3 Il sistema Rh 7

1.3 Il sistema Kell 8

1.4 Il sistema Duffy 9

1.5 Il sistema Kidd 10

1.6 Il sistema MNS 12

1.7 Il sistema Lewis 13

1.8 Altri sistemi gruppoematici eritrocitari 14

2 La produzione degli emocomponenti e la terapia trasfusionale 16
2.1 Raccolta, lavorazione e distribuzione degli emocomponenti 16

2.2 La terapia trasfusionale: principi generali 18

2.3 Richiesta di emocomponenti e test pretrasfusionali 19

3 L’alloimmunizzazione antieritocitaria 22

4 Scopo della tesi 25
5 Materiali e Metodi 27

5.1 Selezione e caratteristiche del campione di donatori 27

5.2 Metodiche 28

5.2.1 Determinazione del gruppo sanguigno 29

5.2.2 Fenotipo Rh e Kell 32

5.2.3 Test di Coombs Indiretto 33

5.2.4 Pannello identificativo 34

5.2.5 Test di Coombs diretto 35

5.2.6 Tipizzazione sistema Duffy 36

5.2.7 Tipizzazione sistema Kidd 37

5.2.8 Tipizzazione sistema MNS 37

5.2.9 Controlli di qualità 38



1

6 Analisi dei dati 39
6.1 Il sistema Duffy: analisi delle frequenze 39

6.2 Il sistema Kidd: analisi delle frequenze 41

6.3 Il sistema MNS: analisi delle frequenze 44

6.4 Anticorpi irregolari identificati: analisi delle frequenze 47

7 Conclusioni 55

8 Bibliografia 59



2

1 Globuli rossi e antigeni eritrocitari

1.1 Globuli rossi: origine, struttura e funzione 

I globuli rossi, o eritrociti, sono elementi corpuscolati del sangue specializzati nel trasporto 

dell’ossigeno dai polmoni ai tessuti e dell’anidride carbonica dai tessuti ai polmoni. Sono le 

cellule più numerose nel sangue umano, con una concentrazione media di circa 4,5–6 

milioni per microlitro.

Il processo di differenziamento completo, che porta alla formazione di un eritrocita maturo, 

è definito eritropoiesi ed ha origine a partire da una cellula staminale pluripotente che viene 

indirizzata verso una linea unipotente che presenta la sola capacità di sviluppare la linea 

eritroide. Questo processo, illustrato nella figura 1, è regolato principalmente dall’ormone 

eritropoietina, che viene prodotto dalle cellule peritubulari della corticale renale in risposta 

a una condizione di ipossia o un abbassamento del valore di eritrociti circolanti.

Il primo precursore della linea rossa è il proeritroblasto, caratterizzato da un nucleo 

eucromatico, cromatina finemente sotÝle e un citoplasma scarso e basofilo.

A seguire si osserva l’eritroblasto basofilo, caratterizzato da piccole vescicole ricche di 

ferritina, cromatina condensata in zolle e un citoplasma intensamente basofilo.

Si forma poi l’eritroblasto policromatofilo, caratterizzato da un citoplasma che presenta una 

colorazione mista dovuta al graduale accumulo di emoglobina che determina la transizione 

dalla basofilia verso l’acidofilia; rispetto allo stadio precedente, le dimensioni del nucleo 

diminuiscono, la cromatina è ancora più addensata, il nucleolo non è più visibile e l’apparato 

di Golgi scompare.

Lo stadio successivo è quello dell’eritroblasto ortocromatico: in questo caso il nucleo risulta 

piccolo, tondo e già in una visibile fase di espulsione dalla cellula. L’emoglobina diventa la 

componente predominante, conferendo al citoplasma un aspetto intensamente acidofilo.

Una volta espulso il nucleo, la cellula prende il nome di reticolocita, che si differenzia 

dall’eritrocita maturo per la presenza del reticolo endoplasmatico. I reticolociti vengono 



3

rilasciati in circolo dove completano la maturazione in eritrocita nei successivi 1-2 giorni e 

costituiscono circa lo 0,8% del quantitativo totale di eritrociti (Dzierzak, 2013).

Figura 1: Processo di eritropoiesi (Borges, 2022).

Gli eritrociti maturi sono cellule prive di nucleo, dotate di un citoplasma di colore rosa. Al 

loro interno sono ricchi di emoglobina, una proteina tetramerica contenente gruppi eme 

con atomi di ferro, in grado di legare reversibilmente l’ossigeno.

Sono caratterizzati da una forma a disco biconcavo che otÝmizza il rapporto 

superficie/volume, facilitando lo scambio gassoso. Questa forma è mantenuta grazie a una 

rete di proteine del citoscheletro, principalmente spettrina e anchirina, ancorate alla 

membrana plasmatica (Stevens-Hernandez, 2013). La loro emivita è di circa 120 giorni, dopo 

i quali vengono fagocitati da macrofagi nella milza, nel fegato o nel midollo osseo.

La superficie dei globuli rossi è caratterizzata dalla presenza di diversi sistemi antigenici che 

giocano un ruolo essenziale nell’ immunoematologia e nella pratica trasfusionale (figura 2). 
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Figura 2: Rappresentazione dell’eritrocita con alcuni dei principali antigeni (SIMTI, 2020).

1.2 I gruppi sanguigni: il sistema AB0 

Il sistema ABO è il principale sistema di classificazione ematologica, scoperto da Karl 

Landsteiner nel 1900. Karl Landsteiner rilevò l’agglutinazione dei globuli rossi umani 

utilizzando dei sieri provenienti da altri individui e, nell’anno seguente, descrisse il modello 

di reatÝvità di tre tipologie antigeniche, ora denominate gruppi A, B e 0. Egli scoprì che i 

sieri di soggetÝ di gruppo A agglutinavano le emazie degli individui di gruppo B e, viceversa, 

i sieri di soggetÝ di gruppo B agglutinavano i globuli rossi di gruppo A. Gli antigeni A e B 

furono, quindi, i primi antigeni eritrocitari ad essere scoperti. I globuli rossi che non erano 

agglutinati né dal siero di gruppo A, né dal siero di gruppo B vennero successivamente 

definiti di gruppo 0; il siero dei soggetÝ di gruppo 0 agglutinava sia gli eritrociti degli 

individui di gruppo A sia quelli di gruppo B. 

Von Decastello e Sturli, nel 1902, scoprirono il quarto gruppo sanguigno, il gruppo AB.

È oggi noto che gli antigeni del sistema AB0, sono localizzati su molecole polisaccaridiche. I 

geni coinvolti nella sintesi di queste molecole appartengono a tre diversi loci ossia AB0, Se, 

e H e codificano per enzimi glicosiltransferasici che trasportano specifici saccaridi 

sull’appropriato recettore della catena carboidratica.

I loci dei geni H e Se sono localizzati sul cromosoma 19. Ognuno di questi geni presenta due 

alleli, di cui uno è considerato “amorfo”, poiché non determina alcun prodotto riconoscibile. 

Nel caso del gene H è stato identificato un allele atÝvo H, che codifica per una 
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fucosiltransferasi responsabile della sintesi dell’antigene H, ottenuto mediante l’aggiunta di 

una molecola di fucosio alla catena precursore. L’allele amorfo h è molto raro. Allo stesso 

modo, il gene Se presenta un allele atÝvo Se, che, come il precedente, codifica per l’enzima 

fucosiltransferasi, coinvolto nella sintesi dell’antigene H nelle secrezioni. L’antigene H 

rappresenta la base per il successivo assemblaggio degli antigeni A e B.

Il gene AB0 è localizzato sul cromosoma 9 ha tre diversi alleli: A, B e 0. Gli alleli A e B 

codificano rispetÝvamente per transferasi implicate nella produzione degli antigeni A e B. 

Nel dettaglio, l’allele A codifica per l’N-acetil-D-galattosaminiltransferasi che aggiunge l’N-

acetil-D-galattosamina alla sostanza H per formare l’antigene A. L’allele B codifica per una 

galattosiltransferasi che aggiunge il D-galattosio all’antigene H per formare l’antigene B. In 

ultimo, l’allele 0 non codifica per alcun enzima, pertanto i soggetÝ di gruppo 0 non avranno 

sulla superficie dei globuli rossi gli antigeni A o B, bensì solo una grande quantità di sostanza 

precursore H. Gli individui di gruppo AB possiedono alleli che producono transferasi per 

aggiungere sia un residuo di N-acetil-D-galattosamina, che di galattosio all’antigene 

precursore H.

L’agglutinazione osservata da Karl Landsteiner nel 1900 tra sieri e globuli rossi di gruppo 

sanguigno differente, oggi sappiamo derivare dalla presenza, nel siero, di anticorpi diretÝ 

contro l’antigene assente sulle proprie emazie. Per cui, soggetÝ di gruppo B o 0 producono 

anticorpi anti-A e individui di gruppo 0 o A sviluppano nel siero anticorpi anti-B. Gli individui 

di gruppo AB non producono né anticorpi anti-A, né anti-B.

Gli anticorpi anti-A prodotÝ da un soggetto di gruppo B e gli anticorpi anti-B prodotÝ da un 

soggetto di gruppo A appartengono alla classe di immunoglobuline IgM. Gli anticorpi anti-

A e anti-B prodotÝ da un individuo di gruppo 0 fanno parte della classe di immunoglobuline 

IgG. Le IgG, a differenza delle IgM, possono attraversare la placenta, per cui neonati di 

gruppo A o B, nati da mamme di gruppo 0 presentano un rischio molto più elevato di 

sviluppare la malatÝa emolitica neonatale. Sia IgM che IgG sono reatÝve a temperatura 

ambiente (20°C-25°C) o a temperature inferiori e atÝvano il complesso del complemento a 

37°C (Technical Manual, 15ª ed.).

A livello clinico, per effettuare la determinazione del gruppo sanguigno si eseguono due 

test: una prova diretta in cui si identificano gli antigeni eritrocitari mediante antisieri 
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specifici, e una prova indiretta, in cui si ricercano anticorpi nel siero del paziente utilizzando 

emazie di gruppo noto. Nella maggior parte dei casi si osserva una concordanza tra prova 

diretta e indiretta, ma per alcuni soggetÝ è possibile riscontrare una discrepanza tra i due 

test come succede nel caso di individui il cui gruppo sanguigno rientra nei sottogruppi del 

sistema AB0.

Diversi studi in campo trasfusionale hanno infatÝ dimostrato la presenza di sottogruppi, che 

definiscono varianti fenotipiche caratterizzate da differenze quantitative nell’espressione 

degli antigeni eritrocitari. I sottogruppi più frequenti sono quelli dell’antigene A e subito a 

seguire dell’antigene B. I due principali sottogruppi di A sono A1 e A2. In generale è stato 

osservato che sia le emazie A1, sia le emazie A2, reagiscono ai test di agglutinazione diretta 

eseguiti allo scopo di determinare il gruppo sanguigno. La discriminazione sierologica tra i 

sottogruppi A1 e A2 può essere rilevata mediante l’uso di un reatÝvo a base di lectina anti-

A1. È stata dimostrata infatÝ una differenza sia quantitativa che qualitativa tra A1 ed A2, in 

cui la transferasi A1, molto efÏciente nella conversione della sostanza H in antigene A, gioca 

un ruolo cruciale. Ne consegue un’espressione maggiore dell’antigene A e una ridotta 

quantità di sostanza H. Approssimativamente l’80% degli individui di gruppo A o di gruppo 

AB hanno delle emazie che sono agglutinate dall’anti-A1 e perciò sono classificati come A1 

o A1B. Il rimanente 20%, i cui globuli rossi sono fortemente agglutinati dall’anti-A, ma non 

dall’anti-A1, sono classificati come A2 o A2B. Sottogruppi più deboli di A2 sono rari e, 

generalmente, sono caratterizzati da un numero ridotto dei determinanti antigenici A sulle 

emazie, con un contestuale aumento dell’antigene H. I sottogruppi sono riconosciuti, nella 

maggior parte dei casi, quando si verificano delle discrepanze nella tipizzazione antigenica 

degli eritrociti (prova diretta) con quella anticorpale del siero (prova indiretta). In base a 

diversi fattori, come il grado di agglutinazione con i sieri anti A e anti B e la presenza o meno 

di anti-A1 nel siero, si possono sospettare altri sottogruppi di A come A3, Ax, Am, Ael che 

possono essere confermati da studi molecolari.
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1.3 Il sistema Rh 

Il sistema Rh è, dopo il sistema ABO, il più importante nella pratica trasfusionale. Esso deve 

la sua denominazione all’esperimento condotto da Landsteiner e Wiener nel 1940, i quali 

descrissero un antigene comune ai globuli rossi del macaco Macacus rhesus e dell’uomo, 

successivamente denominato fattore Rh.

