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ITER DIAGNOSTICO

Valutazione di:

"quesito clinico presente nella richiesta

"variabili individuali (eta, stato di
gravidanza, assunzione farmaci, altro)

= %HbA2 e %HbF e presenza di varianti
" parametri eritrocitari (MCV, Hb, HCT)

= stato marziale



ITER DIAGNOSTICO

Valutazione di:

" quesito clinico presente nella richiesta

"variabili individuali (eta, stato di
gravidanza, assunzione farmaci, altro)

= %HbA2 e %HbF e presenza di varianti
" parametri eritrocitari (MCV, Hb, HCT)

= stato marziale
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S.S. GENETICA E BIOLOGIA MOLECOLARE
Informativa utile al percorso diagnostico appropriato di laboratorio per le Emoglobinopatie
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S.S. GENETICA E BIOLOGIA MOLECOLARE
Informativa utile al percorso diagnostico appropriato di laboratorio per le Emoglobinopatie
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Informations utiles au parcours de diagnostic approprié de laboratoire pour les
Hémoglobinopathies

Lieu et date de naissance:

O screening hémoglobinopathies

O carnet de grossesse / PMA

Ethnie des parents

Examens pour
précedentes

Eventuels traitements
déficience en fer:

Date
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Questionnaire useful for appropriate diagnostic strategy in laboratories for
Haemoglobinopathy

Surname:

Given name:

Place and date of birth:

Indications to test: | © haemoglobinopathies screening program

© screening for ongoing pregnancy /PMA

o significant family history © Anemia/ Microcytosis

© other situation:

What are your Father: Mother:
family's origins?
Recent Transfusions (in the past three | NO Date:
months)
Previous Transfusions NO s | Date:

Ongoing pregnancy NO Date of last menstrual period:

Previous haemoglobinopathies tests NO Result:

Haemoglobinopathy in other family | NO s | Which types:
members
Do you have any health problems? NO s | Which types:

Use of medications at moment NO Which types:

IN CASE OF ONGOING OR PLANNED PREGNANCY PLEASE WRITE DOWN:

Partner’s name: Date of birth:

Haemoglobinopathy in partner: Which types:

Use of Medications for iron deficiency
at moment:

Data Firma
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S.S. GENETICA E BIOLOGIA MOLECOLARE

Informativa utile al percorso diagnostico appropriato di laboratorio per le
Emoglobinopatie

Cognome :

Nome :

Data e luogo di nascita :

Indicazioni al test : | O screening emoglobinopatie

O agenda di gravidanza/PMA

O familiarita O anemia/microcitosi

O altro:

Etnia dei genitori padre : madre :

Trasfusioni recenti (ultimi tre mesi) NO SI | Data:

Trasfusioni precedenti : NO SI | Data:

Gravidanza in corso NO SI | Data u.m.:

Esami per emoglobinopatie precedenti : | NO SI | Eventuale esito :

Familiarita per emoglobinopatie : NO SI | Quali:

Patologie principali : NO SI | Quali :

Uso di farmaci : NO SI | Quali :

IN CASO DI GRAVIDANZA IN ATTO O PROGRAMMATA INDICARE :

Nome del/della partner : Data di nascita :

Partner gia esaminato per Eventuale esito :
emoglobinopatie :
Eventuali terapie in atto per
carenza di ferro :

Data Firma
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Struttura Complessa Interaziendale Laboratorio Analisi

E-mail laboratorio@ospedale.cuneo.it

S.S. GENE1

Informativa utile al percor

Cognome :

Nome :

Data e luogo di nascita :

Indicazioni al test : | O screening emc

O agenda di gray

O familiarita

O altro :

Etnia dei genitori padre :

Trasfusioni recenti (ultimi tre mesi)

Trasfusioni precedenti :

Gravidanza in corso

Esami per emoglobinopatie precedenti

Familiarita per emoglobinopatie :

Patologie principali :

