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Osservazione del sangue periferico al microscopio:
quello che gli strumenti non sempre vedono
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Schistociti
e microangiopatie trombotiche

gli schistociti sono frammenti di emazie o emazie che hanno perso 
porzioni di citoplasma

sono generalmente assenti nei soggetti sani

la loro presenza nel sangue periferico deve indurre la ricerca di 
patologie caratterizzate da anemia emolitica microangiopatica

le caratteristiche morfologiche, le modalità di ricerca nel vetrino e di 
refertazione sono state  definite a livello internazionale (Int J Lab Hem
2011)
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Microangiopatie trombotiche

è gruppo etrogeneo di sindromi cliniche

2 principali situazioni cliniche, rappresentate dalla Porpora Trombotica
Trombocitopenica (TTP) e da Sindrome Emolitico-Uremica (HUS)

elevata mortalità in assenza di terapia appropriata e tempestivamente 
messa in atto
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Sindromi con anemia emolitica microangiopatica
TTP

patologia rara , prognosi severa (mortalità > 90%), PEX entro 4-8 ore

diagnosticata in presenza di : ↓PLT, MAHA, sintomi neurologici e renali, febbre. 
Le  linee-guida (2006) : il sospetto clinico solo con  ↓PLT e anemia emolitica 
microangiopatica
sintomi neurologici  nel 35% dei pazienti
anormalità renali e febbre non preminenti
diagnosi differenziale complicata

laboratorio molto importante
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Sindromi con anemia emolitica microangiopatica
TTP

Sottogruppi di TTP

TTP congenitaàrara (circa 100 pz descritti)

TTP acuta idiopatica à è la forma più comune, patogenesi autoimmune 

TTP HIV associataà puo‘ essere evento di esordio, oppure in caso di low CD4.

TTP associata a terapia farmacologicaà circa il 15% di tutti i casi, piu‘ spesso 
chinino, ticlopidina, clopidogrel, trimethoprim, peg-interferon

microangiopatia trombotica (TMA) associata a neoplasiaà adenocarcinomi.
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Sindromi con anemia emolitica microangiopatica
TTP

Sottogruppi di TTP

TTP associata a gravidanza
5-25% di tutti i casi, esordio tardivo di una forma congenita, o di forma acuta 
idiopatica (gravidanza come causa scatenante), livelli normali pre-gravidanza 
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Sindromi con anemia emolitica microangiopatica
TTP

Sottogruppi di TTP

(TTP) Microangiopatia associata a trapianto (TAM) à ↓PLT e MAHA associata a
trapianto di midollo osseo, patogenesi sconosciuta, sono fattori di rischio il sesso F.

Criteri diagnostici recentemente definiti (Haematologica 2007)
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Sindromi con anemia emolitica microangiopatica

Sottogruppi di TTP

(TTP) Sindrome Emolitico Uremica à

HUS con diarrea (D+), associata a diarrea ematica indotta da
tossine Shiga-like

HUS (D-), 20% circa dei casi, sintomatologia simile a TTP,
principale differenza è la frequente presenza di interessamento 
renale 
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Sindromi con anemia emolitica microangiopatica

laboratorio molto importante

piastrinopenia, da consumo all‘interno di trombi ricchi in PLT

anemia, da frammentazione meccanica dei RBC nel passaggio attraverso 
vasi 

riduzione aptoglobina, aumento RET, DAT negativo, ↑LDH

screening coagulazione e fibrinogeno non alterati ADAMST13

presenza di schistociti all‘osservazione dei preparati di sangue 
periferico
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schistociti: come si identificano?

in base a criteri morfologici ben definiti

sono sempre più piccoli rispetto a RBC intatto

possono essere  frammenti di varia forma :
- con spigoli o spine, di forma triangolare, con bordo rotondeggiante ad un lato,

generalmente con colorazione intensa, scura

Helmet cell: RBC danneggiati con un‘area amputata con contorno netto

Keratocitià con 2 spine separate da un segmento concavo di membrana

microsferocitià RBC di forma sferica, iperdensi (intensamente colorati), di piccole 
dimensioni, prive di area centrale pallida. 
Questi elementi  sono  secondari al fenomeno di frammentazione .

Sono da contare come schistociti  se copresenti alle precedenti forme
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schistociti: come identificarli?
Devono essere identificati

mediante osservazione al microscopio ottico di preparati da sangue periferico 
colorati con procedura standardizzata (ICSH 1984)

i preparati ematici da strisciatori automatici sono accettabili

Esprimere il risultato in %, dopo conteggio di >= 1000 RBC, con immersione, se
necessario. Referto solo qualitativo.

la presenza di schistociti in percentuale > 1% indica TMA

gli schistociti devono rappresentare la principale alterazione morfologica 
presente, talvolta con segni di eritropoiesi accelerata (policromasia,
punteggiatura basofila, nRBC)
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Analisi integrata delle piastrineAnalisi integrata delle piastrine