Attualmente il sistema Rh comprende oltre 50 antigeni eritrocitari, ma i più rilevanti dal 

punto di vista clinico sono cinque: D, C, c, E, e. Tra questi, l’antigene D è il più immunogeno 

e la sua espressione sulla superficie eritrocitaria identifica il soggetto come Rh positivo, 

mentre la sua assenza ne definisce il fenotipo Rh negativo.

I geni del sistema Rh sono localizzati sul cromosoma 1 (locus 1p36.11) e codificano per 

proteine strettamente correlate:

 RHD, responsabile dell’espressione dell’antigene D sulla membrana eritrocitaria;

 RHCE, responsabile dell’espressione degli antigeni C, c, E ed e.

Le proteine Rh appartengono alla famiglia dei trasportatori di membrana e attraversano più 

volte il doppio strato fosfolipidico, contribuendo alla stabilità della membrana eritrocitaria.

Nei soggetÝ caucasici D negativi, il gene RHD è deleto; in alcune altre popolazioni (soggetÝ 

di origine africana, giapponesi e cinesi) il fenotipo D negativo è associato ad un gene RHD 

inatÝvo, mutato o parziale (Technical Manual, 15ª ed.).

Esistono inoltre numerose varianti di D (ad esempio D debole e D parziale) che possono 

complicare la tipizzazione sierologica e hanno importanti implicazioni cliniche. Il D debole, 

definito anche Du, è caratterizzato da una quantità ridotta di antigeni D espressi sulla 

superficie eritrocitaria: l’antigene è presente ma in densità molto inferiore rispetto al D +-

“completo”, motivo per cui può non reagire con alcuni antisieri in fase immediata.

Il D parziale, invece, presenta epitopi mancanti o alterati dell’antigene D: l’individuo 

esprime solo una parte della struttura antigenica e può sviluppare alloanticorpi anti-D 

contro gli epitopi che non possiede. 

Le varianti dell’antigene D assumono un significato diverso a seconda che il soggetto venga 

valutato come donatore o come ricevente. InfatÝ, in ambito trasfusionale, come donatori, i 

soggetÝ con D debole o con varianti D parziali vengono considerati Rh positivi, poiché le 

loro emazie esprimono comunque epitopi dell’antigene D e potrebbero immunizzare un 
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ricevente Rh negativo; come riceventi, invece, i soggetÝ con D debole o D parziale vengono 

trattati come Rh negativi, per evitare ogni rischio di immunizzazione anti-D (Avent, 2000). 

A differenza del sistema AB0, dove sono presenti antigeni eritrocitari e corrispetÝvi 

anticorpi sierici, il sistema Rh comprende antigeni eritrocitari, come ad esempio l’antigene 

D, ma è privo di anticorpi fisiologici anti-D. Gli anticorpi si sviluppano nel siero del soggetto 

solo in seguito ad un’esposizione all’antigene D di natura trasfusionale o gravidica.

Lo stesso accade per gli altri antigeni appartenenti a questo sistema ossia C, E, c, ed e: i 

relativi anticorpi non sono naturalmente presenti nel siero, ma sono sviluppati a seguito di 

un’esposizione antigenica.

Da questa considerazione ne deriva che a livello trasfusionale l’incompatibilità Rh tra 

donatore e ricevente può indurre una risposta immunitaria con produzione di alloanticorpi 

anti-D (o contro altri antigeni Rh), responsabili di reazioni trasfusionali emolitiche. 

L’antigene D, in particolare, è altamente immunogeno: circa l’80% dei soggetÝ Rh negativi 

che ricevono sangue Rh positivo sviluppa anticorpi anti-D.

Una delle principali complicanze correlate al sistema Rh è la malatÝa emolitica del feto e 

del neonato (MEFN). Essa si verifica quando una madre Rh negativa porta un feto Rh 

positivo. Durante la gravidanza o al momento del parto, il passaggio di eritrociti fetali nel 

circolo materno può indurre la produzione di anticorpi anti-D, principalmente IgG, capaci di 

attraversare la placenta. In gravidanze successive, tali anticorpi raggiungono il circolo fetale 

e distruggono gli eritrociti fetali Rh positivi, causando anemia emolitica di gravità variabile.

Grazie all’introduzione della profilassi con immunoglobuline anti-D somministrate alle 

madri Rh negative, l’incidenza della malatÝa emolitica è oggi notevolmente ridotta (Myle, 

2021).

1.3 Il sistema Kell 

Il sistema Kell, scoperto nel 1946, è uno dei principali sistemi gruppoematici ed è 

considerato clinicamente rilevante subito dopo i sistemi ABO e Rh. Comprende più di 30 

antigeni eritrocitari distinti, espressi sulla superficie dei globuli rossi, tra i quali i più 

importanti sono K, k, e Kpᵃ.
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Il gene KEL che codifica per gli antigeni del sistema Kell è posto sul cromosoma 7 (locus 

7q33–7q34).

La glicoproteina Kell (nota anche come CD238), è una proteina transmembrana 

strettamente legata tramite un ponte disolfuro a un’altra proteina di membrana, la proteina 

XK. In assenza di XK, si manifesta una condizione chiamata sindrome di McLeod, 

caratterizzata da espressione molto ridotta degli antigeni Kell e da globuli rossi 

morfologicamente anomali, con tipica acantocitosi.

Dal punto di vista funzionale, la proteina Kell appartiene alla famiglia delle endopeptidasi 

zinco-dipendenti ed è in grado di esercitare atÝvità enzimatica: è infatÝ coinvolta nel 

clivaggio di precursori dell’endotelina, contribuendo alla formazione di endotelina-3, un 

potente peptide vasocostrittore (Maheshwari, 2024).

L’antigene K è particolarmente immunogeno: la sua capacità di indurre la produzione di 

alloanticorpi è seconda solo a quella dell’antigene D del sistema Rh. Gli anticorpi anti-K sono 

responsabili di reazioni trasfusionali immediate e ritardate, solitamente extravascolari, 

nonché di malatÝa emolitica del feto e del neonato (MEFN) e gravi anemie fetali. Gli 

anticorpi anti-k e anti-kpᵃ presentano le medesime caratteristiche sierologiche, ma sono 

meno frequente del precedente.

La frequenza degli antigeni varia tra le diverse popolazioni: ad esempio, l’antigene K è 

presente solo nel 9% circa della popolazione caucasica, mentre l’antigene k è estremamente 

comune (>99%) (Technical Manual, 15ª ed.).

1.4 Il sistema Duffy 

Il sistema Duffy comprende due antigeni: Fyᵃ e Fyᵇ, codificati dal gene ACKR1 (Atypical 

Chemokine Receptor 1) localizzato sul cromosoma 1 (locus 1q22-q23).

Dalle diverse combinazioni di questi due antigeni discendono quattro differenti fenotipi: 

Fy(a+b-), Fy(a+b+), Fy(a-b+) e Fy(a-b-).

Da ricerche epidemiologiche e statistiche è emerso che nei caucasici i fenotipi Fy(a+b-), 

Fy(a+b+) e Fy(a-b+) sono comuni mentre gli individui con fenotipo Fy(a-b-) sono 
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estremamente rari. Nei soggetÝ di origine africana invece, la frequenza del fenotipo Fy(a-b) 

è elevata (tabella 1).

La distribuzione geografica dei diversi fenotipi Duffy rappresenta infatÝ un esempio classico 

di selezione naturale legata a pressioni infetÝve: la mancanza dell’antigene conferisce 

resistenza al Plasmodium vivax, in quanto l’infezione di questi parassiti nei globuli rossi 

richiede il legame con la proteina Duffy come recettore (Maheshwari, 2025).

 

 

Phenotype Caucasians (%) Blacks (%) Chinese (%)

Fy(a+b−) 17 9 91

Fy(a−b+) 34 22 <1

Fy(a+b+) 49 1 9

Fy(a−b−) Very rare 68 Rare

Per quanto riguarda la proteina Duffy, è una glicoproteina transmembrana a sette domini, 

appartenente alla famiglia dei recettori accoppiati a proteina G. A differenza di altri recettori 

di questa famiglia, non atÝva la trasduzione del segnale classica, ma lega diverse 

chemochine modulandone la disponibilità sistemica.

L’ antigene Duffy è debolmente immunogeno, infatÝ nonostante l’esposizione in seguito a 

trasfusioni di sangue, gli anticorpi sono rilevati solo in una piccola parte di pazienti trasfusi.

Gli anticorpi anti-Fyᵃ e anti-Fyᵇ sono generalmente di classe IgG e possono causare reazioni 

trasfusionali emolitiche di tipo ritardato e malatÝa emolitica del feto e del neonato (MEFN).

1.5 Il sistema Kidd 

Il complesso Kidd comprende due antigeni: Jkᵃ e Jkᵇ. Essi sono localizzati sulla proteina di 

trasporto dell’urea, codificata dal gene SLC14A1 (precedentemente HUT11), che si trova sul 
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cromosoma 18 (locus 18q11-q12). Le emazie negative per i due antigeni Kidd risultano 

molto resistenti all’azione litica dell’urea, mentre quelle che li esprimono si rigonfiano fino 

a lisarsi dopo l’esposizione.

I fenotipi riconosciuti in base alla diversa espressione allelica del sistema Kidd sono: 

Jk(a+b+), Jk(a+b-), Jk(a-b+) e Jk(a-b-). Quest’ultimo è molto raro.

Le frequenze dei vari fenotipi sono riportate nella tabella 2:

 

Phenotype Caucasians (%) Blacks (%) Asians (%)

Jk(a+b+) 50 41 49

Jk(a+b−) 26 51 23

Jk(a−b+) 23 8 27

Jk(a−b−) Rare Rare Rare

Gli anticorpi anti-Jkᵃ e anti-Jkᵇ sono tipicamente di classe IgG, talvolta con componente IgM, 

e possono atÝvare il complemento. Sono noti per la loro variabilità sierologica: spesso 

scompaiono dal siero nel tempo, rendendo difÏcile la loro identificazione nei test 

pretrasfusionali.

Questo comportamento li rende particolarmente insidiosi, in quanto possono determinare 

reazioni trasfusionali emolitiche ritardate, spesso gravi.

I sieri dei rari soggetÝ Jk(a–b–) possono presentare un anticorpo che reagisce con tutÝ i 

campioni di emazie Jk(a+) e/o Jk(b+), ma che non è reatÝvo con gli eritrociti Jk(a–b–). 

Sebbene talvolta siano separabili delle componenti minoritarie con specificità anti-Jkᵃ e 

anti-Jkᵇ, la componente anticorpale prevalente è diretta contro un antigene denominato 

Jk3, presente sia sulle emazie Jk(a+) che Jk(b+) (Technical Manual, 15ª ed.). 
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1.6 Il sistema MNS 

Il sistema MNS è un sistema formato da oltre 40 antigeni, tra i quali i più rilevanti dal punto 

di vista clinico sono gli antigeni M, N, S e s.

Gli antigeni del sistema MNS sono espressi su due glicoforine di membrana dei globuli rossi: 

glicoforina A (GPA) e glicoforina B (GPB). Queste glicoproteine rappresentano componenti 

fondamentali della membrana eritrocitaria, in quanto essendo ricche di residui di acido 

sialico, conferiscono una carica negativa e contribuiscono alle proprietà fisiche e biologiche 

degli eritrociti.