Uso di farmaci :

IN CASO DI GRAVIDANZA IN AT

Nome del/della partner :

Partner gia esaminato per
emoglobinopatie :

Eventuali terapie in atto per
carenza di ferro :

Data
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Struttura S S. Genetica e Biologia Molecolare

Indirizzo: Ospedale Carle Via A Carle, 5 12100 CONFRERIA - CUNEO Telefono: 0171616327 Fax: 0171616331

INFORMATIVA PER L’ ESECUZIONE DELLA TIPIZZAZIONE MOLECOLARE DEI GENI GLOBINICI
(ai sensi del D.Lgs 30/06/2003, n. 196 e ss.mm.ii. e del Reg. UE 2016/679 del 27/04/2016)

Gentile Signora/Signore,

La S.S. Genetica e Biologia Molecolare appartenente alla S.C. Int. Laboratorio Analisi Chimico Cliniche e Microbiologia
desidera informarla che utilizzera il suo materiale biologico. i suoi dati anagrafici e le informazioni sul suo stato di salute
soltanto nella misura in cui questi saranno indispensabili per le attivita necessarie a determinare i risultati del test da lei
eseguito. A ftal fine, 1 campioni e i dati da lei forniti saranno trattati con modalita, anche informatizzate, soltanto dal
personale del Laboratorio incaricato di svolgere le procedure connesse all’esecuzione del test. I risultati saranno conservati
presso la Struttura in conformita ai vigenti obblighi normativi sulla conservazione dei documenti diagnostici.

Dall’esecuzione del test per la ricerca delle emoglobine anomale a cui si ¢ sottoposto potrebbero essere oftenuti risultati che
itano di un approfondi di caratterizzazione molecolare. A tal fine il suo campione biologico deve essere
conservato presso la S.S. Genetica e Biologia Molecolare ed eventualmente utilizzato in tempi successivi al prelievo per
consentire 1’esecuzione di tali analisi. I campione verra comunque conservato solo per il periodo di tempo strettamente
necessario all’eventuale verifica dei risultati.
I test genetici molecolari che verranno eventualmente eseguiti permettono di evidenziare caratteristiche del patrimonio
genetico e trasmissibili per via ereditaria, consentendo di caratterizzare i soggetti malati o i portatori sani di Talassemia e/o
altre Emoglobinopatie.

Lei potra in ogni caso e in qualsiasi momento conoscere tutti i dati che la riguardano, sapere come sono stati acquisiti,
verificare se sono esatti, completi e aggiornati, nonché far valere ogni altro suo diritto al riguardo, scrivendo o contattando il
personale della nostra Struttura ai recapiti sopra indicati.

CONSENSO AL TRATTAMENTO DEI DATI e DEI CAMPIONI BIOLOGICI PER L’ESECUZIONE
DELLA TIPIZZAZIONE MOLECOLARE DEI GENI GLOBINICI

Io sottoscritto/a nato/a a
dichiaro di avere letto e compreso in futti i suoi aspetti la soprariportata informativa e di:

ACCONSENTIRE NON ACCONSENTIRE
che vengano trattati presso la S.S. Genetica e Biologia Molecolare per finalita di tutela della salute
0 i miei dati personali e sensibili
o il materiale biologico che si rende necessario prelevare e conservare per 'esecuzione degli eventuali test per la
tipizzazione molecolare dei geni globinici

ACCONSENTIRE NON ACCONSENTIRE
L’ esecuzione di test molecolari in grado di evidenziare caratteristiche del patrimonio genetico e trasmissibili per via
ereditaria, consentendo di caratterizzare i soggetti malati o i portatori sani di Talassemia e/o altre Emoglobinopatie.

