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ESAME EMOCROMOCITOMETRICO

Esame di primo livello

Orientarsi bene tra tante

sigle e numeri

Corretta interpretazione

: 2

DIAGNOSI



L' osservazione che il sangue e in parte costituito
da elementi corpuscolati risale alla seconda
meta del 1600 (Leeuwenhoek, Malpighi)




La scoperta del microscopio ottico
(1877) e |I' utilizzo dei coloranti di anilina
per il riconoscimento delle cellule del
sangue periferico ha dato inizio all’'era
morfologica dell ema‘l'ologla




Dosaggio dell'emoglobina (1880)
Emometro di Gower e Fleischi

EMOGLO BINA

Fig. A — Hmometre 4l v, Flalschi, grand. nawe,
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FORMULA LEUCOCITARIA

C. OMPONENT| DEL SANGUE



EMOGLOBINOMETRO DI SAHLI (1902)




Nel 1930, Maxwell Wintrobe standardizza la
procedura per I’esecuzione dellEMATOCRITO

Per ematocrito si intende il volume
compresso (PCV:packed cell volume)
occupato dai globuli rossi rispetto al

volume totale di sangue

Si esprime in percentuale (Ht %) ed
e in funzione del numero e del volume

dei Globuli Rossi




Valutazione "qualitativa” degli
eritrocitl

» Indici di Wintrobe

» Curve di distribuzione volumetrica
eritrocitaria

» Citogramma volume/concentrazione di
emoglobina
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rappresenta il volume medio del globuli rossi;
iIndice di micro e macrocitosi, e ben radicato
nella “cultura diagnostica”.

MCV = Ht (%) x 10 / n°RBC (in milioni)

espresso in femtolitri (fl) v.m.n = 80-100




rappresenta il contenuto emoglobinico
medio dei globuli rossi

MCH = Hb (in g/dL) x 10 / n. RBC (in milioni)

Espresso in picogrammi (pg) v.m.n.=30)




blc

o i

misura la concentrazione emoglobinica
media del globuli rossi

MCHC = Hb (g/dl) x 100 / Ht (%)

espresso g/dl vm.n. = 34




La variazione d’Impedenza
Principio di Coulter (1956)

Elettrodo interno

| Vuoto regolato I
Elettrodo
esterno

4 ]
Conta del numero di
particelle nell’unita di
tempo
Flusso del diluente °

[ Volume delle partlcelle

Calcolo automatico del
Hct e degli Indici di
Wintrobe
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Valutazione “qualitativa” degli
eritrocitl

e Indici di Wintrobe -parametro derivato (MCV x RB-

 Curve di distribuzione
volumetrica eritrocitaria

« Citogramma
volume/concentrazione di

emoglobina
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E un valore statistico corrispondente alla DS o al CV della
distribuzione dei Globuli Rossi. Equivale all’ Indice di Anisocitosi

RDW-CS v.n. 115-145 %
RDW-SD v.n. 38,7-45 1 fl

50 100 200 50 100 | 50 100 200

RDW- CS

Normale
<15,5%

RDW-CS Elevato || RDW-CS Molto Elevato

18 %

35 %
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rappresenta 'ampiezza di distribuzione
statistica della concentrazione emoglobinica
corpuscolare media

Indice di Anisocromia
HDW (%) v.n. = 2,2-2,7

q »

000



60 fL

MCV

RDW

Anisocitosi
Fisiologica

120 fL

28 g/dL

MCHC

HDW

Anisocromia
Fisiologica

41 g/dL




Valutazione “qualitativa™ degli
eritrocitl

* Indici di Wintrobe

 Curve di distribuzione volumetrica
eritrocitaria

« Citogramma volume/concentrazione di
emoglobina



Macrocitiche

normocromiche
Macrocitiche :
ipocromiche
Macrocitick
ipercromicl
Normocitiche : "~
. . = P s e .Normociticl
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< Normocitiche . ipercromichg¢
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Microcitiche : Mlcrocmf:h :
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normocromiche




Reticolociti

Neocit

()IIII(H ll'l

Gerociti

Sferoc1t1

Densita (concentrazione Hb)




aggannaaniagitars di veline

* Fornisce una visione di insieme della
popolazione eritrocitaria

* Evidenzia doppie e triple popolazioni,
agglutinati eritrocitari, anomalie di
distribuzione

* Permette di quantificare sottopopolazioni
eritrocitarie




‘ ’ ‘ ¥ '
Globuli Rossi circolanti che contengono residui di organuli citoplasmatici
(soprattutto di derivazione ribosomiale); questi ultimi precipitano per

effetto dei coloranti sopravitali, formando un reticolo di granuli e filamenti
basofili che é alla base dellaloro denominazione.
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(Contengono RNA A

(colorazioni sopravitali
con blu di metilene o blu

di Cresile)
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[Possono avere un diverso
contenuto di RNA (cioé un
diverso contenuto di granuli e
filamenti) e un diverso volume
in rapporto al loro grado di

maturazione
\_ - y,

4 D
Sono piu grandi dei
globuli rossi

\MCVr > MCVgbr )




RETICOLOCITI

(v.n. =0,5-1,5 %)

«Contaglobuli in citometria a flusso: | metodi automatizzati sono
In grado di dare il conteggio totale* e la loro suddivisione in tre
classi (L, M, H), in rapporto al grado di maturazione, al volume
ed all’emoglobinizzazione.