Gli antigeni M e N sono localizzati sulla glicoforina A, mentre S e s sulla glicoforina B. Il gene 

che codifica questi antigeni eritrocitari è localizzato sul cromosoma 4 (4q28.2-q13.1).

A causa della presenza di molteplici antigeni, la loro espressione può dare origine a 

differenti fenotipi: M+N+S-s+, M+N+S+s+, M-N+S-s+, M+N-S+s+, M+N-S-s+, M-N+S+s+, 

M+N-S+s. 

I fenotipi meno comuni sono M+N+S+s- (4% caucasici) e M-N+S+s- (1% caucasici). I fenotipi 

M+N-S-s-, M+N+S-s- e M-N+S-s- sono rari nei caucasici ma si trova in circa lo 0,5% della 

popolazione di origine africana.

I dettagli sulle frequenze dei vari fenotipi del sistema MNS sono evidenziati nella tabella 3.
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Phenotype Cauc. (%) Blacks (%) Phenotype Cauc. (%) Blacks (%)

M+N+S−s+ 22 33 M+N+S+s+ 24 13

M−N+S−s+ 15 19 M+N−S+s+ 14 7

M+N−S−s+ 8 16 M−N+S+s+ 6 5

M+N−S+s− 6 2 M+N+S+s− 4 2

M−N+S+s− 1 2 M+N−S−s− Rare ~0.5

M+N+S−s− Rare ~0.5 M−N+S−s− Rare ~0.5

Gli anticorpi anti-M e anti-N sono generalmente IgM naturali che si comportano come 

agglutinine fredde e raramente causano reazioni trasfusionali clinicamente significative. 

Tuttavia, in alcuni casi, gli anticorpi anti-M possono essere di classe IgG e attraversare la 

placenta, causando malatÝa emolitica del feto e del neonato (MEFN).

Gli anticorpi anti-S, anti-s appartengono invece più spesso alla classe IgG, reagiscono a 37 

°C e sono clinicamente rilevanti, potendo causare sia reazioni trasfusionali emolitiche sia 

MEFN (Technical Manual, 15ª ed.).

1.7 Il sistema Lewis 

Il sistema Lewis (Le) è un sistema di gruppo sanguigno peculiare, scoperto da Mourant nel 

1946, e rappresenta uno dei più complessi dal punto di vista biochimico e genetico. A 

differenza della maggior parte degli altri sistemi eritrocitari, gli antigeni Lewis non sono 

sintetizzati direttamente sulla membrana del globulo rosso, ma sono prodotÝ nei tessuti 

epiteliali e successivamente assorbiti passivamente sulla superficie eritrocitaria dal plasma.
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Gli antigeni principali del sistema sono Leᵃ e Leᵇ, e la loro biosintesi dipende dall’interazione 

di due diverse fucosiltransferasi: una prodotta dal gene Le (FUT3) e l’altra dal gene Se 

(FUT2), detto secretore.

In particolare:

 l’antigene Leᵃ è il prodotto dell’azione del gene Le in assenza del gene Se, generando 

il fenotipo Le(a+b–);

 l’antigene Leᵇ è invece il risultato dell’azione combinata dei geni Le e Se, che porta 

al fenotipo Le(a–b+).

I fenotipi possibili del sistema Lewis sono: Le(a+b–), Le(a–b+), Le(a–b–) e Le(a+b+). 

Quest’ultimo è molto raro nella popolazione europea e africana, mentre il fenotipo Le(a–

b+) è il più diffuso (Corvelo, 2013). 

Gli anticorpi anti-Leᵃ e anti-Leᵇ sono generalmente naturali (IgM), frequentemente freddi e 

clinicamente poco significativi, poiché non reagiscono a 37 °C e gli antigeni Lewis vengono 

facilmente neutralizzati nel plasma.

Tuttavia, in rari casi, soprattutto in pazienti politrasfusi o in donne gravide Le(a–b–), si 

possono sviluppare anticorpi Lewis clinicamente rilevanti, responsabili di reazioni 

trasfusionali lievi.

Questi anticorpi non sono associati alla malatÝa emolitica del neonato, sia perché sono 

prevalentemente di tipo IgM (e quindi non attraversano la placenta), sia perché i neonati 

non esprimono antigeni Lewis alla nascita (Technical Manual, 15ª ed.).

1.8 Altri sistemi gruppoematici eritrocitari 

Oltre ai sistemi principali (ABO, Rh, Kell, Duffy, Kidd, MNS e Lewis), sono stati identificati più 

di 45 sistemi di gruppi sanguigni. Molti di questi sono definiti “sistemi minori”, poiché 

caratterizzati da una minore diffusione nella popolazione o da una bassa incidenza di 

anticorpi clinicamente significativi. Tuttavia, in determinati contesti, possono avere un 

impatto rilevante nella pratica trasfusionale e ostetrica.

Tra i sistemi minori tradizionalmente noti vi è il sistema Lutheran, che comprende oltre 20 

antigeni, tra cui i più rappresentativi sono Luᵃ e Luᵇ. Gli anticorpi anti-Luᵇ sono più comuni 
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e possono causare reazioni trasfusionali di intensità lievi-moderate. Gli antigeni Lutheran 

sono espressi anche su altre cellule oltre agli eritrociti, come i fibroblasti e le cellule 

endoteliali.

Un altro sistema minore è il sistema Diego, identificato nel 1955, che è particolarmente 

interessante per la distribuzione etnica: gli antigeni Diᵃ e Diᵇ hanno frequenze differenti tra 

popolazioni europee, asiatiche e sudamericane. Gli anticorpi anti-Diᵃ sono clinicamente 

significativi, potendo causare reazioni trasfusionali emolitiche e alla malatÝa emolitica del 

feto e del neonato (MEFN).

Il sistema Colton, scoperto nel 1965, comprende antigeni associati alla proteina 

acquaporina-1, un canale dell’acqua espresso sulla membrana eritrocitaria. Gli anticorpi 

anti-Coᵃ e anti-Coᵇ possono causare reazioni trasfusionali e, raramente, MEFN.

Tra gli altri sistemi minori è da ricordare inoltre il sistema Cartwright (Yt), con antigeni 

associati alla colinesterasi eritrocitaria, il sistema Xg che è l’unico sistema legato al 

cromosoma X e con rilevanza clinica limitata, il sistema P che comprende antigeni che 

fungono da recettori per parvovirus B19 e per alcune tossine batteriche. A questi si 

aggiungono i sistemi Scianna, Dombrock, Knops che sono meno frequenti, ma 

potenzialmente coinvolti in incompatibilità trasfusionali (Technical Manual, 15ª ed.). 

Negli ultimi anni, grazie alle tecniche avanzate di biologia molecolare, il numero dei sistemi 

gruppoematici riconosciuti dall’ISBT (International Society of Blood Transfusion) è 

ulteriormente aumentato. Sono infatÝ stati descritÝ nuovi sistemi estremamente rari, come 

il sistema MAL e, più recentemente, il sistema Gwada negative, contribuendo ad ampliare 

il panorama antigenico eritrocitario. Sebbene tali antigeni abbiano un impatto limitato sulla 

pratica clinica quotidiana, la loro identificazione sottolinea l’elevata complessità dei gruppi 

sanguigni umani e l’importanza di una caratterizzazione accurata nei casi d’ incompatibilità 

rare o complesse.
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2 La produzione degli emocomponenti e la terapia trasfusionale

2.1 Raccolta, lavorazione e distribuzione degli emocomponenti 

La raccolta del sangue in Italia avviene sia presso i Servizi Trasfusionali ospedalieri, sia 

attraverso Unità di Raccolta accreditate e operanti in collaborazione con le principali 

Associazioni e Federazioni dei donatori di sangue, come AVIS (Associazione Volontari Italiani 

del Sangue) e FRATRES (Consociazione Nazionale dei Gruppi Donatori di Sangue Fratres 

delle Misericordie d'Italia).

Tutte le donazioni sono volontarie, periodiche, anonime e non remunerate, in conformità 

con la normativa nazionale (Legge n. 219/2005) e con i principi di eticità e autosufÏcienza 

del sistema trasfusionale. TutÝ i cittadini con documento d’identità valido e che 

comprendono la lingua italiana possono donare se rispettano i seguenti requisiti fisici 

richiesti: 

 età compresa tra i 18 e i 65 anni (la donazione di sangue intero da parte di 

donatori periodici di età superiore ai 65 anni fino a 70 può essere consentita 

previa valutazione clinica dei principali fattori di rischio correlati all’età. Le 

persone che esprimono la volontà di donare per la prima volta dopo i 60 anni 

possono essere accettate a discrezione del medico responsabile della selezione)

 peso corporeo minimo di 50 chilogrammi

 buono stato di salute.

Prima della donazione, ogni candidato donatore è sottoposto quindi a un accurato 

accertamento dell’idoneità fisica e sanitaria, che comprende:

 la compilazione di un questionario anamnestico per identificare eventuali fattori 

di rischio per il donatore o per il ricevente;

 un colloquio e una visita medica condotÝ da personale sanitario qualificato;

 la firma del consenso informato alla donazione, che garantisce la 

consapevolezza e la libera adesione all’atto donazionale.

Il prelievo viene effettuato da personale infermieristico, utilizzando sacche sterili monouso 

contenenti la soluzione anticoagulante CPDA (citrato-fosfato-destrosio-adenina) che 
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preserva la vitalità cellulare e la stabilità dei componenti ematici. Ogni unità di sangue intero 

corrisponde a un volume di circa 450 ± 10% mL e viene raccolta in un tempo medio di 5–10 

minuti.

Oltre alla donazione di sangue intero, è possibile effettuare la donazione mediante aferesi, 

in particolare plasmaferesi, una procedura che consente il prelievo seletÝvo del plasma 

mediante l’impiego di separatori cellulari, con successiva reinfusione degli elementi 

corpuscolati al donatore. Questa metodica permette di ottenere quantitativi di plasma 

superiori rispetto alla donazione di sangue intero ed è pertanto di particolare rilevanza per 

la produzione di plasmaderivati.

Dopo la raccolta, il sangue intero deve essere separato mediante centrifugazione in emazie 

concentrate, plasma e buffy coat.

Nella regione Marche la lavorazione del sangue è centralizzata dal 2020 presso il Polo Unico 

di Lavorazione di Ancona (OfÏcina Trasfusionale), struttura di riferimento regionale per la 

produzione e qualificazione biologica degli emocomponenti. Le unità di sangue raccolte dai 

diversi centri trasfusionali e dalle unità di raccolta associative vengono trasportate 

quotidianamente al polo di lavorazione in condizioni di temperatura controllata (tra +18 °C 

e +25 °C) (Centro Nazionale Sangue, 2020).

Qui le unità vengono processate mediante il sistema Reveos® (Terumo BCT), un sistema 

automatizzato che consente di separare quattro unità di sangue intero in un’unica 

operazione, ottenendo quattro unità di globuli rossi, quattro unità di plasma, e quattro unità 

IPU (Interim Platelet Units).

Dalle IPU vengono successivamente preparati i pool piastrinici, mediante assemblaggio di 

più unità compatibili.

Il plasma ottenuto viene invece sottoposto a congelamento rapido e successivamente 

conferito alla ditta Takeda, incaricata della lavorazione industriale per la produzione di 

plasma farmaceutico (Plasmasafe®). Questo plasma, sottoposto a trattamento con 

solvente/detergente per la inatÝvazione virale, viene poi reimmesso nel circuito 

trasfusionale della Regione Marche per uso clinico.

Infine, le unità di emazie concentrate e i pool piastrinici vengono invece distribuiti ai Centri 

Trasfusionali della regione, sulla base delle scorte minime definite per ciascuna struttura.
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Tale distribuzione è organizzata in modo da garantire la disponibilità costante di 

emocomponenti per la copertura dei fabbisogni clinici e delle emergenze, assicurando al 

contempo l’equilibrio delle riserve regionali per evitare sprechi.