Firma leggibile del paziente,
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ITER DIAGNOSTICO

Valutazione di:

"quesito clinico presente nella richiesta

"variabili individuali (eta, stato di
gravidanza, assunzione farmaci, altro)

= %HbA2 e %HbF e presenza di varianti
" parametri eritrocitari (MCV, Hb, HCT)

= stato marziale



1° LIVELLO

" Emocromo e stato
marziale

= HPLC
(Premier Hb 9210 Resolution)

= Migrazione
elettroforetica
(capillarys 2 flex-piercing)




ITER DIAGNOSTICO

Valutazione di:

"quesito clinico presente nella richiesta

"variabili individuali (eta, stato di
gravidanza, assunzione farmaci, altro)

= %HbA2 e %HbF e presenza di varianti
" parametri eritrocitari (MCV, Hb, HCT)

= stato marziale



ALGORITMO PER LA GESTIONE ED INTERPRETAZIONE DEL
VALORE DI HbA2 IN DIVERSE E PIU’ FREQUENTI SITUAZIONI

eritrocitari =

-gravidanza
-B instabili

-Bsilente
o
A

al + B Tal +
2 X A, X
Hb

Lepore

CONFERME
2° livello

8
* HbF>3%

Modificato da «Algoritmo Diagnostico in un Laboratorio Centralizzato» Dr Giovanni lvaldi 2019



ALGORITMO PER LA GESTIONE ED INTERPRETAZIONE DEL
VALORE DI HbA2 IN DIVERSE E PIU’ FREQUENTI SITUAZIONI

ALGORITMO PER LINTERPRETAZIONE DELL’HbF IN
DIVERSE E PIU FREQUENTI CONDIZIONI



Assetto emoglobinico
Parametri eritrocitari (Emoglobina totale, , HCT)

ESCLUDERE EVENTUALE STATO DI PORTATORE DI TALASSEMIA

Informazioni su assetto marziale (Sideremia, Transferrina, Ferritina)

v

eventuale STATO DI PORTATORE DI TALASSEMIA
in ASSENZA di queste informazioni

nel referto viene scritto un commento specifico e il consiglio ad
estendere I'analisi dell’assetto emoglobinico ed emocromocitometrico al
partner e poi, se partner portatore di emoglobinopatia, consiglio per la
consulenza di coppia



Se il percorso diagnostico prevede in modo esplicito la definizione del
RISCHIO RIPRODUTTIVO DI COPPIA (ad esempio in caso di agende di
gravidanza, analisi preconcezionali, PMA)

nel commento all’esito viene rammentato che:

per effettuare tale valutazione e necessaria la contestuale analisi
dell’assetto emoglobinico ed emocromocitometrico nel/nella partner

ai PARTNER DI PORTATORI DI B TALASSEMIA
(raccolta del consenso informato)
per meglio valutare il rischio riproduttivo

v

eseguita la ricerca del triplicatoa (aaa)



1° LIVELLO 2° LIVELLO 3° LIVELLO

" Emocromo e stato = Estrazione DNA

marziale (Maxwell RSC 48) = NGS

CONSULENZA

= HPLC = Multiplex PCR
(Premier Hb 9210 Resolution) Slaelies u M LPA

= Reverse dot blot

" Migrazione hybridation
elettroforetica (Profiblot T30)
(capillarys 2 flex-piercing)




Consulenze Genetiche: 16
portatori a tal: = 0,8%
portatori B tal: = 4%
portatori Variante: = 1,4%



CONFERMA DI PRESENZA DI VARIANTE HbS in ETEROZIGOSI

g HPLC




CONFERMA DI PRESENZA DI VARIANTE HbS in ETEROZIGOSI

. %Hb F <0.1%
%Hb A2 = —
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| Migrazione elettroforetica
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CONFERMA DI PRESENZA DI VARIANTE HbS in ETEROZIGOSI

i %Hb F <0.1%
%Hb A2 = —

| IR T
i

Fulo

Test di Sickling

(deossigenazione con
ditionito di sodio)



CONFERMA DI PRESENZA DI VARIANTE HbS in ETEROZIGOSI

| %HbF<0.1%
%Hb A2 = —
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Test di Sickling