‘HR, MR, LR (Assorbanza)

Wi H = 19%; M = 9%; L 90%
‘HFR, MFR, LFR (Fluorescenza)

Un aumento dei reticolociti totali e di quelli H si ritrova In
seqguito ad un forte stimolo eritropoietinico ed e indice di una

anticipata immissione in circolo



Indici reticolocitari

RMI (Reticulocyte Maturity Index)
(HFR + MFR) / LFR x 100

®

&

; IRF (Immature Reticulocyte
S Fraction)

- HFR + MFR

dMonitoraggio dellarigenerazione del
midollo dopo:

* Trapianto

« Chemioterapia

dDeterminazione del tempo per la
raccolta di cellule staminali dal sangue
periferico (dopo fattori di crescita e/o
Fluorescence Chemioterapia)
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| LEUCOCITOGRAMMA a 3-5 o piu popolazioni
distingue le cellule In:

3 popolazioni Neutrofili

(Valoriin % einv.n.)

Linfociti

i
2’ !
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Basofili, Eosinofili, Monociti




LEUCOCITOGRAMMA

5 popolazioni i . ;.'(- ;

Neutrofili Monociti

Linfociti Eosinofili

Basofili



LEUCOCITOGRAMMA

piu popolazioni: neutrofili, linfociti,eosinofili, basofili,monociti,LUC e LI

LUC (Large Unstained Cells)

— Cellule atipiche e/o blasti

— Cellule immature della serie mieloide
e/o eritroide

LI (Indice di Lobularita) V.N.1,9
« Grado di segmentazione dei neutrofili



Istogramma RBC

Istogramma PLT




Indicl Piastrinici

MPV (volume piastrinico medio) v.n. 7-8 fi

PDW (ampiezza di distribuzione volumetrica)
v.n. 9-13 fl

Pc T (piastrinocrito): n. PLTXMPV

P-LCR(percentuale di piastrine Iarghe)
v.n. 16,4-44 5% *
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L9 A .

Una corretta interpretazione dei dati
forniti dall’ esame emocromocitometrico
deve tener conto delle variazioni proprie

delle varie eta, dal periodo neonatale

all’adolescenza.




NORMAL HEMATOLOGIC VALUES DURING THE FIRST 2 WEEKS OF LIFE IN'THE TERM INFANT'

Valuet Cord Blood Day 4 Day 3 Day 7 Day 44
Ho (g/al] 168 184 {18 110 168
Hematocrt (% i Sl 50 540 520
Red cells (mm 52 h 50 52 51
MCV (f {07 108 200 90 %0
MCH (pq) i 3 3 329 39
MCHC (il iy 35 3 3 X
Reticulocytes (%) 3-1 3 -3 01 (-1
Nuc. RBC/(mm?) 500 20 (-5 0 0
Plotelefs (1000'smm) 20 92 A3 28 201

"During the firt 2 weeks of ffe a venous hemaglobin below 130 g/dL. or a capilary hemoglobin below 145 /ol should be regarded as anemia

TMCY = mean corpuscular volume; MCH = mean corpusculor hemoglobin; MCHC = mean corpuscular hemoglobin concenfraion; and Nuc, RBC =
nucleated red blood cells ,

From Qski, . A, and Naiman, J. L Hematologic Problems in the Newbom, 2nd ed. Philadelphic, W, B. Saunders Co, 1972, p. 13,



NORNAL VALUES OF HEMOGLOBI (/) HEMATOCRT () RATHROCYTE COUNT (10

MEAN CORPUSCULAR HEMOGLOBIN (pg), MEAN CORPUSCULAR VOLUME (f), AND
MEAN CORPUSCULAR HEMOGLOBIN CONCENTRATION (g/dl)

Age (mo)
05 1 l 4 6 ! 12
n WN=23)  (N=200 N=241  (N=5) N=25) N = 56) N = 54)
Hb (mean = ) Bo=011 989010 M2:006  £22:0M 04000 17-0% 127009
-2%0 134 107 94 103 11 114 113
Het (mean = $E) 53:04 403 %+02 304 3%+03 36+03 37+03
-29 4 3 2 3 i 3 3
RBC count 49+003 43-003 37002 43006 474005 47+004 47+004
(mean = SE)
-230+29D 39-59 3353 3443 353-31 39-55 40-53 4153
MCH (mean=SF) 336+01 32501 0401 286202 268+02 21302 26802
-29 Kl \ a 2 24 % 2
MCV (mean+ §F) 1063=06  1013+03 94803 86708 16306 117:05 11105
-2%0 8 o 8 16 6 [ 1
MCHC HdA1 HE+12 3611 -2 3047 3916 34315
(mean = §E)
-2 281 21 28 268 n 34 K7y
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NORMAL LEUKOCYTE COUNTS'

| Total Leukocytes | Neutrophils lymphocytes Monacyles Emin?_f.vhilu
Mean  (Range) (Range) % Mean  (Range] %  Mean
18 1 (F'ﬂ-llﬂ[l] . (60-260) &1 55 (20-140) M 14