2.2 La terapia trasfusionale: principi generali 

La terapia trasfusionale è una procedura medica essenziale, utilizzata per correggere 

condizioni ematologiche o cliniche in cui il sangue o i suoi componenti risultano deficitari. 

Si tratta di un intervento assistenziale ad alto impatto clinico e di elevata complessità, 

caratterizzato da una stringente regolamentazione finalizzata a garantire una gestione 

appropriata e sicura del sangue e degli emocomponenti, che riveste un ruolo fondamentale 

nel trattamento di condizioni critiche e nel mantenimento delle funzioni vitali del paziente.

In base al quadro clinico del paziente, possono essere richiesti tre principali tipi di 

emocomponenti:

 Emazie concentrate: la trasfusione rappresenta la principale modalità terapeutica 

per ripristinare la capacità di trasporto dell’ossigeno ai tessuti in presenza di anemia 

significativa o perdita ematica acuta. Le principali condizioni che richiedono la 

somministrazione di unità di globuli rossi comprendono anemie croniche (come 

anemia falciforme o talassemia), patologie onco-ematologiche, oppure la necessità 

di rimpiazzo di perdite ematiche dovute a eventi traumatici, incidenti o interventi 

chirurgici.

L’indicazione è generalmente basata su una riduzione della concentrazione di 

emoglobina (Hb) e sulla presenza di segni clinici di ipossia tissutale, che vanno 

sempre valutati nel contesto del quadro emodinamico e delle comorbidità del 

paziente. Il valore soglia (cut-off) di emoglobina al di sotto del quale si considera 

indicata la trasfusione di emazie è 8 g/dL, che va interpretato alla luce del contesto 

clinico: l’età, la funzione cardiaca e polmonare, la rapidità della perdita ematica e la 

presenza di meccanismi compensatori influenzano la decisione. Una unità di emazie 

concentrate aumenta in media il valore di Hb di circa 1 g/dL e l’ematocrito (Hct) del 

3% (Yadav, 2024).
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 Plasma: la trasfusione è indicata nella fase acuta della coagulazione intravascolare 

disseminata (DIC) in presenza di diatesi emorragica, nel trattamento della porpora 

trombotica trombocitopenica (PTT) come liquido sostitutivo nelle procedure di 

plasma-exchange e/o per infusione endovenosa. È inoltre indicata nei deficit 

congeniti o acquisiti di singoli fattori della coagulazione, in presenza di emorragia 

quando non siano disponibili i concentrati specifici dei singoli fattori, e nei deficit 

coagulativi con rischio emorragico elevato, sia in corso di sanguinamento sia a scopo 

profilatÝco prima di un intervento chirurgico o procedura invasiva.

 Piastrine: sono indicate nel trattamento di pazienti con emorragie clinicamente 

significative e severa piastrinopenia. Per i pazienti affetÝ da malatÝe onco-

ematologiche, in condizioni stabili e senza complicanze emorragiche, il valore soglia 

raccomandato è 10.000/mL. La trasfusione piastrinica ad un livello soglia più 

elevato, generalmente definito a 20.000/mL, è indicata nei pazienti con segni di 

emorragia in atto o con fattori di rischio aggiuntivi come febbre elevata, infezione, 

conteggio piastrinico rapidamente decrescente, sepsi, trattamento chemioterapico, 

o in pazienti che devono essere sottoposti a procedure invasive. Per i pazienti 

chirurgici il valore soglia raccomandato è intorno alle 50.000/mL; livelli più elevati 

(50.000-100.000 /mL) sono richiesti solo in particolari condizioni (neurochirurgia, 

campi operatori altamente vascolarizzati, anestesia subaracnoidea e peridurale) 

(“Raccomandazioni per il buon uso del sangue e dei plasmaderivati”, 2016).

2.3 Richiesta di emocomponenti e test pretrasfusionali

Qualora il clinico ravveda la necessità di trasfondere un paziente, deve far pervenire al 

Centro Trasfusionale apposita richiesta di emocomponenti, accompagnata da un prelievo 

raccolto in una provetta sterile identificata in modo univoco con le generalità anagrafiche 

del paziente (cognome, nome, data di nascita), la data e ora del prelievo e la firma di chi ha 

effettuato il prelievo.
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Secondo quanto stabilito dal Decreto Ministeriale “Disposizioni relative ai requisiti di qualità 

e sicurezza del sangue e degli emocomponenti” (DM, 2 Novembre 2015) la richiesta di 

emocomponenti deve riportare in modo completo e leggibile:

 le generalità anagrafiche del paziente (cognome, nome, sesso, data di nascita);

 i dati nosologici (ospedale e reparto di degenza);

 il tipo e la quantità/volume di emocomponenti richiesti;

 la patologia di base e il motivo della richiesta;

 il grado di urgenza;

 i dati di laboratorio essenziali per la valutazione di appropriatezza della richiesta;

 i dati anamnestici immunoematologici (trasfusioni o gravidanze pregresse);

 la data e l’ora della richiesta;

 le firme del medico richiedente e dell’operatore che ha effettuato il prelievo.

In conformità con il medesimo decreto, per l’assegnazione di emocomponenti eritrocitari, 

il Centro Trasfusionale deve garantire l’esecuzione delle seguenti indagini pretrasfusionali:

 Determinazione del gruppo ABO (prova diretta e indiretta) e del tipo Rh(D) del 

ricevente, effettuata anche in tempi antecedenti la richiesta, nel rispetto dei 

criteri di sicurezza relativi all’identificazione del paziente.

 Controllo del gruppo ABO (prova diretta) e del tipo Rh(D) su un campione 

prelevato in momento diverso da quello utilizzato per la prima determinazione. 

Tale controllo deve essere ripetuto per ogni nuova richiesta trasfusionale, 

utilizzando il campione che accompagna la richiesta stessa.

 Ricerca di anticorpi irregolari anti-eritrocitari, volta a escludere la presenza di 

anticorpi clinicamente rilevanti. Nel neonato, al primo evento trasfusionale, la 

ricerca può essere effettuata sul siero materno.

 Prova crociata di compatibilità maggiore (cross-match) tra i globuli rossi del 

donatore e il siero o plasma del ricevente. Nel neonato, al primo evento 

trasfusionale, la prova può essere eseguita sul siero materno.
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Se la ricerca di anticorpi irregolari risulta negativa, la prova crociata può essere omessa: in 

questo caso, in cui si effettua l’assegnazione di emazie di gruppo compatibile senza 

effettuare la prova crociata, si parla di modalità di assegnazione in “type and screen”.

Invece in presenza di anticorpi irregolari sia di nuova identificazione che presenti nello 

storico del paziente, la prova crociata di compatibilità deve essere obbligatoriamente 

eseguita: in questo caso si parla di assegnazione in “crossmatch”.

Le indagini pretrasfusionali da effettuare per l’assegnazione di emocomponenti non 

eritrocitari sono invece le seguenti:

 prima determinazione del gruppo ABO (prova diretta e indiretta) e del tipo Rh(D) del 

ricevente, eseguita anche in tempi antecedenti la richiesta;

 controllo del gruppo ABO (prova diretta) e del tipo Rh(D) su un secondo campione 

prelevato in un momento differente rispetto alla prima determinazione, come 

ulteriore misura di sicurezza. 
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3 L’alloimmunizzazione antieritocitaria 

L’alloimmunizzazione antieritrocitaria è il processo immunologico mediante il quale un 

individuo sviluppa anticorpi diretÝ contro antigeni eritrocitari che non possiede. Gli 

anticorpi così prodotÝ, denominati alloanticorpi o anticorpi irregolari, si distinguono 

nettamente dagli anticorpi naturali del sistema ABO (anti-A e anti-B), i quali sono presenti 

fisiologicamente senza una precedente esposizione a globuli rossi allogenici. La formazione 

di alloanticorpi richiede invece un’esposizione antigenica, che avviene tipicamente 

attraverso trasfusione o gravidanza.

La trasfusione di globuli rossi rappresenta la causa più frequente di alloimmunizzazione 

negli adulti. Ogni unità di emazie contiene numerosi antigeni, alcuni potenzialmente assenti 

nel ricevente; pertanto, il rischio cumulativo aumenta proporzionalmente al numero di 

trasfusioni ricevute. I soggetÝ politrasfusi, come pazienti con talassemia major, anemia 

falciforme, sindromi mielodisplastiche o patologie onco-ematologiche, presentano tassi 

significativamente più elevati di alloimmunizzazione rispetto alla popolazione generale. Tale 

rischio è ulteriormente modulato dalle disparità antigeniche tra donatore e ricevente: ad 

esempio, nei pazienti falcemici afro-discendenti, l’esposizione a sangue di donatori 

prevalentemente caucasici aumenta la probabilità di incontrare antigeni “non-self” e 

sviluppare alloanticorpi (Chou, 2013).

La gravidanza costituisce l’altra principale circostanza in cui si verifica alloimmunizzazione. 

Il passaggio di emazie fetali nel circolo materno, anche in quantità minime, può indurre la 

produzione di anticorpi IgG diretÝ contro antigeni eritrocitari fetali assenti nella madre. Tale 

risposta immunitaria può essere ulteriormente potenziata da eventi ostetrici come traumi 

addominali, minacce d’aborto, amniocentesi o villocentesi, che aumentano il rischio di 

emorragia feto-materna. L’alloimmunizzazione acquisita in gravidanza riveste particolare 

importanza clinica poiché predispone la donna allo sviluppo della malatÝa emolitica del feto 

e del neonato (MEFN) nelle gestazioni successive. Sebbene la profilassi anti-D abbia 

drasticamente ridotto i casi associati all’antigene D, altri anticorpi, come anti-K, anti-c, anti-

E, anti-Fyᵃ e anti-Jkᵃ, assumono oggi un ruolo di crescente rilevanza.
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Dal punto di vista immunologico, il processo di alloimmunizzazione è guidato dal 

riconoscimento degli antigeni eritrocitari “non-self” da parte del sistema immunitario. Le 

emazie allogeniche vengono fagocitate da cellule dendritiche e macrofagi, che processano 

e presentano i peptidi antigenici ai linfociti T CD4+. L’atÝvazione dei linfociti T helper induce 

la differenziazione dei linfociti B in plasmacellule secernenti anticorpi IgG e in cellule della 

memoria immunologica. Quest’ultima componente spiega la possibilità di reazioni 

trasfusionali emolitiche ritardate, che possono manifestarsi anche molti anni dopo 

l’esposizione primaria qualora il paziente riceva nuovamente emazie contenenti il 

medesimo antigene.

Dal punto di vista laboratoristico, l’identificazione degli anticorpi irregolari si basa sul test 

di Coombs indiretto, che rappresenta il metodo di riferimento per lo screening e 

l’identificazione degli anticorpi diretÝ contro antigeni eritrocitari. Questo test prevede 

l’incubazione del siero del paziente con globuli rossi a fenotipo noto e la successiva aggiunta 

di siero antiglobulina; la presenza di anticorpi legati determina agglutinazione, consentendo 

la rilevazione dell’alloanticorpo che successivamente può essere identificato mediante 

pannelli eritrocitari. Tale metodica è fondamentale nel percorso pretrasfusionale e nel 

monitoraggio delle gravide a rischio di MEFN, poiché permette l’individuazione precoce 

degli anticorpi clinicamente significativi.

Gli alloanticorpi eritrocitari possono determinare conseguenze cliniche rilevanti. La MEFN 

rappresenta una delle più importanti, essendo causata dal passaggio transplacentare di IgG 

materne che opsonizzano le emazie fetali inducendone la distruzione. Parallelamente, nelle 

reazioni trasfusionali emolitiche ritardate si osservano un incremento inadeguato 

dell’emoglobina, ittero e, nei casi più gravi, emolisi significativa. In pazienti politrasfusi, 

questi eventi possono compromettere la gestione clinica e richiedere un’accurata 

programmazione delle trasfusioni.