(deossigenazione con
ditionito di sodio)



Emocromo (Sg)
WBC-Globuli Bianchi [4,00 - 10,80]

RBC-Globuli Rossi [3.80 - 5,40]
HGB-Emoglobina [12,0 - 16,0]
HCT-Ematocrito [37,0 - 47,0]
MCV-Volume Eritrocitario [80 - 97]

MCH-Contenuto Corpuscolare HGB [26,0 - 34,0]
MCHC-Concentrazione Corpuscolare Hgb [31.,8 - 35,4]
RDW-Indice Anisocitosi Eritrocitaria [< 14,8]

PLT-Piastrine [130 - 424]

MPV-Volume Piastrinico [7,50 - 12,00]

Ricerca Hb anomale (Sg)
Metodica: HPLC

SANGUE VENOSO
Emoglobina A2
Adulti [2,5 - 3,2]

Emoglobina fetale
NON DOSABILE

Assetto emoglobinico

MNon si evidenziano varianti emoglobiniche.

Assetto emoglobinico compatibile con lo stato di portatore sano di beta talassemia.

Poiché il rischio di una coppia di portatori sani di beta-talassemia di generare figli affetti & del 25% ad ogni gravidanza, si consiglia
I'estensione dell’analisi dell’assetto emoglobinico ed emocromocitometrico al partner e, in caso di sospetta emoglobinopatia nel

partner, consulenza genetica di coppia. L'estensione dell’analisi dell’assetto emoglobinico & indicata anche nei collaterali di primo
grado per stabilire I'eventuale stato di portatore.




Emocromo (Sg)
WBC-Globuli Bianchi

[4,00 - 10,80]

RBC-Globuli Rossi [3.80 - 5,40]

HGB-Emoglobina [12,0 - 16,0]

HCT-Ematocrito [37.0 - 47,0]

MCV-Volume Eritrocitario [80 - 97]

MCH-Contenuto Corpuscolare HGB [26,0 - 34,0]

MCHC-Concentrazione Corpuscolare Hgb [31,8 - 35,4]

Assetto emoglobinico compatibile con lo stato di portatore sano di beta talassemia.

Poiché il rischio di una coppia di portatori sani di beta-talassemia di generare figli affetti & del 25% ad ogni gravidanza, si consiglia
I'estensione dell’analisi dell’assetto emoglobinico ed emocromocitometrico al partner e, in caso di sospetta emoglobinopatia nel

partner, consulenza genetica di coppia. L'estensione dell’analisi dell’assetto emoglobinico é indicata anche nei collaterali di primo
grado per stabilire I'eventuale stato di portatore.

Emoglobina A2

Adulti [2,5 - 3,2]
Emoglobina fetale

NON DOSABILE

Assetto emoglobinico

MNon si evidenziano varianti emoglobiniche.

Assetto emoglobinico compatibile con lo stato di portatore sano di beta talassemia.

Poiché il rischio di una coppia di portatori sani di beta-talassemia di generare figli affetti & del 25% ad ogni gravidanza, si consiglia
I'estensione dell’analisi dell’assetto emoglobinico ed emocromocitometrico al partner e, in caso di sospetta emoglobinopatia nel

partner, consulenza genetica di coppia. L'estensione dell’analisi dell’assetto emoglobinico & indicata anche nei collaterali di primo
grado per stabilire I'eventuale stato di portatore.