. 0 155 [60-280) —b8— 55 (20-M10) 24 42

whous B9 00 [5.u--z1.m- 55 (0115 | 3 | 14
5 [15-100) 50 (04700 | 41 | A
. 0-20. (1095 M@ _S6 oot g A0

fmonh 108 (50-195 § 38 (10-90 3% <m—m:m:> 0]
bmonthe M9 (60175 | 38 (10-85) | 32| 73 [4.3 :gg{ :: E:
| yaar 14 [60-179) . (15-88 | # | 10 4 .
AT I TN BT — 05
dyes 94 (55155 | 38 (1585 [& | 45 (20-80) |50 | 05
b years 85 [50-145) . (15-80) | 51 | 36 (1570) (& | 04
8 years B [45-135) . (15-80) | 53 | 33 (1508 |39 04
10 years 81 (45-135) . (16-80) L4 31 (1565 L3~ 04
foyeas 78 (45130) 44 (18-80) &7 28 (1252 B 04
Hyeas T4 (454100 44 (1877 B 25 (1048 M 03

04
05
05
05
04

Ll

e Ly P e D D DM LY D e =D =0 O O O =2

ad el Pul Pl Lol el Tel

‘Nubers of leukocyles are In thousands par me, ranges are estimates of 95 per cent confidanc:a imits, anc percentages iefer to diferenhal counts
Neutrophils Include band cels af all ages and  small number of mefamyelocyles and myelocyles In the fist few days of ife.
From Daliman, P. R: In Pediatics, 16t ed Rudolph, A M. (ed), New York, Appleton-Century-Crofts, 1971, p. 1178,




Martina 6 mesi

EMOCROMO NELLA NORMA

4,77 *10%/uL

emoglobina ematoerifo cmizic MCV McCH MCHC
10,1 g/dL o % 1012/ i " ol
36 % Eta ; media  -2DS  media  -2DS  media  -2DS media -2DS media -2DS  medin  -2DS

7 3 f I— Nascita (cordone) 105 135 3 42 47 39 108 98 R 3l B 30

25 p g 1-3 giomi (sanguc capillarc) 85 145 56 45 5 40 s % X 3 3 P

33 g /dL 1 settimnana s B5 4 &£ 51 39 W o8 ¥ 0B 0B B

2 settimana 165 125 h| 3 49 16 105 80 M I 3 ]

1 mese 14 10 43 Rl 42 30 14 85 M R B 29

2 mese 1 Y ka) Phl 38 21 Y% 77 30 2 B 29

.7 Trzuou. measurement data - 36 mesi % gy 35 29 3,8 3‘] (9] 68? 30 ;ﬁ 33 u'_

r A - 6 mesi-2 anni WS % 0B 45 WM W B B YW

o 26.amni s ns 3 M o4 39 8 0B 0N W U3

6-12 anni 135 115 40 3 46 4 86 m 2 Ja] M 31

; 12-18 anni
LY femming 14 12 41 30 46 4l Y0 I 30 JA] M K|
RBC maschi L L L T T S VR 1
| } A : i — 18-49 anm

P RBCRET P s P SR "{;‘;‘ fcmmipc 14 12 41 36 46 40 40 80 30 26 M 3

Lo 7o :i";ma o Tomeoopana, So, Zf maschi 155 135 47 4 52 52 % 80 30 2 M k|
m:{’m Gran? gﬂ? " g {2%
NRBC? 50 0 2]
Blast 71 [%]




Giacomo 10 anni

ANEMIA MICROCITICA

RBC 4,77 *109/uL

HBG l 10,1 g/dL emoglobina ematocrito cmazic MCV M MCHC
gldl % 10120 f pg g/dl
HCT 36 % e T
Eta media  -2DS media -2DS  media -2DS media -2DS media -2DS media  -2DS
Mcv | 73 1L N W S nela 208wl
Nascita (cordo 105 135 51 4 47 39 J 3
MCH 25 pg asc (( ) 3 5 : 3 g 9% M 3 3 30
1-3 giomi (sanguc capillare) 85 145 56 45 5 40 s % X 3 3 P
MCHC 33 g/dL .
1 settimnana VAT CR I /A T (/A" T "R " S
2 setimana 165 125 St 39 49 3 w05 % M0 BN
1 mese oo 8 3 4 3 m s M 8 BN
2 mese s 9 3 B 3% 27 % MmN % BN
XT-2000i measurement data 3‘6 fﬂcsi “,5 9,5 35 29 3,8 3,] 9] 68 W lﬁ 33 3“
o :, 6 mesi-2 anni s % 0B 45 3 0W”WoomMm oW on on 3
26 anni 5 15 3 M 46 39 8 B N w3
s N
6-Lami B 1) 0 03 46 4 (% M) ®» x5 U3
p—— . g— — A
12-18 anni
e femmine 14 12 4] 30 46 4 %0 It 3 5 3 3
m maschi 45 B8 3 4 45 0w w0’ u 3
RBC - PLT — . :
LA e | s
_ — femmine 14 12 41 46 40w 80 3 % X k|
w&%ﬁm ::::wmsmw mm: ?ﬁm % % maschi | 155 135 47 4 52 52 90 80 30 26 M K|
e Gaa? e ok