La probabilità che un individuo sviluppi un alloanticorpo non dipende esclusivamente 

dall’esposizione, ma è influenzata da molteplici fattori. Le condizioni cliniche, come stati 

infiammatori, infezioni, patologie autoimmuni e trattamenti immunomodulanti, possono 

modulare la risposta immunitaria rendendo alcuni pazienti più predisposti. Anche la 

frequenza delle trasfusioni è un fattore da considerare: talassemici, falcemici e soggetÝ 
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affetÝ da sindrome mielodisplastica mostrano tassi di alloimmunizzazione nettamente più 

alti rispetto ai pazienti trasfusi occasionalmente. Oltre ai fattori legati all’ospite, anche le 

caratteristiche intrinseche degli antigeni influenzano il rischio: ogni antigene possiede una 

propria immunogenicità, definita come la capacità di indurre una risposta anticorpale. Gli 

antigeni proteici, come quelli dei sistemi Rh e Kell, risultano generalmente più immunogeni 

rispetto a quelli costituiti da carboidrati. La letteratura indica come gli antigeni del sistema 

Rh siano particolarmente rilevanti, con un ordine decrescente di immunogenicità pari a D > 

K > c > E > C > e (Makroo, 2017).

Sotto il profilo epidemiologico, nella popolazione generale di pazienti trasfusi la prevalenza 

dell’alloimmunizzazione è relativamente bassa, attestandosi intorno al 2–5%, con valori 

medi del 2–3%. Nei pazienti politrasfusi, invece, i tassi aumentano in modo significativo, 

variando in media tra il 10% e oltre il 30–40%, con alcune casistiche che riportano valori più 

elevati (Sotolongo, 2023).

Nei pazienti con anemia falciforme trasfusi, la prevalenza dell’alloimmunizzazione è 

comunemente compresa tra 20% e 30%, con studi che riportano valori fino al 50% 

(Campbell-Lee, 2014). 

Nei soggetÝ affetÝ da talassemia trasfusione-dipendente, la frequenza riportata varia in 

maniera piuttosto ampia a seconda delle coorti e delle strategie di matching antigenico, 

collocandosi in genere fra il 5% e il 30%, con una media che nelle revisioni sistematiche più 

recenti si attesta intorno al 10–15%, e con alcuni studi che riportano range complessivi dal 

3% fino a oltre il 30–40% (Chaudhari, 2011).

Questi dati confermano come l’alloimmunizzazione rappresenti una sfida rilevante per il 

sistema trasfusionale e sottolineano l’importanza dei programmi di tipizzazione eritrocitaria 

estesa e di compatibilità più accurata, come quello oggetto del presente studio, al fine di 

ridurre il rischio di incompatibilità immunologica e migliorare la sicurezza trasfusionale.
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4 Scopo della tesi

La corretta gestione della terapia trasfusionale richiede la disponibilità di emocomponenti 

compatibili non solo per i sistemi ABO e Rh, ma anche per i principali sistemi antigenici 

eritrocitari minori. La presenza di anticorpi irregolari nel siero dei pazienti rappresenta 

infatÝ una criticità significativa nella pratica trasfusionale, in quanto può rendere complesso 

il reperimento di unità emazie compatibili in tempi brevi.

Nel triennio 2022-2024 il Dipartimento Interaziendale Regionale di Medicina Trasfusionale 

(DIRMT) della Regione Marche ha promosso un progetto finalizzato alla tipizzazione 

eritrocitaria estesa dei donatori, con l’obietÝvo di migliorare la tempestività e la sicurezza 

nella gestione delle richieste di sangue per pazienti immunizzati. Nell’ambito di questo 

progetto, i Servizi di Immunoematologia e Medicina Trasfusionale (SIT) dei presidi 

ospedalieri di Fermo, Macerata, Pesaro e Ancona hanno eseguito la tipizzazione eritrocitaria 

estesa di donatori di gruppo 0 e A, che rappresentano le tipologie più frequentemente 

utilizzate nella pratica clinica trasfusionale nazionale.

Il presente lavoro di tesi si inserisce in questo contesto e ha come finalità principale l’analisi 

dei dati relativi alla tipizzazione eritrocitaria estesa dei donatori afferenti al SIT di Fermo, 

effettuata nell’ambito del progetto regionale.

Gli obietÝvi specifici dello studio sono:

 Analizzare la distribuzione fenotipica dei sistemi eritrocitari analizzati (Duffy, Kidd e 

MNS) nei donatori di gruppo 0 e A;

 Mettere in relazione i dati ottenuti dalla tipizzazione con i dati relativi agli anticorpi 

irregolari identificati nei pazienti esaminati dal SIT di Fermo tra l’anno 2022 e 2025 

(mese di giugno), al fine di individuare le specificità antigeniche maggiormente 

coinvolte nei fenomeni di immunizzazione e valutare l’efÏcacia del progetto di 

tipizzazione nel garantire la presenza di donatori con un profilo antigenico idoneo a 

soddisfare le esigenze trasfusionali dei pazienti immunizzati.

L’analisi dei dati consentirà di ottenere una visione più approfondita della distribuzione 

antigenica della popolazione donatrice locale, evidenziando le potenzialità e le eventuali 



26

carenze nella disponibilità di fenotipi rari o utili per pazienti immunizzati.

I risultati potranno inoltre costituire una base di riferimento per future implementazioni del 

progetto, con la possibilità di ampliare il pannello antigenico considerato e di otÝmizzare la 

rete regionale di disponibilità di emazie tipizzate.
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5 Materiali e Metodi

5.1 Selezione e caratteristiche del campione di donatori

Ai fini del progetto sono stati selezionati donatori appartenenti ai gruppi sanguigni 0 e A, 

con età inferiore ai 50 anni. I fondi disponibili prevedevano la possibilità di tipizzare 100 

donatori all’anno; pertanto, considerando il triennio 2022–2024, si stimava un totale atteso 

di 300 tipizzazioni. Tuttavia, per motivi economici, il progetto è stato interrotto 

anticipatamente nel mese di maggio 2024, determinando un numero complessivo di 

campioni raccolti inferiore rispetto alla previsione iniziale.

Nel periodo di atÝvità sono stati ottenuti 242 prelievi in provette contenenti  

l’anticoagulante acido etilendiamminotetraacetico (EDTA). Di questi, 10 campioni sono stati 

esclusi perché coagulati. Ulteriori 6 campioni sono stati esclusi dall’analisi statistica poiché 

provenienti da donatori già sottoposti a tipizzazione estesa e riprelevati unicamente per la 

verifica di test risultati dubbi.

Il numero totale di campioni validi per l’analisi statistica è pertanto pari a 226.

La distribuzione dei campioni validi è la seguente:

Tra i 226 campioni:

 92 appartengono al gruppo AB0 A, così distribuiti:

 A Rh positivo: 77

 A Rh negativo: 12

 A Rh Du (D debole): 2

 Am Rh positivo: 1

 134 appartengono al gruppo AB0 0, così distribuiti:

 0 Rh positivo: 111

 0 Rh negativo: 23
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5.2 Metodiche

Le metodiche utilizzate nell’ambito del progetto di tesi sono state eseguite in modalità 

completamente automatizzata mediante lo strumento Ortho Vision™ (Ortho Clinical 

Diagnostics), che sfrutta la tecnologia di agglutinazione in colonna.

Tale tecnologia si basa sul principio dell’interazione antigene–anticorpo: quando un 

antigene presente sulla superficie dei globuli rossi incontra il corrispondente anticorpo, si 

verifica la formazione di agglutinati. L’entità dell’agglutinazione riflette la presenza e la 

quantità dell’interazione antigenica specifica.

La reazione avviene all’interno delle cassette Ortho BioVue® (figura 3), costituite da 

microcolonne pre-riempite con microsfere di vetro e contenenti i reagenti necessari alla 

prova. 

Figura 3: Cassetta Ortho BioVue®.

Un risultato positivo si osserva quando i complessi antigene–anticorpo formano agglutinati 

che rimangono intrappolati nella parte superiore della colonna. Tale stratificazione è dovuta 

alle dimensioni degli agglutinati, che impediscono loro di attraversare la matrice del mezzo 

separatore.

Al contrario, in assenza di interazione antigene–anticorpo, i globuli rossi non agglutinati 

migrano liberamente attraverso le microsfere di vetro e si depositano sul fondo del 

pozzetto, configurando un risultato negativo.

L’intensità dell’agglutinazione viene classificata secondo una scala semiquantitativa 

standardizzata:
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 4+: gli eritrociti agglutinati formano una banda in cima alla colonna di microsfere di 

vetro;

 3+: la maggior parte degli eritrociti agglutinati sono trattenuti o intrappolati nella 

metà superiore della colonna;

 2+: gli eritrociti agglutinati vengono osservati su tutta la lunghezza della colonna. Un 

bottone di cellule non agglutinate si può notare sul fondo della colonna;

 1+: la maggior parte degli eritrociti agglutinati sono trattenuti o intrappolati nella 

metà inferiore della colonna. Sul fondo della colonna si può notare un bottone di 

cellule;

 Negativo: tutÝ gli eritrociti passano attraverso la colonna e formano un bottone di 

cellule regolare, definito sul fondo della colonna.

La lettura e l’interpretazione dei risultati avvengono in modo automatico tramite il sistema 

otÝco integrato dello strumento, che assegna il grado di reazione e segnala eventuali 

risultati incongruenti o richiedenti revisione manuale (figura 4).

Figura 4: Rappresentazione dei diversi gradi di positività della reazione di 

agglutinazione in colonna.

5.2.1 Determinazione del gruppo sanguigno

La determinazione del gruppo sanguigno si basa sull’esecuzione di due prove 

complementari come previsto da legge vigente: la prova diretta, che permette di 

identificare gli antigeni presenti sulla superficie dei globuli rossi mediante antisieri specifici 

(Anti-A, Anti-B, Anti-D), e la prova indiretta, che consente di evidenziare gli anticorpi naturali 
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eventualmente presenti nel siero del paziente attraverso l’aggiunta di emazie test di gruppo 

noto.

Per entrambe le prove, il campione raccolto in provetta con EDTA viene centrifugato a 3700 

rpm per 10 minuti al fine di separare la componente corpuscolata dal plasma.

Per la prova diretta, l’analizzatore automatico Ortho Vision utilizza la cassetta Ortho 

BioVue® “ABO-Rh Grouping Cassette”. Questa cassetta è costituita da 6 colonne contenenti 

una soluzione tampone e reagenti specifici, in particolare (figura 5):

 Colonna 1 – Anti-A: identifica la presenza dell’antigene A sui globuli rossi del 

paziente (reazione positiva in soggetÝ di gruppo A o AB);

 Colonna 2 – Anti-B: identifica la presenza dell’antigene B (positiva in soggetÝ di 

gruppo B o AB);

 Colonna 3 – Anti-AB: reagente polispecifico in grado di riconoscere sia l’antigene A 

che l’antigene B, utile nell’identificazione di varianti o espressioni deboli/parziali 

degli antigeni;

 Colonna 4 – Anti-D: consente la determinazione dello stato Rh del paziente;

 Colonna 5 – Anti-CDE: contiene anticorpi polispecifici diretÝ contro antigeni del 

sistema Rh (C, c, E, e);

 Colonna 6 – Controllo: verifica l’assenza di agglutinazioni aspecifiche; il test è valido 

solo se questa colonna risulta negativa.

Figura 5: Cassetta Ortho BioVue® ABO-Rh Grouping Cassette.
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Lo strumento diluisce le emazie del campione in soluzione fisiologica fino a una 

concentrazione dello 0,4%, distribuisce 10 µL della sospensione in ciascuna colonna, 

effettua la centrifugazione e interpreta il risultato in base al pattern di agglutinazione 

osservato.

Per la prova indiretta, l’Ortho Vision utilizza emazie AfÏrmagen allo 0,8% (A1, A2, B, O), 

ovvero globuli rossi di gruppo noto, in combinazione con la cassetta Ortho BioVue® 

“Reverse Diluent Cassette” (figura 6). 