Emocromo (Sg)
WBC-Globuli Bianchi [4,00 - 10,80]

RBC-Globuli Rossi [3,80 - 5,40]
HGB-Emoglobina [12,0 - 16,0]
HCT-Ematocrito y [37.0 - 47,0]

MOV Maliima Fritracitaria en - a7l

Emocromo (Sqg)

WBC-Globuli Bianchi 4,41 K/l [4,00 - 10,80]
RBC-Globuli Rossi 4,83 M/l [4,40 - 5,90]
HGB-Emoglobina 15,0 gfdL [14,0 - 18,0]
HCT-Ematocrito 43,4 % [42,0 - 52,0]
MCV-Volume Eritrocitario 89 fl [80 - 97]
MCH-Contenuto Corpuscolare HGB 311 pg [26,0 - 34,0]
MCHC-Concentrazione Corpuscolare Hgb 34,6 gfdL [31,8 - 35,4]
RDW-Indice Anisocitosi Eritrocitaria 13,5 % [< 14,8]
PLT-Piastrine 194 K/ul [130 - 424]
MPV-Volume Piastrinico 10,62 fl [7,50 - 12,00]

ASSEII0 eEmMOgIoDIiNICO compaupie Con 10 S1alo al porialore sano al peia iaiassemia.

Poiché il rischio di una coppia di portatori sani di beta-talassemia di generare figli affetti & del 25% ad ogni gravidanza, si consiglia
I'estensione dell’analisi dell’assetto emoglobinico ed emocromocitometrico al partner e, in caso di sospetta emoglobinopatia nel
partner, consulenza genetica di coppia. L'estensione dell’analisi dell’assetto emoglobinico & indicata anche nei collaterali di primo
grado per stabilire I'eventuale stato di portatore.




Ricerca Hb anomale (Sg)
Melodica: HPLC

SANGUE VENOSO
Emoglobina A2
Adulti [2,5 - 3,2]
Emoglobina fetale

NOM DOSABILE

Assetto emoglobinico

Non si evidenziano varianti emoglobiniche.

Alla luce dell'esito della ricerca delle emoglobine anomale effettuata sulla partner (portatrice sana di beta talassemia, vedi pratica
n. 222000250049 del 28.11.23), si procede con la tipizzazione molecolare per verificare I'eventuale presenza di triplicato alfa.

Tipizzazione Molecolare geni globinici

Materiale: DNA estratto da sangue periferico
Indicazione al test: Partner di portatore sano.
Origine etnica/Geografica Paziente:  Africana

Metodica: Ibridazione Imversa - Sensibilfita: >39.0% - Specificita: >99.0%

Mutazioni del gene beta globinico ricercate:
-B6 C=A, -29 A=G, cap+1 A>C, cap+33 C>G, cod 7 A>G (HbG-San José), cod 19 C>A (HbD-Ouled Rabah), cod 26 G=A (HbE), cod 47

G>A (HbG-Copenaghen), cod 104 G=C (Hb Camperdown), cod 121 G>C (HbD-Punjab), cod 121 G=A (Hb O-Arab), cod 126 T>G (Hb
Neapolis), Hb Lepore-BW, Siciliana (dR)0 delezione.

Mutazioni del gene alfa globinico ricercate:
riplicazione (anti 3.7)

Risultato: L'analisi del DNA ha evidenziato la presenza della mutazione

Anti 3.7 (triplicato alfa)

Formula del genotipo secondo nomenclatura HGVS: NG_000006.1:9.34247_38050dup

RefSeq: NG_000006.1

Interpretazione del risultato: Il risultato del test molecolare & compatibile con uno stato di portatore del triplicato alfa (anti 3.7),
verosimilmente allo stato eterozigote ma non confermabile con la metodica utilizzata; tale condizione &
priva di significato clinico nel portatore.

La presenza del triplicato alfa & importante in caso di co-eredita con una variante beta-talassemica perché
puo causare un quadro clinico di talassemia intermedia.

Alla luce dell'esito della ricerca delle emoglobine anomale effettuata sulla partner dichiarata, la coppia presenta un rischio del 25%
ad ogni gravidanza di avere figli affetti da beta talassemia intermedia. Si consiglia pertanto visita specialistica presso il Centro per
le microcitemie di riferimento.

Si consiglia inoltre I'analisi dell'assetto emoglobinico ed emocromocitometrico ai parenti di primo grado per stabilire I'eventuale
stato di portatore.