Aniso




Martina 6 mesi

WBC 1535 FORMULA NELLA NORMA

NEUT 30,5
LYMPH 61,2
MONO o ' 2 NORMAL LEUKOCYTE COUNTS*
EO 3’ 1 Tofal Leukocyles Neutrophils lymphaocytes Monacytes Eosinophils
Age Meon  [Range) Mean  [(Range) % Meon  (Range] % Mwn %  Mean
NEUT 4,68 *103/puL i W0 G000 M0 (020 & 55 oMy M M 6 04 2
*103 Dhous 228 (130-30) 155  (60-260) 68 55 (20-M0) 24 12 5 05 2
LYMPH 9,39 103/ pul dhous 189 Q4-MD 15 (502100 6 5B (2.0.11.31 :ﬂ :1 g gg i
MONO 0.79 *10°/uL fweek 122 (50-20) 55 (151000 45 50 (20-70) . .
’ 13 K Jwesls 114 (5000 45 (1095 4 55 QOO 48 10 9 04 3
EO 0,47 *103/uL 544 7 7 03 3
bmonhs 419 (60478 38 (10-85 R 73 403§ o 06 5 03 3|
year - 11 ) B B = - BN B AV B 111211 B B B T 3
e dyeas 91 (5485 8 (1585 &2 45 (20800 S0 05 5 03 3
& 6 yaars 85 (50145 43 (15800 B0 35 (1-0) & 04 5 02 3
e o § years 83 (4535 44 (15800 83 33 (1508 ¥ 04 4 02 2
ocad ] B0 foyes 81 (5035 44 (1880 B M (1548 B 04 4 02 2
T fbyears 76 (45030 44 (1880 & 28 (125 % 04 5 02 3
T Thea o 21 years 74 (451100 44 (1877 80 25 (1048 M 03 4 02 3
! Etg}:ﬂ 'E;":‘M *Numbers of leukocytes are In thousands per mi, fanges are estimates of 95 par cent confidanca limits, and percentages refer to diferenfial counls
o Neuirophils Include band cals of al ages and o small number of mefamyslocyles and myelocyles I the s few days of lfe
) From Datlman, . . In Peciaics 16h ed Rudolph, A M. (ad), New York, Appleton-Canfury-Crofs, 197, p. 1178,

TutbicityHGE Intert? Lymph 5 [%)
Blasts? hang Q%]
Immature Gran? Eo a fos]
NABS? Baso 0 [2]
Blast 71 [

EBL 2/100WEBG
Ausr bodies +
Aniso




Giacomo 10 anni LINFOCITOSI

WBC 115,35

NEUT 30,5

LYMPH 61.2 NORMAL LEUKOCYTE COUNTS'
MONO 5 2 Total Leukocyes Neuhophils Lymphocytes Monocyles ~ Eosnopit

EO 31 Age  Mean [Ronge]  Mean  [Renge] %  Mean (Range) % | Mean %  Mean L

birh B 00300 MO (020 6 55 [0MO M 4 & 04 2

hows 28 (10380 155 (60-80 6 55 [Q0-MO 24 12 5 05 2

NEUT 1 4,68 Mhows 189 QAMD M5 (02100 6 58 (2.0,11.31 .311 :1 g gg 3
fwesk 122 (02100 55 (154000 & 50 [0-170) . ,

LYMPHI 9,39 dweeks 14 (B000 45 (1098 M0 55 QO7g) 4 10 9 04 3

MONO 0,79 Imonh 108 (G005 38 (1090 B 60 (15488 2? gi ; gg ;
bmonths 19 (60175 38 (088 ¥ 73 (40-13H) . .

EO 0,47 fyer 114 (60475 35 (1585 M 20 (008 o 06 5 03

oyes 06 [B0-170) 35 (185 M 63 (005 % 05 5 03 3

b, g byears 85 (50-445 43 (15800 B 35 (1570 & 04§ 0@ g

M . 543, . . . 04 | 2

u} 16 years 18 st . 8- . £, I S| ¥ B

Myeas 14 (MO 4 (877 B 25 (048 M 0 4 02 3

LEEEE
=F

*Numbers of leukocytes are n thousands par e, fanges are esimates of 85 per cenf confdanca limil, and percentages refer fo diferental counls
Neutrophis nclude band cels of ol ages and o small number of mefamyalocyles and myeloctes in ine fstfew days of ife.
Fom Dallman, P. R: In Peciafics, 16fh ed. Rudolph, A M. (ad), New Yoik, Applafon-Cenfury-Crotts, 1977, p. 1178,
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Valutazione dell’esame
emocromocitometrico nel suo insieme

ATTENZIONE!
Il dato e vero o falso?

»E’ presente:eritrocitosi, anemia?
leucocitosi, leucopenia?
plastrinosi,piastrinopenia?

»Sono interessate piu linee
cellulari ?






o0 “ll termine ANEMIA APLASTICA o piu’
propriamente APLASIA MIDOLLARE,
definisce una condizione patologica
caratterizzata da pancitopenia periferica
dovuta a ridotta o assente produzione di
cellule ematiche da parte del midollo osseo.
Tale disordine puo essere congenito o
acquisito.”