Queste cassette sono costituite da 6 colonne contenenti una soluzione tampone con 

albumina bovina e potenziatori macromolecolari otÝmizzati per l’uso nei test di gruppo 

indiretto.

Figura 6: Cassetta Ortho BioVue® Reverse Diluent Cassette.

Lo strumento dispensa 50 µL delle cellule AfÏrmagen allo 0,8% nelle prime quattro colonne 

(A1 nella colonna 1, A2 nella colonna 2, B nella colonna 3, O nella colonna 4) e 

successivamente distribuisce 40 µL di siero del campione in ciascuna colonna. Dopo la 

centrifugazione, il sistema interpreta le reazioni e mostra il risultato.

Il gruppo ABO ottenuto tramite prova diretta e prova indiretta deve sempre essere 

concordante; in caso contrario è necessario procedere alla risoluzione della discrepanza 

prima di assegnare il gruppo sanguigno definitivo.
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5.2.2 Fenotipo Rh e Kell

Per la determinazione del fenotipo Rh e Kell, l’analizzatore automatico Ortho Vision utilizza 

la cassetta Ortho BioVue® “Rh/K Cassette” (figura 7). Questa cassetta è costituita da sei 

colonne contenenti una soluzione tampone con albumina bovina e reagenti specifici per 

l’identificazione degli antigeni dei sistemi Rh e Kell. Le colonne hanno le seguenti funzioni:

 Colonna 1 – Anti-C: identifica la presenza dell’antigene C sulle emazie;

 Colonna 2 – Anti-E: evidenzia l’antigene E;

 Colonna 3 – Anti-c: rileva l’antigene c;

 Colonna 4 – Anti-e: rileva l’antigene e;

 Colonna 5 – Anti-K: permette la determinazione dell’antigene K del sistema Kell;

 Colonna 6 – Controllo: verifica l’assenza di agglutinazioni aspecifiche e consente di 

validare il test.

 Figura 7: Cassetta Ortho BioVue® Rh/K Cassette.

Per l’esecuzione del test, il campione raccolto in provetta con EDTA viene centrifugato a 

3700 rpm per 10 minuti per separare il plasma dalla componente corpuscolata, quindi 

caricato sullo strumento. L’Ortho Vision prepara automaticamente una sospensione 

eritrocitaria al 4% in fisiologica, ne dispensa 10 µL in ciascuna colonna della cassetta, 

effettua la centrifugazione per 5 minuti e interpreta il risultato in base al pattern di 

agglutinazione osservato.
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cellule reagenti hanno reagito con il siero del paziente e quindi formulare un’ipotesi 

sull’anticorpo coinvolto.

Figura 9: Profilo antigenico delle emazie Surgiscreen

5.2.4 Pannello identificativo

Il pannello identificativo sfrutta la stessa metodologia descritta per il Test di Coombs 

indiretto, ma utilizza 11 emazie test a profilo antigenico noto, anziché 3.

Presso il laboratorio di Immunoematologia del Centro Trasfusionale di Fermo è disponibile 

il pannello “0,8% RESOLVE® Panel C System”, costituito da 22 flaconi per l’identificazione 

degli anticorpi irregolari: undici flaconi contenenti eritrociti non trattati e undici flaconi 

contenenti eritrociti trattati con ficina (figura 10).

Figura 10: 0,8% RESOLVE Panel C System
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Al momento della produzione, la ditta parte da due set di flaconi inizialmente identici, 

poiché contengono eritrociti con lo stesso profilo antigenico. Successivamente quando uno 

dei due set viene trattato con ficina, un enzima proteolitico, la superficie dei globuli rossi 

subisce modificazioni: alcuni antigeni vengono parzialmente o completamente eliminati, 

diventando quindi non più riconoscibili dagli anticorpi, mentre altri antigeni risultano più 

esposti e di conseguenza reagiscono in modo più intenso. Tra gli antigeni più sensibili al 

trattamento enzimatico si trovano quelli dei sistemi Duffy (Fya, Fyb), MNS (M, N, S, s) e Xga, 

che vengono marcamente indeboliti o distrutÝ.

Queste differenze di comportamento permettono di interpretare con maggiore chiarezza il 

profilo anticorpale del paziente. Se un anticorpo è presente nel pannello non trattato ma 

scompare in quello ficinato, è verosimile che sia diretto contro un antigene sensibile 

all’enzima, come nel caso degli anticorpi anti-Duffy o anti-M/N. Al contrario, se un anticorpo 

mostra una reatÝvità più intensa dopo il trattamento enzimatico, è probabile che 

appartenga a un sistema potenziato dall’azione della ficina, come Rh, Kidd o Lewis.

L’analisi congiunta delle reazioni ottenute con le cellule trattate e non trattate consente 

quindi di definire con precisione la specificità dell’anticorpo irregolare, poiché ciascuna 

cellula del pannello presenta una combinazione unica di antigeni che permette 

un’interpretazione differenziale accurata.

5.2.5 Test di Coombs diretto

Il Test di Coombs diretto è un esame che consente di rilevare la presenza di anticorpi o 

componenti del complemento adesi alle emazie. 

Nell’ambito del progetto di tipizzazione estesa, ogni volta che è stata eseguita la tipizzazione 

del donatore è stato esaminato anche il Test di Coombs diretto. La presenza di anticorpi 

adesi ai globuli rossi può infatÝ creare difÏcoltà interpretative, poiché può determinare 

risultati falsamente positivi nella tipizzazione fenotipica. 

In nessun donatore arruolato nello studio è stata riscontrata una positività del Test di 

Coombs diretto.
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Per l’esecuzione del test, lo strumento Ortho Vision utilizza le cassette Ortho BioVue® “Poly 

Cassette” (figura 8), contenenti il siero di Coombs necessario a mettere in evidenza 

l’eventuale sensibilizzazione delle emazie.

Il campione, raccolto in provetta con EDTA, viene centrifugato a 3700 rpm per 10 minuti per 

separare la componente corpuscolata dal plasma.

Lo strumento prepara una sospensione eritrocitaria al 4% in fisiologica e ne dispensa 10 µL 

in ciascuna colonna della cassetta; successivamente esegue la centrifugazione per 5 minuti 

e interpreta automaticamente il risultato in base alla presenza o assenza di agglutinazione.

5.2.6 Tipizzazione sistema Duffy

Per la determinazione del fenotipo Duffy, l’analizzatore automatico Ortho Vision utilizza la 

cassetta Ortho BioVue® “IgG Cassette” (figura 11) e i reagenti ORTHO™ Sera Anti- Fy e 

ORTHO™ Sera Anti-Fyᵇ. 

La cassetta è costituita da sei colonne contenenti una soluzione tampone con albumina 

bovina e antisiero anti-IgG di coniglio, necessario per evidenziare la presenza o l’assenza 

degli antigeni.

Figura 11: Cassetta Ortho BioVue® IgG Cassette

Il campione prelevato in provetta con EDTA viene centrifugato a 3700 rpm per 10 minuti per 

separare il plasma dalla componente corpuscolata. Successivamente viene caricato 

sull’analizzatore, che prepara una sospensione eritrocitaria al 4% in fisiologica e la dispensa 

in due pozzetÝ della cassetta. Lo strumento aggiunge quindi 40 µL di ORTHO™ Sera Anti- 

Fyᵃ in un pozzetto e 40 µL di ORTHO™ Sera Anti- Fyᵇ nell’altro. La miscela viene incubata per 
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15 minuti a 37 °C, quindi la cassetta viene centrifugata e infine il sistema esegue la lettura 

automatica, interpretando la presenza o l’assenza di agglutinazione per ciascun antigene.

5.2.7 Tipizzazione sistema Kidd

Per la determinazione del fenotipo Kidd, l’analizzatore automatico Ortho Vision utilizza la 

cassetta Ortho BioVue® “Reverse Diluent” (figura 6) e i reagenti ORTHO™ Sera Anti-Jkᵃ e 

ORTHO™ Sera Anti-Jkᵇ, specifici per l’identificazione degli antigeni del sistema Kidd.

Il campione prelevato in provetta con EDTA viene centrifugato a 3700 rpm per 10 minuti per 

separare il plasma dalla componente corpuscolata. Successivamente viene caricato 

sull’analizzatore, che prepara una sospensione eritrocitaria al 4% e la dispensa in due 

pozzetÝ della cassetta. Lo strumento aggiunge quindi 40 µL di ORTHO™ Sera Anti-Jkᵃ in un 

pozzetto e 40 µL di ORTHO™ Sera Anti-Jkᵇ nell’altro.

La cassetta viene poi centrifugata per 5 minuti, dopodiché il sistema esegue 

automaticamente la lettura e interpreta la presenza o l’assenza di agglutinazione per 

ciascun antigene, consentendo la definizione del fenotipo Kidd del donatore.

5.2.8 Tipizzazione sistema MNS

Per la determinazione del sistema MNS, lo strumento Ortho Vision utilizza, le cassette Ortho 

BioVue® “Neutral Cassette” per l’identificazione degli antigeni M e N, le cassette Ortho 

BioVue® “IgG Cassette” (figura 11) per la determinazione degli antigeni S e s, e i reagenti 

ORTHO™ Sera Anti-M, Anti-N, Anti-S e Anti-s.

La “Neutral Cassette” è costituita da 6 colonne contenenti una soluzione tampone con 

albumina bovina e un potenziatore otÝmizzato all’uso nei test diretÝ con eritrociti trattati 

con enzimi.

Per la tipizzazione degli antigeni M e N, il campione raccolto in provetta con EDTA viene 

centrifugato a 3700 rpm per 10 minuti, quindi caricato sullo strumento. L’analizzatore 

prepara una sospensione eritrocitaria al 4% in fisiologica e ne dispensa 10 µL in due colonne 

della “Neutral Cassette”. Successivamente aggiunge 40 µL di Anti-M in una colonna e 40 µL 
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di Anti-N nell’altra, centrifuga la cassetta per 5 minuti ed esegue la lettura automatica 

dell’agglutinazione.

Per la determinazione degli antigeni S e s, lo strumento prepara nuovamente una 

sospensione eritrocitaria al 4% in fisiologica e ne dispensa 10 µL in due colonne della “IgG 

Cassette”. Aggiunge poi 40 µL di Anti-S in una colonna e 40 µL di Anti-s nell’altra. La miscela 

viene incubata per 15 minuti a 37 °C, quindi sottoposta a centrifugazione per 5 minuti. 

Infine, il sistema interpreta automaticamente il risultato in base alla presenza o all’assenza 

di agglutinazione, definendo così il fenotipo del donatore.

5.2.9 Controlli di qualità

Per garantire la validità e l’afÏdabilità delle sedute analitiche sono stati utilizzati controlli di 

qualità interni, ovvero materiali con reatÝvità nota che permettono di verificare il corretto 

funzionamento dello strumento e dei reagenti prima dell’analisi dei campioni.

Come controllo di qualità per gli esami gruppo sanguigno ABO/Rh, fenotipo Rh/Kell e test 

di Coombs sono stati impiegati i controlli Ortho Confidence (Ortho Clinical Diagnostics). 

Per le sedute di tipizzazione estesa, e in particolare per i sistemi MNS, Kidd e Duffy, sono 

state utilizzate le emazie Screen Cyte 3% (Grifols). Per ciascun antigene sono stati analizzati 

un controllo positivo e uno negativo, così da verificare la corretta reatÝvità dei reagenti Anti-

M, Anti-N, Anti-S, Anti-s, Anti-Jkᵃ, Anti-Jkᵇ, Anti-Fyᵃ e Anti-Fyᵇ. 
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6 Analisi dei dati

6.1 Il sistema Duffy: analisi delle frequenze

Per quanto riguarda il sistema Duffy, sono state calcolate le frequenze dei vari fenotipi nei 

226 donatori analizzati. La distribuzione dei fenotipi (figura 12) è la seguente:

 Fy(a+b+): 91 donatori (40% del totale);

 Fy(a+b-): 48 donatori (21% del totale);

 Fy(a-b+): 87 donatori (39% del totale);

 Fy(a-b-): nessun donatore ha mostrato questo fenotipo.