Ricerca Hb anomale (Sg)
Melodica: HPLC

SANGUE VENOSO

Emoglobina A2

Adulti [2,5 - 3,2]
Emoglobina fetale

NON DOSABILE
Assetto emoglobinico

Non si evidenziano varianti emoglobiniche.

Alla luce dell'esito della ricerca delle emoglobine anomale effettuata sulla partner (portatrice sana di beta talassemia, vedi pratica
n. 222000250049 del 28.11.23), si procede con la tipizzazione molecolare per verificare I'eventuale presenza di triplicato alfa.

Tipizzazione Molecolare geni globinici

Matariala-

NMA ectratin da canme narifericn

Alla luce dell'esito della ricerca delle emoglobine anomale effettuata sulla partner dichiarata, la coppia presenta un rischio del 25%
ad ogni gravidanza di avere figli affetti da beta talassemia intermedia. Si consiglia pertanto visita specialistica presso il Centro per
le microcitemie di riferimento.

Si consiglia inoltre I'analisi dell’assetto emoglobinico ed emocromocitometrico ai parenti di primo grado per stabilire 'eventuale
stato di portatore.

IWILILELZ U UET YET IS LSl YIULI LY FILET Lale,

-B6 C=A, -29 A=G, cap+1 A>C, cap+33 C>G, cod 7 A>G (HbG-San José), cod 19 C>A (HbD-Ouled Rabah), cod 26 G=A (HbE), cod 47
G>A (HbG-Copenaghen), cod 104 G=C (Hb Camperdown), cod 121 G>C (HbD-Punjab), cod 121 G=A (Hb O-Arab), cod 126 T>G (Hb
Neapolis), Hb Lepore-BW, Siciliana (dR)0 delezione.

Mutazioni del gene alfa globinico ricercate:
rplicazione (ant 3.7)
Risultato: L'analisi del DNA ha evidenziato la presenza della mutazione

Anti 3.7 (triplicato alfa)

Formula del genotipo secondo nomenclatura HGVS: NG_000006.1:9.34247_38050dup

RefSeq: NG_000006.1
Interpretazione del risultato:

Il risultato del test molecolare & compatibile con uno stato di portatore del triplicato alfa (anti 3.7),
verosimilmente allo stato eterozigote ma non confermabile con la metodica utilizzata; tale condizione &
priva di significato clinico nel portatore.

La presenza del triplicato alfa & importante in caso di co-eredita con una variante beta-talassemica perché
puo causare un quadro clinico di talassemia intermedia.

Alla luce dell'esito della ricerca delle emoglobine anomale effettuata sulla partner dichiarata, la coppia presenta un rischio del 25%
ad ogni gravidanza di avere figli affetti da beta talassemia intermedia. Si consiglia pertanto visita specialistica presso il Centro per
le microcitemie di riferimento.

Si consiglia inoltre I'analisi dell'assetto emoglobinico ed emocromocitometrico ai parenti di primo grado per stabilire I'eventuale
stato di portatore.




CASO 2

Emocromo (Sqg)
WBC-Globuli Bianchi

RBC-Globuli Rossi

HGB-Emoglobina

HCT-Ematocrito

MCV-Volume Eritrocitario
MCH-Contenuto Corpuscolare HGB
MCHC-Concentrazione Corpuscolare Hgb

RDW-Indice Anisocitosi Eritrocitaria

PLT-Piastrine

MPV-Volume Piastrinico

5,90
4,25
12,9
37,0

87
30,3
34,9
16,9
274

8,67

K/ul
M/l
g/dL
%
fl
Pg
g/dL
%
K/ul

fl

[4,00 - 10,80]

[3,80 - 5,40]
[12,0 - 16,0]
[37,0 - 47,0]
[80 - 97]
[26,0 - 34,0]
[31,8 - 35,4]
[< 14,8]
[130 - 424]