Anemia Aplastica

> La diagnosi di Anemia Aplastica severa si basa sui dati
dell’esame emocromocitometrico,essarichiede

almeno due delle seguenti condizioni:

ANC<500 mL PLT<20.000 mL Hb<8 g/dl

> L’AA lieve o moderata si riferisce a quelle forme di
“ipoplasia midollare” con citopenia meno grave e
guadro midollare con modesta riduzione della
cellularita.



Aplasie Midollari

Congenite Acquisite

Anemia di Fanconi Idiopatica

Discheratosi congenita S€condariea:

S. di Shwachman- Radiazioni
Diamond Agenti chimici e fisici

Disgenesia reticolare Virus: Epstein-Barr, Epatit
S. di Peafsor_‘ Parvovirus, HIV
Osteopetrosi Malattie Autoimmuni:
Fascite eosinofila,

Ipoimmunoglobulinemia
Timoma
Gravidanza

Emoglobinuria Parossistica
Notturna



DEB TEST

L
-/14//

Tipiche piastre citogenetiche di paziente affetto da anemia di
Fanconi. Si possono apprezzare fratture cromosomiche,
riarrangiamenti, polverizzazioni e figure a quadriradio.


http://www.nature.com/leu/journal/v21/n1/thumbs/2404468f1th.jpg
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Variazioni della linea
eritrocitaria
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Globuli Rossi

Aumentati ?

Diminuiti ?



R \i. % l:‘n‘nm si ?
GR, Hb e Ht > al 97°cent. per sesso ed eta.

FALSA .

v Emoconcentrazione :

« Diarrea
« Vomito
« Chetoacidosi diabetica

ERITROCITOSI DA ALTA QUOTA

ERITROCITOSI DELLATLETA




»PRIMITIVE

v"Normali o bassi livelli
sierici di Epo

v'Ipersensibilita dei
progenitori eritroidi all’ Epo
In vitro

SritrociTos |

GR, Hb e Ht > al 97°cent. per sesso ed eta.

»SECONDARIE

v’ Alti livelli sierici di Epo

v'"Normale risposta dei progenitori
eritroidi all’ Epo in vitro



AUMENTATA
s Incremento primario di Epo
(livelli di Epo inappropriatamente alti)
da tumori o lesioni renali secernenti EPO

s Incremento secondario di Epo
(livelli di Epo appropriatamente alti) DA IPOSSEMIA

Policitemia di Chuvash per mutazione del gene VH

DIMINUITA
*» Mutazioni del recettore dellEpo
s Policitemia vera

AUMENTATA O DIMINUITA
s Policitemia familiare idiopatica




POLICITEMIA VERA, POLICITEMIE SECONDARIE,

| DIAGNOSI DIFFERENZIALE

PV PS
50-70 50-70
PIASTRINE 150-1500 150-450
LEUCOCITI 4-15 4-8
£P0O BASSA ALTA
GRANDE GRANDE
NORMALE NORMALE

MUTATO

NONMUTATO

YrlL

NON MUTATO

MUTATO(Chuvash)


http://images.google.it/imgres?imgurl=http://www.nauticalink.it/faro01.gif&imgrefurl=http://www.nauticalink.it/nautica_clipart_gif.htm&usg=__NERqMrxnZgcTiX_BlhaER-lA43w=&h=99&w=100&sz=11&hl=it&start=8&tbnid=02DDJ-lIKUjRRM:&tbnh=81&tbnw=82&prev=/images%3Fq%3Dfaro%2Bclipart%26gbv%3D2%26ndsp%3D20%26hl%3Dit%26sa%3DN

Valore di emoglobina < 2 DS
(3°centile) per I'eta ed il sesso




FALSA :

v Emodiluizione
« Anasarca
* |nfusione con soluzione salina
 Gravidanza

v'Pseudo anemia dellatleta

v'Pseudo anemia posturale




. Stati Infiltrazione
Emormragia carenziali midollare / fibrosi

SMD Mal. Sistemiche
PNH . (mal. croniche,
/ nefropatie, epatop.)
Distruzione fisica Emolisi Aplasia
PTT, ustioni, protesi  Distruzione midollare

immune

L’anemia non e una malattia, ma un sintomo, una condizione
patologica presente in almeno 180 differenti affezioni



UN PO’ DI ORDINE




Quali parametri per
'inquadramento diagnostico?







Classificazione in rapporto
al’MCV

<+ Anemia Normocitica -

v Anemia Microcitica -

s Anemia Macrocitica




microcitica

ANSPAL A

NORMOCITICA

macrocitica




ANEMIA NORMOCITICA

8

Leucociti piastrine normali:
Anemia da Disordine Cronico
Ipotiroidismo

Ipopituitarismo

CDA?2

PRCA(pure red cell aplasia)
Leucociti e piastrine normali ol
M. renali — Farmaci
Infezioni-Splenomegalia
Leucociti_e piastrine|
Aplasia midollare acq'uisita

Leucemia

Agoaspirato midollare

8

¥

4

Emorragie ?