Successivamente, le frequenze sono state analizzate separatamente per i donatori di 

gruppo 0 e A (figura 13).

Per i donatori di gruppo 0 la distribuzione è la seguente:

 Fy(a+b+): 53 donatori (40% del totale);

 Fy(a+b-): 26 donatori (19% del totale);

 Fy(a-b+): 55 donatori (41% del totale).

Per i donatori di gruppo A risulta invece:
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 Fy(a+b+): 38 donatori (41% del totale);

 Fy(a+b-): 22 donatori (24% del totale);

 Fy(a-b+): 32 donatori (35% del totale).

Figura 13: Grafico a barre relativo alla frequenza dei vari fenotipi del sistema Duffy riscontrati nei 

donatori di gruppo A e 0.

I risultati ottenuti mostrano che i fenotipi Fy(a+b+) e Fy(a-b+) sono i più rappresentati nella 

popolazione donatrice analizzata, con frequenze complessive pari rispetÝvamente al 40% e 

al 39%. Il fenotipo Fy(a+b-) risulta meno frequente (21%), mentre Fy(a-b-) non è stato 

osservato in alcun donatore.

Secondo quanto riportato in letteratura nella popolazione caucasica le frequenze tipiche 

sono: per il fenotipo Fy(a+b+) circa il 49%, per il fenotipo Fy(a-b+) il 34%, e per il fenotipo 

Fy(a+b-) il 17%. Il fenotipo Fy(a-b-) invece risulta molto raro nella popolazione caucasica 

(<1%) mentre è uno dei più comuni nella popolazione africana (>60%), a causa della 

selezione naturale esercitata dal Plasmodium vivax, nei confronti del quale conferisce 

resistenza (Dean, 2005).

Il confronto con tali dati mostra che la distribuzione dei fenotipi nella popolazione donatrice 

del SIT di Fermo, seppur con lievi differenze, è nel complesso sovrapponibile a quella 
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caucasica, confermando che il campione riflette la distribuzione attesa per soggetÝ di 

origine europea.

Analizzando separatamente i donatori di gruppo 0 e A, non si osservano differenze rilevanti 

nella distribuzione dei fenotipi Duffy: le proporzioni risultano sovrapponibili nei due gruppi. 

Questo risultato è coerente con la biologia molecolare dei due sistemi, i cui loci si trovano 

su cromosomi differenti (ABO: 9q34; ACKR1/Duffy: 1q23.2), e per i quali non è quindi atteso 

linkage genetico.

Anche la letteratura scientifica conferma l’assenza di evidenze a supporto di 

un’associazione diretta tra i sistemi ABO e Duffy. Gli studi di fenotipizzazione estesa che 

valutano contemporaneamente più sistemi antigenici, come quello di Owaidah et al. (2020), 

riportano infatÝ esclusivamente la distribuzione delle frequenze fenotipiche senza 

evidenziare associazioni specifiche tra ABO e Duffy, ma limitandosi al confronto tra 

popolazioni e aree geografiche.

6.2 Il sistema Kidd: analisi delle frequenze

Per quanto riguarda il sistema Kidd, sono state calcolate le frequenze dei diversi fenotipi 

nella popolazione donatrice analizzata (figura 14):

 Jk(a+b+): 113 donatori (50% del totale);

 Jk(a+b-): 72 donatori (32% del totale);

 Jk(a-b+): 41 donatori (18% del totale);

 Jk(a-b-): nessun donatore ha mostrato questo fenotipo.
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Figura 14: Grafico a barre relativo alla frequenza dei vari fenotipi del sistema Kidd riscontrati nel 

campione di donatori in esame.

Successivamente, le frequenze sono state distinte in base al gruppo sanguigno (figura 15).

Per i donatori di gruppo 0 la distribuzione fenotipica è la seguente:

 Jk(a+b+): 67 donatori (50% del totale);

 Jk(a+b-): 44 donatori (33% del totale);

 Jk(a-b+): 23 donatori (17% del totale).

Per i donatori di gruppo A è riportata di seguito:

 Jk(a+b+): 46 donatori (50% del totale);

 Jk(a+b-):28 donatori (30% del totale);

 Jk(a-b+): 18 donatori (20% del totale).
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Figura 15: Grafico a barre relativo alla frequenza dei vari fenotipi dell’antigene Kidd riscontrati nei 

donatori di gruppo A e gruppo 0

I risultati ottenuti mostrano che il fenotipo Jk(a+b+) risulta il più rappresentato, con una 

frequenza del 50%, seguito da Jk(a+b−) (32%) e Jk(a−b+) (18%).

Nessun donatore ha mostrato il fenotipo Jk(a−b−), in accordo con la sua estrema rarità nella 

popolazione generale.

Secondo la letteratura nella popolazione caucasica le frequenze tipiche sono: per il fenotipo 

Jk(a+b+) il 50%, per il fenotipo Jk(a+b−) il 26%, per il fenotipo Jk(a−b+) il 23%, mentre il 

fenotipo Jk(a−b−) è il più raro (<1%) (Dean, 2005).

Il confronto con tali dati mostra una distribuzione sovrapponibile a quella descritta nella 

letteratura per i soggetÝ di origine europea, con lievi differenze attribuibili alla variabilità 

campionaria.

Analizzando separatamente i donatori di gruppo 0 e A, la distribuzione fenotipica appare 

molto simile nei due sottogruppi: in entrambi i casi prevale il fenotipo Jk(a+b+) (50%), 

seguito da Jk(a+b−) (33% nel gruppo 0; 30% nel gruppo A) e Jk(a−b+) (17% e 20%, 

rispetÝvamente).

Tale uniformità suggerisce l’assenza di una correlazione tra gruppo ABO e fenotipo Kidd, in 
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linea con quanto atteso sul piano genetico, poiché i loci ABO (9q34) e SLC14A1/JK (18q12.3) 

sono localizzati su cromosomi differenti e non mostrano linkage genetico.

Anche in questo caso, la letteratura disponibile conferma che non sono documentate 

associazioni significative tra i due sistemi antigenici, e che gli studi presenti sono 

prevalentemente descritÝvi delle frequenze fenotipiche nelle varie popolazioni (Owaidah, 

2020).

6.3 Il sistema MNS: analisi delle frequenze

Per quanto riguarda il sistema MNS sono state calcolate le frequenze dei vari fenotipi nella 

popolazione donatrice analizzata (figura 16): 

- M+N-S+s-: 17 donatori (8% del totale);

- M+N-S+s+: 35 donatori (15% del totale);

- M+N-S-s+: 18 donatori (8% del totale);

- M+N+S+s+: 68 donatori (30% del totale);

- M+N+S-s+: 44 donatori (19% del totale);

- M+N+S+s-: 9 donatori (4% del totale);

- M-N+S+s+: 12 donatori (5% del totale);

- M-N+S-s+: 21 donatori (9% del totale);

- M-N+S+s-: 2 donatori (1% del totale).
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Per i donatori di gruppo 0 i dati ottenuti sono i seguenti (figura 17):

- M+N-S+s-: 13 donatori (10% del totale);

- M+N-S+s+: 19 donatori (14% del totale);

- M+N-S-s+: 8 donatori (6% del totale);

- M+N+S+s+: 35 donatori (26% del totale);

- M+N+S-s+: 34 donatori (25% del totale);

- M+N+S+s-: 6 donatori (5% del totale);

- M-N+S+s+: 8 donatori (6% del totale);

- M-N+S-s+: 11 donatori (8% del totale);

Per il gruppo A i dati ottenuti sono i seguenti:

- M+N-S+s-: 4 donatori (4% del totale);

- M+N-S+s+: 16 donatori (17% del totale);

- M+N-S-s+: 10 donatori (11% del totale);
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- M+N+S+s+: 33 donatori (36% del totale);

- M+N+S-s+:10 donatori (11% del totale);

- M+N+S+s-: 3 donatori (3% del totale);

- M-N+S+s+: 4 donatori (4% del totale);

- M-N+S-s+: 10 donatori (11% del totale);

- M-N+S+s-: 2 donatori (2% del totale).

La distribuzione dei fenotipi del sistema MNS evidenzia una notevole variabilità antigenica 

nella popolazione donatrice.

Il fenotipo M+N+S+s+ è risultato il più rappresentato, con una frequenza del 30%, seguito 

da M+N+S−s+ (19%) e M+N−S+s+ (15%).

Le restanti combinazioni presentano valori inferiori al 10%, con M−N+S+s− come fenotipo 

più raro (1%).

Questi risultati sono in accordo con quanto riportato in letteratura, secondo cui nella 

popolazione caucasica i fenotipi più comuni sono M+N+S+s+ e M+N+S−s+, con frequenze 
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complessive superiori al 40–45%. L’assenza di fenotipi rari come S−s− e la bassa prevalenza 

di M−N+S+s− sono compatibili con la distribuzione tipica osservata nelle popolazioni 

europee (Dean, 2005).

Analizzando separatamente i donatori di gruppo 0 e A, non si evidenziano differenze 

sostanziali nella distribuzione fenotipica. Nei donatori di gruppo 0, i fenotipi più frequenti 

risultano M+N+S+s+ (26%) e M+N+S−s+ (25%), mentre nei donatori di gruppo A prevale 

M+N+S+s+ (36%), seguito da M+N−S+s+ (17%). Le variazioni osservate rientrano nei limiti 

della variabilità campionaria e non suggeriscono l’esistenza di una relazione tra gruppo ABO 

e fenotipo MNS. Tale risultato è coerente con la biologia molecolare dei due sistemi: il gene 

GYPA/GYPB, che codifica per gli antigeni M, N, S e s, è localizzato sul cromosoma 4q31.21, 

mentre il gene ABO si trova sul cromosoma 9q34.

La loro posizione su cromosomi differenti esclude la possibilità di linkage genetico, 

rendendo quindi improbabile qualsiasi correlazione tra i due sistemi.

Anche in letteratura non sono riportate associazioni statisticamente significative tra i 

sistemi ABO e MNS; i principali studi disponibili si limitano a fornire descrizioni fenotipiche 

della distribuzione antigenica in differenti popolazioni (Owaidah, 2020).

6.4 Anticorpi irregolari identificati: analisi delle frequenze

Nel periodo compreso tra gennaio 2022 e giugno 2025, presso il Servizio di 

Immunoematologia del Centro Trasfusionale di Fermo, sono stati identificati 288 anticorpi 

irregolari.

Per descrivere adeguatamente la composizione di questo gruppo di pazienti possono 

essere suddivisi in due gruppi principali (figura 18): 

- 129 pazienti (45%) con Test di Coombs indiretto (TCI) richiesto come indagine 

pretrasfusionale, in cui la ricerca di anticorpi irregolari è finalizzata a garantire la 

compatibilità prima della trasfusione di emazie concentrate;

- 159 pazienti (55%) con Test di Coombs indiretto (TCI) richiesto al di fuori del 

contesto di terapia trasfusionale, principalmente quindi nell’ambito del 

monitoraggio delle gravidanze o in controlli immunoematologici.
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ᵃ

ᵃ

ᵇ

ᵇ

ᵃ

Include campioni con presenza di più specificità (es. anti-D + anti-C, anti-K + anti-Kpᵃ, 

Il dettaglio delle alloimmunizzazioni multiple è descritto nella Tabella 5. 

Anti-D + Anti-C

Anti-D + Anti-E

Anti-D + Anti-Jkᵃ

Anti-Fyᵃ + Anti-c

Anti-K + Anti-E
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Anti-K + Anti-Kpᵃ

Anti-Leᵃ+ Anti-Leᵇ

Totale alloimmunizzazioni multiple

Dall’analisi delle frequenze emerge che gli anticorpi anti-D costituiscono la principale causa 

di positività al Test di Coombs indiretto, rappresentando il 35,8% di tutÝ gli anticorpi rilevati 

(103 casi).