[7,50 - 12,00]




CASO 2

Emocromo (Sqg)
WBC-Globuli Bianchi
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RBC-Globuli Rossi

HGB-Emoglobina

HCT-Ematocrito

MCV-Volume Eritrocitario
MCH-Contenuto Corpuscolare HGB
MCHC-Concentrazione Corpuscolare Hgt

RDW-Indice Anisocitosi Eritrocitaria

PLT-Piastrine

MPV-Volume Piastrinico
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rhe 27
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%Hb A2 = 3.9%
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[4,00 - 10,80]

[3,80 - 5,40]
[12,0 - 16,0]
[37,0 - 47,0]
[80 - 97]
[26,0 - 34,0]
[31,8 - 35,4]
[< 14,8]
[130 - 424]

[7,50 - 12,00]




Tipizzazione Molecolare geni globinici

Materiale: DNA estratto da sangue periferico
Indicazione al test: Screening Emoglobinopatie.
Origine etnica/Geografica Paziente: Caucasica

Metodica: Ibridazione Inversa - Sensibilita: =99.0% - Specificita: =99.0%

Mutazioni del gene beta globinico ricercate:

-101 C>T, -92 C>T, -87 C>G, -30 T>A, cod. 5 -CT, cod. 6 G>A, cod. 6 A>T, cod. 6 -A, cod. 8 -AA, cod. 8/9 +G, cod. 30 G>C, IVS 1.1 G>A,
IVS 1.2 T=A, IVS 1.5 G>C, IVS 1.6 T>C, IVS 1.110 G>A, IVS 1.116 T>G, IVS 1 -25, cod. 39 C>T, cod. 44 -C, cod. 76 -C, IVS 2.1 G>A, IVS
2.654 C>T, IVS 2.745 C>G, IVS 2.844 C>G, -86 C>A, -29 A>G, cap+1 A>C, cap+33 C>G, cod 7 A>G (HbG-San José), cod 19 C>A (HbD-
Ouled Rabah), cod 26 G>A (HbE), cod 47 G>A (HbG-Copenaghen), cod 104 G>C (Hb Camperdown), cod 121 G>C (HbD-Punjab), cod
121 G>A (Hb O-Arab), cod 126 T>G (Hb Neapolis), Hb Lepore-BW, Siciliana (di3)0 delezione

Mutazioni del gene alfa globinico ricercate:
triplicazione (anti 3.7)

Risultato: L'analisi del DNA non ha evidenziato la presenza delle varianti nucleotidiche ricercate.

Interpretazione del risultato: Il campione viene inviato per approfondimento diagnostico al laboratorio di riferimento.




CASO 2

Emocromo (Sg)

WBC-Globuli Bianchi 9,18 K/ul [4,00 - 10,80]
RBC-Globuli Rossi 5,34 M/l [4,40 - 5,90]
HGB-Emoglobina 16,8 g/dL [14,0 - 18,0]
HCT-Ematocrito 48,5 % [42,0 - 52,0]
MCV-Volume Eritrocitario 90 fl [80 - 97]
MCH-Contenuto Corpuscolare HGB 31,5 pg [26,0 - 34,0]
MCHC-Concentrazione Corpuscolare Hgb 34,7 g/dL [31,8 - 35,4]
RDW:-Indice Anisocitosi Eritrocitaria 13,0 % [< 14,8]
PLT-Piastrine 190 K/pl [130 - 424]
MPV-Volume Piastrinico 8,65 fl [7,50 - 12,00]

Ricerca Hb anomale (Sqg)
Metodica: HPLC

SANGUE VENOSO

Emoglobina A2
2,8 % Adulti [2,5 - 3,2]

Emoglobina fetale
NON DOSABILE %

Assetto emoglobinico

Non si evidenziano varianti emoglobiniche.