)

NO

Test di Coombs

Negativo H Positivo

a

Morfologia
eritrocitaria

Alterata

8
o=

g

Anemie emolitica
autoimmune

Normale

g

Deficit enzimatici

Hb instabili

Tests di conferma


../../prova.ppt

Valutazione reticolocitaria "‘a

“*Anemie Ipo-aplastiche

<+ Anemie emolitiche




rReticoIociti
Midollari Sangue Periferico
Tempo di . Tempo di
Permanenz Barriera permanenza
- : EMATO-
Eritroblasti a
. o MIDOLLARE L
Ortocromatici 2-3 giorni 1-1.5 giorni
\. \_ J




RETICOLOCITI

*VALORE ASSOLUTO:
-Ret. (x10%/1) = Ret. (%) x RBC (10%2/1) /100




ANEMIA NORMOCITICA

8

Leucociti piastrine normali:
Anemia da Disordine Cronico
Ipotiroidismo

Ipopituitarismo

CDA?2

PRCA(pure red cell aplasia)
Leucociti e piastrine normalli 0
M. renali — Farmaci
Infezioni-Splenomegalia
Leucociti_e piastrine|
Aplasia midollare acq'uisita

Leucemia

Agoaspirato midollare

8

SRy Reticolociti gl

)

Emorragie ?
NO

Test di Coombs

Negativo H Positivo

Il

I

Morfologia
eritrocitaria

Anemie emolitica
autoimmune

Alterata

8
o=

Tests di conferma

Normale

1

Deficit enzimatici
Hb instabili



../../prova.ppt







normocitica

ANSPAL A

MICROCITICA

macrocitica




IMRGCTTOSE ?

Valore di MCV al di sotto del 3° percentile
(< 2 deviazioni standard) per eta e sesso.

Frammentazione eritrocitaria

(crisi falcemiche, protesi valvolari, CID,
sindrome uremico-emolitica...)

FALSA MICROCITOSI







ANEMIE MICROCITICHE

- DISORDINI DEL Anemia sideropenica Ridotto apporto
METABOLISMO DEL FERRO Alterato assorbimento

Perdite

Anemia da disordine cronico Malattie inflammatorie
croniche
Malignomi

- DISORDINI SINTESI Anemie sideroblastiche Ereditarie, secondarie
DELL’ EME (farmaci, alcool, piomhb
idopatiche
- DISORDINI SINTESI DELLE Talassemie
GLOBINE



Significato dellRDW

'd|fferen2|a tra

talassemia
eterozigote non
complicata
(RDW normale e
MCV basso)

e

carenza di ferro
(RDW elevato e
MCV basso).

- RDW
au mentatn

‘ Diagnosi Differenziale ‘

sideropenia (a) talassemia (b)

normale




Anemia microcitica > 50% anemie
v

e
Normale RDW Alto RDW

; |

Sideremia, TIBC, % sat. ferritina{Fe*+ midollare)

e } VT~

1 della ferritina T Fe midollare Ferritina nella Riduzione
l e della ferritina norma della ferritina

| } I

Anemia Anemia Elettroforesi Hg Deficit di ferro
Malattia cronica Sideroblastica J'
(sequestro Fe) (accumulo Fe e

sintesi eme) Talassemia

(Cronico)




Stato marziale e

Stato marziale

Anemia
sideropenica

Anemia da
disordine
cronico

Avvelenament
o da Pb

Sindromi
talassemiche

sideremia

transferrina

Transferrina sat.%

) = =)

=) ) - =

ferritina N t N
Zn.protoporfirina N I I I N
Rec. solubile N N N

transferrina

=) =) (e G =) =

—




Hb <

GR <

RDW >

MCHC< 4 &
MCH<

MVC <

Morfologia ++
Sideremia <
Tranferrinemia >

Ferritinemia <
Recettore solubile Trasferrina >

MCV<

Morfologia ++«—

ROWNo> &

MCHC N «——

MCH < |

Sideremia Tranferrinemia

Ferritinemia

Recettore solubile Trasferrina
Elettroforesi Hb (HbA2 ¢ tipicamente

aumentata nel tratto beta-thal, ma pud
essere normale in caso di contemporanea
carenza di ferro o nel tratto alfa-thal)



Se ce microcrtosr

ricordare che

Una carenza marziale puo mascherare
'aumento della HbA?2!

Trattare lo stato di carenza marziale e
sempre la prima cosa da fare!




normocitica

ANSPAL A

MACROCITICA

microcitica




L v A
dlacrocitos! ¢
Valore di MCV al di sopra del 97° percentile

(> 2 deviazioni standard) per eta e sesso.

Emoagglutinazione

(malattie autoimmuni, infezioni associate
a crioagglutinine...)

FALSA MACROCITOSL



RBC
HBG
HCT
MCV
MCH

In presenza di macrocitosi,
valori di emoglobina nelle
norma e un MCH aumentato
devono far sospettare una
FALSA MACROCITOSI DA
AGGLUTINAZIONE.

EMOCROMO
13.24 x10%/uL 4,86 x10¢/pL

g/dL 129 g/dL

38 % 38 %
t101 1L 85  fL

Py 29  pg

MCHC 34  g/dL 34  gldL




Deficit di acido folico

Deficit di Vitamin B12
Sindromi mielodisplastiche
Anemia aplastica

Anemie diseritropoietiche(l-11)

Anemie emolitiche con marcata
reticolocitosi



!