Gli anti-D possono avere due differenti origini:

- immunizzazione atÝva, quando il paziente produce anticorpi in seguito a 

esposizione ad eritrociti Rh(D) positivi;

- immunizzazione passiva, conseguente alla somministrazione di immunoglobuline 

anti-D nelle donne Rh(D) negative durante la gravidanza.

Dal punto di vista clinico, solo l’immunizzazione atÝva ha rilevanza trasfusionale e ostetrica, 

per cui risulta fondamentale distinguere tra le due tipologie.

Grazie alla tracciabilità delle procedure di immunoprofilassi nel gestionale di laboratorio, è 

stato possibile classificare correttamente i casi (figura 20):

- 89 casi (86%) erano riconducibili a immunizzazione passiva (profilassi anti-D);

- 14 casi (14%) rappresentavano immunizzazione atÝva.
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condotta su pazienti con talassemia major sottoposti a trasfusioni ripetute, ha mostrato una 

prevalenza predominante di anti-E (34,6%) e anti-D (13,7%), entrambi appartenenti al 

sistema Rh.

Sono invece più rari gli studi che considerano contemporaneamente più categorie di 

soggetÝ, come donatori, donne in gravidanza e potenziali riceventi di emocomponenti.

Tra questi, lo studio di Erikstein et al. (2019), condotto presso un centro trasfusionale 

norvegese, ha riportato come gli alloanticorpi più frequenti nella popolazione complessiva 

fossero anti-E (20,1%), anti-M (18,7%), anti-K (9,8%), anti-D (8,9%) e anti-Fyᵃ (7,0%). 

Analizzando separatamente le donne in gravidanza, lo stesso studio ha rilevato una 

prevalenza dell’anti-M pari al 20,8%.

Alla luce di questi dati, la maggiore frequenza di anti-M osservata nel presente studio può 

essere attribuita alla diversità della popolazione esaminata, nella quale il contributo delle 

donne in età fertile o gravide e la possibile presenza di anticorpi naturali di classe IgM 

possono aver influito sull’aumentata rilevazione di tale specificità.

Per quanto riguarda le frequenze relative agli alloanticorpi anti-K (6,6%), anti-E (4,9%), anti-

D (4,9%), queste sono in linea con gli studi sopra citati, in quanto nonostante le diverse 

categorie di pazienti oggetto di studio, sono le specificità anticorpali più frequentemente 

rilevate.

L’ anti-c invece è stato riscontrato nel 3,8% dei casi, dato che riflette l’elevata 

immunogenicità dell’antigene considerano la gerarchia di risposta immunitaria D > K > c > 

E > C > e.

Oltre agli anticorpi diretÝ verso il sistema Rh, nel presente studio sono stati poi identificati 

quelli relativi al sistema Duffy (anti-Fyᵃ 3,1% e anti-Fyᵇ 1,4%), al sistema Lewis (anti-Leᵃ 3,8% 

e anti-Leᵇ 1,4%), e al sistema Kidd (anti-Jkᵃ 2,8%). Le percentuali di frequenza più basse le 

ritroviamo nel sistema Lutheran (anti-Luᵃ (1,4%), anti-Luᵇ (0,3%)), seguito dall’ anti-P1 

(1,4%), e da un numero più limitato di anti-S (1,0%) e anti-s (0,7%) del sistema MNS.

Sono stati poi rilevati 11 casi (3,8%) di alloimmunizzazioni multiple, comprendenti 

combinazioni di anticorpi appartenenti ai sistemi Rh, Kell, Duffy e Lewis (es. anti-D + anti-C, 

anti-K + anti-Kpᵃ, anti-Leᵃ + anti-Leᵇ). Queste associazioni riflettono una storia 

immunoematologica complessa nei pazienti coinvolti che sono spesso soggetÝ politrasfusi 
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e sottolineano l’importanza della tipizzazione eritrocitaria estesa, al fine di garantire una 

gestione trasfusionale sicura e tempestiva.

Si segnala infine una quota non trascurabile di campioni non identificabili (19,1%), 

attribuibile al basso titolo anticorpale o alla compresenza di autoanticorpi, condizioni che 

possono rendere difÏcoltosa e non univoca l’interpretazione del pannello di identificazione 

e che richiederebbero l’impiego di metodiche alternative o di indagini di secondo livello, 

come quelle di biologia molecolare, attualmente non disponibili presso il laboratorio del SIT 

di Fermo.
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7 Conclusioni

Lo scopo di questo lavoro è concludere e valutare il progetto regionale di tipizzazione 

eritrocitaria estesa presso il SIT di Fermo, analizzando la distribuzione dei fenotipi dei 

sistemi Duffy, Kidd e MNS nei donatori di gruppo 0 e A e mettendola in relazione con il 

profilo anticorpale dei pazienti.

Considerando i dati delle identificazioni anticorpali, le alloimmunizzazioni verso gli antigeni 

minori oggetto della tipizzazione estesa sono state riscontrare in 48 pazienti, pari al 21% dei 

casi totali di positività. In particolare:

-  25 pazienti (52%) hanno sviluppato anticorpi verso il sistema MNS,

- 14 pazienti (29%) anticorpi verso il sistema Duffy,

- 9 pazienti (19%) anticorpi verso il sistema Kidd.

Analizzando nel dettaglio le singole specificità anticorpali relative ai sistemi sopraindicati, 

l’anticorpo più frequentemente riscontrato è l’anti-M (6,9%), seguito dall’anti-Fyᵃ (3,1%) e 

dall’anti-Jkᵃ (2,8%). Inoltre, questi ultimi due anticorpi sono stati riscontrati in 2 casi di 

alloimmunizzazioni multiple.

Dal confronto con i dati di tipizzazione dei donatori emerge che:

 il 39% dei donatori risulta Fy(a−);

 il 18% risulta Jk(a−);

 il 14% risulta M−.

Questi risultati mostrano come l’anti-M sia l’anticorpo più frequentemente identificato nei 

pazienti, nonostante la bassa proporzione di donatori M− nella popolazione locale (14%). 

La discrepanza tra l’elevata frequenza dell’anticorpo e la scarsa assenza dell’antigene nella 

popolazione donatrice è spiegabile considerando che l’anti-M è spesso un anticorpo 

naturale, presente nel siero di soggetÝ mai trasfusi o mai esposti a stimoli immunizzanti, 

prevalentemente di classe IgM.

Sebbene in vivo l’anti-M raramente provochi reazioni emolitiche clinicamente significative, 

poiché la sua atÝvità è generalmente limitata a basse temperature (circa 4 °C), in presenza 
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di una componente IgG o di reatÝvità residua a 37 °C può comunque assumere rilevanza 

trasfusionale.

Lo studio “Spectrum of anti-M: a report of three unusual cases” (Das, 2013) riporta, infatÝ, 

tre casi clinici in cui l’anti-M, pur prevalentemente freddo, mostrava una debole atÝvità 

termica a 37 °C, suggerendo la necessità di trasfondere unità M− per garantire la sicurezza 

del paziente.

In questa prospetÝva, l’incremento del numero di donatori M− consentirebbe di ampliare 

la disponibilità di emazie compatibili e di richiamare più tempestivamente i donatori noti 

per questo fenotipo in caso di necessità cliniche.

Un ragionamento analogo può essere fatto per il sistema Kidd. L’anticorpo anti-Jkᵃ è stato 

riscontrato nel 19% dei casi di alloimmunizzazione verso gli antigeni minori oggetto della 

tipizzazione estesa. Tuttavia, la frequenza elevata dell’antigene Jkᵃ (82%) nella popolazione 

donatrice locale rende complesso reperire unità di emazie negative per questo antigene, 

soprattutto in situazioni di urgenza trasfusionale.

L’elevata incidenza dell’anticorpo anti-Jkᵃ, nonostante la diffusione dell’antigene nella 

popolazione, è spiegabile con la notevole immunogenicità dell’antigene Jkᵃ, già 

documentata in letteratura.

Lo studio “Red-blood-cell alloimmunisation in relation to antigens’ exposure and their 

immunogenicity: a cohort study” (Evers, 2014), ha infatÝ valutato l’immunogenicità relativa 

dei principali antigeni eritrocitari, evidenziando come gli antigeni del sistema Kidd, in 

particolare Jkᵃ, presentino un potenziale immunogeno secondo solo a quello degli antigeni 

del sistema Rh e Kell, risultando tra le specificità più frequentemente associate a fenomeni 

di alloimmunizzazione clinicamente significativa.

Alla luce di ciò, sarebbe opportuno incrementare il numero di donatori tipizzati per il 

sistema Kidd, al fine di migliorare la disponibilità di emazie compatibili.

Per quanto riguarda il sistema Duffy, non emergono particolari criticità: la presenza di 

un’elevata quota di donatori Fy(a−) (39%) consente una buona probabilità di reperire unità 

compatibili per pazienti con anticorpi anti-Fyᵃ, riducendo i tempi di ricerca e di 

assegnazione.
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L’analisi dei dati non ha evidenziato alcuna correlazione tra il gruppo sanguigno AB0 e i 

fenotipi dei sistemi Duffy, Kidd e MNS, confermando che la loro espressione è 

geneticamente indipendente.

Questo significa che i donatori di gruppo 0 e quelli di gruppo A presentano una distribuzione 

simile degli antigeni minori, e quindi non è necessario orientare la tipizzazione estesa verso 

un gruppo specifico. Tuttavia, in un’otÝca di otÝmizzazione delle risorse trasfusionali, è 

consigliabile privilegiare la tipizzazione dei donatori di gruppo 0, in quanto donatori 

universalmente utilizzabili nelle urgenze o in caso di fenotipi rari.

Oltre ai sistemi analizzati, sarebbe utile includere nel progetto anche la tipizzazione del 

sistema Lewis. Sebbene gli anticorpi anti-Leᵃ e anti-Leᵇ siano in genere naturali, freddi e di 

classe IgM, la letteratura riporta casi di reatÝvità a 37 °C, con potenziale rilevanza clinica. 

Lo studio “Serological characteristics of Lewis antibodies and their clinical significance – A 

case series” (Subramaniyan, 2023) descrive infatÝ casi in cui la presenza di anticorpi Lewis 

richiede la trasfusione di emazie Le(a-) o Le(b-) per garantire la sicurezza del paziente.  

In conclusione, il progetto di tipizzazione eritrocitaria estesa rappresenta un importante 

strumento di supporto alla pratica trasfusionale, poiché consente di agire con rapidità ed 

efÏcienza nel momento in cui viene individuato un anticorpo irregolare, garantendo 

l’assegnazione di unità di emazie compatibili.

Disporre di una banca di unità estensivamente tipizzate permette infatÝ di affrontare in 

modo tempestivo situazioni potenzialmente critiche, come i casi di alloimmunizzazione, 

assicurando una trasfusione sicura ed efÏcace.

La creazione di un database regionale di donatori periodici tipizzati per i principali antigeni 

eritrocitari minori rappresenta inoltre una risorsa strategica: consente di convocare in modo 

mirato donatori compatibili in caso di necessità specifiche, riducendo tempi di ricerca e 

prove crociate.

Alla luce dei risultati ottenuti, appare auspicabile un ulteriore ampliamento del progetto di 

tipizzazione eritrocitaria estesa, includendo un numero maggiore di donatori, in particolare 

per i sistemi MNS e Kidd, che hanno mostrato i più elevati tassi di alloimmunizzazione (anti-

M e anti-Jkᵃ). Un primo passo in questa direzione potrebbe essere la creazione di un 
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database regionale basato sui dati finora raccolti dai centri trasfusionali coinvolti nel 

progetto.

Inoltre, l’estensione della tipizzazione ad altri sistemi antigenici, come il Lewis, 

contribuirebbe a potenziare la sicurezza trasfusionale e a migliorare l’efÏcienza nella 

gestione delle unità compatibili, rendendo il sistema trasfusionale regionale più rapido ed 

efÏcace nel rispondere ai bisogni clinico-terapeutici.
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