Analisi per la ricerca di mutazioni del gene della beta-globina (HBB)

Metodo analitico:

Mutazioni ricercate:

Conferma del risultato:

Risultato:

(Beta-talassemia e varianti beta-emoglobiniche - OMIM #613985, *141900)

Sequenziamento massivo parallelo mediante piattaforma lllumina MySeq con kit CE VD Devyser
THALASSEMIA NGS ed allineamento delle sequenze e chiamata delle varianti eseguita con software
AMPLICON SUITE. Percentuale di basi con almeno 200 reads: 100%. Sensibilita e specificita analitica
del test: >99%; efficienza diagnostica: 99,9%. Analisi CNV compresa. Il test non consente di escludere
la presenza di mutazioni in regioni non analizzate, la rara evenienza della mancata amplificazione di un
allele a causa di varianti neila regione di appaiamento dei primer o i fenomeno delli##allelic drop-outt.

eseguita su seconda estrazione di DNA mediante sequenziamento Sanger.

Presenza della variante ¢.271G>A, p.(GIu91Lys) (Hb Agenogi) in eterozigosi

Genotipo:

NM_000518.5(HBB):c.[271G>A];[=]




Lo-screening-per-le-emoglobine-anomale-ha-evidenziato-che-la-signora _ -¢-portatrice-di-una-variante-
emoglobinica, mentre- nel- signor- _ sono-state-escluse- le forme- classiche- di- talassemia-e-la-
presenza-di-varianti-emoglobiniche.q

La-tipizzazione-molecolare- dei- geni- globinici, - eseguita-sul- DNA-della-signora- _, -ha-evidenziato-la-
presenza-della-variante-c.271G>A, p.(Glu91Lys) (Hh-Agenogi)-nel- gene-della-beta-globina-(HBB),  in-eterozigosi-

(presente-su-una-copia-del-gene).-Tale-variante-¢-lievemente-instabile-e-mostra-una-lieve-diminuzione-dell’affinita-

per-1’ossigeno, tuttavia,-in-base-ai-dati-della-letteratura-i-portatori-eterozigoti-presentano-indici-eritrocitari-normali,
come-la-signora --_, -e-non-manifestano-sintomatologia-clinica.q
Nella-letteratura-vi-sono-alcune-descrizioni-degli-individui-con-Hb-Agenogi-associata-a-un-difetto-beta-talassemico-
(BO),-che-presentano-lieve-anemia-microcitica-(non-trasfusione-dipendente),-ittero-e-splenomegalia-lievi-(Corso-D.-
et-al,-1990;-Sharma-S. -et-al,-2016).-

T

Per- 1- signori- _ in- base- agli- esami- eseguiti,- si- puo- escludere- il- rischio- di- avere- figli- affetti- da-
emoglobinopatie ‘maggiori.”

I- futuri- figli- de1- signori- _ hanno- una- probabilita- del- 50%- di- essere- portatori- della- variante-
emoglobinica- Hh-Agenogi,-come-la- signora--' e-del-50%-di-non-essere- portatori.- Anche-1-parenti- di- primo-
grado-della-signora - ‘hanno-una-probabilita-del-50%-di-essere-portatori-della-variante-Hb-Agenogi.q

T
L’analisi-dell’assetto-emoglobinico-ed-emocromocitometrico-e-quindi-consigliata-per-i-futuri-figli-della-coppia,-una-

volta-raggiunta-la-maggior-eta,-e-nei-parenti-di- primo- grado- della- signora- - (fratello,-sorella,: genitori),  per-

stabilire-I’eventuale-presenza-della-variante-Hb-Agenog1.q |_ﬂ|f| (CTRL) ~




~ CONCLUSIONI

GENERARE UN
REFERTO
CONCLUSIVO

" Riduzione tempi diagnostici

= Appropriatezza dei test di 2° livello
" Ottimizzazione della prosecuzione alle
indagine di 3° livello

= Attenzione nella valutazione del rischio

riproduttivo della coppia




GRAZIE PER L'ATTENZIONE
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