Aumentata | +— CONTARETICOLOCARIAI

Emolisi o Hooiz
Perdita ematica l
(presenza di cellule “grandi” : :
Vit. B12 e folati/TSH

Perché giovani)
Indici emolisi // l

Coombs
G6PD-PK Bassi Normali
EIf Hb l
Anemia megaloblastica Anemia non megaloblastica
da carenza (macrocitica)
I v
v v v - :
) _ Valutazione del midollo
farmaci Deficit B,, Deficit
folati \

ANEMIA APLASICA
MDS






‘ Ricordiamo che una giusta
diagnosi di ANEMIA

necessita
SEMPRE di

Una buona anamnesi :

eta, familiarita, sesso, razza, dieta,
farmaci, infezioni.....

Un attento esame clinico:

cute, facies, bocca, torace, addome,



Le indagini di laboratorio vanno bene,
ma anche 1’occhio vuole la sua parte

7
{
'

¥




Variazioni della linea
leucocitaria

=3
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Aumento del numero der globuli bianchi al di sopra der /i '
per letd

Eritroblasti in circolo Aggregati piastrinici _

Chetoacidosi diabetica



v In alcune patologie (soggetti splenectomizzati, talassemici), il
tasso di eritroblasti circolanti & molto elevato e questo
determina un conteggio leucocitario/ mmc falsamente elevato.

v In genere, gli aggregati piastrinici, sono un artefatto di
laboratorio e non hanno nessun significato clinico.

v'La presenza di crioblobuline nel sangue puo alterare il
conteggio dei leucociti, che risulta generalmente piu alto.

v'I neutrofili vengono attirati da condizioni di acidosi. Nella
Chetoacidosi Diabetica dove e il sangue ad essere acido i
leucociti neutrofili vengono attratti dal pool marginale nel
sangue
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o

LaucociToS|

GRANULOCITOSI




CAUSE DI NEUTROFILIA

AUMENTATA PRODUZIONE AUMENTATO RILASCIO DAL POOL

MIDOLLARE
« Infezioni croniche « Infrezioni acute
 Infiammazioni croniche - Steroidi
- Malattie mieloproliferative « Stress
« Farmaci * Ipossia
RALLENTATA ELIMINAZIONE DAL
CIRCOLO
« Steroidi

« Splenectomia
 Epinefrina



* Valutazione dell’ LI
* Morfologia :shift maturativo

-
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forte shift maturativo a sinistra shift maturativo a sinistra






CAUSE DI LINFOCITOSI

Assoluta

 influenza

* pertosse

* tubercolosi

« parotite

« varicella

« Herpes Simplex Virus
 rosolia

 Brucellosi

* mononucleosi infettiva
» epatite virale

« farmaci

 Neoplasie
ematologiche(LLA LM...)

Relativa
*Neutropenia
sipertiroidismo

'‘morbo di Addison



Valutazione del linfociti
In valore assoluto

Variazioni a carico delle altre linee
cellulari




Laucopania ¢

Diminuzione del numero dei globuli bianchi al di sotto BTy
normali per /etd

Aumentato pool di riserva marginale(emodialisi,idiopatica...)



Laucopen e

7/ \

GRANULOCITOPENIE LINFOCITOPENIE

MISTE:

sIporigenerativa
*Ipersplenismo



NEUTROPENIA

Fra le due settimane e la fine del primo anno il limite
Inferiore e di 1.000/uL

Succesivamente >1.500/uL

Neutropenia lieve 1.000 - 1.500/pl
moderata 1.000 - 500/pL
grave >500/puL

Tale classificazione puo essere utile per predire |l
rischio di infezione, poiche solamente i pazienti con
neutropenia grave hanno una particolare suscettibilita
alle infezioni molto gravi (batteri endogeni, infezioni
nosocomiali)



Neutropenie

NEUTROPENIE ASSOCTATE
AD ALTRE PATOLOGIE
NEUTROPENIE *n. secondarie: pat. sist. Immune
TSOLATE infezione
CONGENITE heoplasia
. sindrome di Kostmann (SCN) - sindromi complesse: Shwachman,

glicogenosi Ib, Pearson, Barth,

- neutropenia ciclica
P Wiskott-Aldrich, organico-acidosi

* n. da attivazione del gene WASP
* neutropenie etniche : - . :
AUTOIMMUNI ) lmmunode_fuc!enze- iper-IgM, i.
- n. primitiva dell'infanzia (AIN) comune variabile

* n. primitiva dell'adulto _ ‘ |
ALLOIMUNI - da compromissione midollare:

- n. neohatale anemia aplastica, MDS, leucemia

ALTRE .. e ae

- idiopatica * da deficit nutrizionali: vit. BlZ e
- mielocatessi folati

« da farmaci

* ipersplenismo o epatopatie
croniche




INDAGINI DI | LIVELLO
Funzionalita epatica e renale, ionogramma, PCR, dosaggio Ig, HIV, HBsAg, HCV,
Ab anti neytrofili indir., ANA, Coombs dir. e indir, pH ematico, Ab anti
parvovirus,rosolia, CMV, EBV,Widal,Virus respiratori, Herpes virus

4 y

‘ Es. | livello positivi ‘ |

v v

Se infezione recente
documentata(virale o sepsi)

Se infezioni gravi, Se sint. articolari, J
precoci, ricorrenti cutanei e g.i.
v . 4 1 emocromo/sett. per 6 settimane

B e T linfociti, titol AGA, EMA, 0 N<1500 | N >1500 |
vaccinali, ENA, antiTTG,
risposta a C3, C4, CH50, v/
mitogeni, IC, Ra
studio apoptosi

; NP
vV v

NP da
Immunodeficit

postinfettiva

NP da
patologia

autoimmune




Biopsia osteomidollare
(morfologia, fenotipo immunologico, cariotipo, colture)

NP associata ad : :
insuf. midollare

Test G-CSF
Emocromo genitori
Studio elastasi pz e genitori
(mutazioni del gene ELAZ2,
sito sul cromosoma 13)




Linfocitopenia:

terapia con steroidi/ chemioterapia / radioterapia

infezioni virali/batteriche
HIV
TBC

neoplasie
linfoma di Hodgkin
leucemia acuta
tumori solidi

malattie croniche
sarcoidosi
lupus
sclerosi multipla
miastenia grave
sindrome di Guillain Barre’




Alterazioni delle piastrine
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Plastrinosi

era?



Aasirinos| 7

Aumento del numero di piastrine al di sopra del limite
normale

FALSA:

- Microcitemia

. Frammenti eritrocitari

. Emoconcentrazione




Ricorda che : {\

la microcitemia puo
falsamente incrementare il
numero delle piastrine




In caso di presenza di manifestazioni emorragiche
all'esame obiettivo (ecchimosi, petecchie) e storia di
emorragia (gengivorragia, epistassi, ematuria), ma con
conta piastrinica hormale mm= Valutare MCV~

MCV < 3° percentile

Conteggio piastrinico

in camera di Burker

P.Z'A.S TRINOPENIA MASCHERATA DALLA
MICROCITEMIA

*Una microcitemia pud falsamente incrementare il numero delle

piastrine in quanto al contaglobuli gli eritrociti microcitemici
vengono scambiati per piastrine.




o
» o
filasTrinos |
Primitiva
« Tormbocitemia essenziale
« policitemiavera

« LMC
« metaplasia

Secondaria

 Asplenia

« disordini inflammatori ( infezioni acute e croniche, artrite
reumatoide, sarcoidosi, m. di Kawasaki )

 disordini ematologici ( carenza marziale, a. emolitiche croniche,
deficit vit.E, emorragia acuta...)

« disordini neoplastici ( linfoma, neuroblastoma, altri tumori solidi )
« farmaci ( corticosteroidi, vincristina,...)
« varie (esercizio fisico, interveno chirurgico, m. di Caffey)






FALSA:

- Pseudotrombocitopenia EDTA-
dipendente

- Microaggregati piastrinici

- Coaguli



..Pseudotrombocitopenia da EDTA

Il fenomeno in vitro ¢ "tempo dipendente”

|

Conteggio
piastrinico subito
dopo il prelievo

Strisciare una goccia di sangue prelevata dal
polpastrello: al vetrino le Piastrine non appariranno
agglutinate ed effettuare un conteggio piastrinico in
camera di Burker



Microaggregati piastrinici

+ L’aggregazione piastrinica e un fenomeno fisiologico
dovuto alla liberazione di ADP e di altre sostanze da
parte delle piastrine adese tra loro.

» sono un artefatto di laboratorio
e non hanno nessun significato clinico.

mmm)  VENGONO lette — Cambiare

come leucociti anticoagulante



La prima cosa da fare in caso
di piastrinopenia isolata ¢

RIPETERE I. PRELIEVO



 L’osservazione del vetrino
permette di confermare o
contraddire i “ numeri “
forniti dai contaglobuli:




o Con il termine di piastrinopenia si intende la riduzione
del numero delle piastrine a meno di 150.000/mm3

0 In genere con un numero di piastrine tra 50.000-
100.000/mms3non si ha sanguinamento spontaneo ma in
seguito a traumi o interventi chirurgici.

0 Quando il numero delle piastrie e inferiore a 20.000 si ha
sanguianamento spontaneo.




MPRVY AUMEMTATO : piastrinopenie
autoimmuni
macrotrombocitosi mediterranea
m. mieloproliferative
Splenectomia
s. di Bernard-Soulier
s. di May-Hegglin

DIMINUITO:
Ipersplenismo

anemia megaloblastica
aplasie midollari

s. di Wiskott-Aldrich
chemioterapia



Per una esatta diagnosi e necessario:

 una corretta lettura dell'esame
emocromocitometrico:

-Conoscere |'esatto significato delle
sigle

-Confrontare il dato numerico con |
valori normali per sesso ed eta

-Essere consapevoli di possibili “falsi” e
dirimere | dubbi con l'aiuto del morfologo

* Ricordarsi che il punto di partenza e sempre |l
paziente con la sua storia e la sua clinica



La strumentazione ematologica non fa
diagnosi

L’osservazione del vetrino permette di confermare
o contraddire i “numeri“ forniti dai contaglobuli

| punti di contatto fra i “numeri” forniti dai
moderni analizzatori e lo studio morfologico
permettono una corretta diagnosi
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