Dispersione piastrine2 - 3°

5 - 15 °, indice di rifrazione (IR)

3

�� DetritiDetriti

�� Ombre eritrocitarieOmbre eritrocitarie

�� Piastrine finoPiastrine fino a 20a 20 flfl

�� Piastrine grandiPiastrine grandi > 20> 20 flfl

�� MicrocitiMicrociti

�� Frammenti EritrocitariFrammenti Eritrocitari
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1,4000
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Analisi Reticolociti

•Colorazione con un reagente fluorescente (polymethine – contenuto in RNA) e costruzione dello
scattergram con forward scatter in asse Y (volume) ed intensità di fluorescenza latwerale in asse 
X 

•Lo studio della popolazione RBC consente di indicare la presenza di  frammenti eritrocitari (FRC), 
espressi in % e #

FSC

SFL



1616

Conteggio PLT-O

ü I discriminanti dinamici si adattano alle variazioni 
dimensionali e segnalano il cluster a maggiore 
densità

ü Eventi differenti da PLT possono comparire nello
scatterplot:

ü Regione 3 – più spesso frammenti RBC e WBC
ü non esiste un flag specifico per schistociti

Frammenti, grandi PLT, microciti, particelle non ematiche

Frammenti, particelle non 
ematiche
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specifica flag per schistociti

generata da algoritmi da

curva complessiva PLT-RBC
istogramma WBC
dati del modulo NRBC

256 Channel histogram including platelets and RBC

L M R

WBC PLT Average Histogram
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Schistociti e contaglobuli automatici 
Gli strumenti di ultima generazione analizzano i
campioni per la presenza di schistociti/frammenti 
eritrocitari
2 tecnologie (Siemens Advia e Sysmex XE-2100) sono 
ampiamente studiate e descritte in letteratura 
Parametro apparentemente dotato di elevata sensibilità
ma poco sensibile (pari circa al 20%) per interferenza
da parte di PLT, anisopoichilocitosi, frammenti differenti
da schistociti e noise in generale. Descritta per Sysmex 
interferenza da IPO-He

Buon accordo statistico con l‘osservazione al MO, ma
generale tendenza ad una sovrastima degli analizzatori,
piu‘ evidente per Advia a bassi valori di FRC, all‘opposto
per Sysmex

limiti di riferimento: 0.03-0.58% (Jiang 2001)
per Advia: valori medi/mediani 0.2-0.4%
per Sysmex:                           0.3-1.1%
(Int J Lab Hem 2012; 34: 566)

parametro SEMPRE da verificare al MO
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Eritroblasti nucleati
(nRBC)

è necessario riconoscere la presenza di nRBC

in campo neonatologco
fornire un conteggio WBC corretto in situazioni di fisiologica presenza di
nRBC
come fattore prognostico in condizioni di prematurità e per asfissia e 
ipossia fetale
come fattore prognostico e predittivo del rischio nei neonati pretermine

per emorragia cerebrale
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Eritroblasti nucleati
(nRBC)

in età pediatrica e nell‘adulto

fornire un conteggio WBC corretto in presenza di nRBC

escludere la presenza di patologie ematologiche e di alterazioni ematopoietiche 

nelle sindromi talassemiche per il monitoraggio della condizione di eritropoiesi 
inefficace e di stress midollare allo scopo di modulare la terapia trasfusionale (Lab 
Hematol 1997;3:129-CCLM 2009;47:1539) 

nRBC in terapia intensiva è fattore prognostico negativo per mortalità

nRBC è fattore prognostico negativo per mortalità in cardiochirurgia, nei 
grandi ustionati, in chirurgia toracica  dopo trapianto di midollo 
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Eritroblasti nucleati
(nRBC)

Gli analizzatori di ultima generazione forniscono il conteggio nRBC,   di qualità
accettabile

Per il conteggio di nRBC si utilizzano  tre principi analitici

fluorescenza à Abbott Sapphire, ABX Pentra 120, Sysmex XE-2100/5000
volume , conduttività e scatterà Beckman Coulter LH700 e DxH800
volume, densità nucleare e citochimica automatizzata à Siemens Advia

L’accordo con il MO è discreto

il conteggio con la  fluorescenza sembra migliore

Il solo allarme da migliore performance  , rispetto al risultato quantitativo
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Eritroblasti nucleati: qualche performance 
strumentale

Advia vs Microscopio Ottico
47 campioni scelti in base alla presenza di flag Advia 120, 2 
operatori, 2 preparati differenti, 400 RCB totali
valutazione di conteggio BAROX% e Perox%

MO/nRBC Barox
y = 0.5852x + 3.8742

R2 = 0.8984
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Metodo NRBC ADVIA 2120

Più piccoli dei 
linfociti
Più grandi della 
maggioranza 
delle piastrine

Il metodo nRBC è basato sulle caratteristiche fisiche degli eritroblasti:

• la dimensione 

• le caratteristiche citochimiche (Perox NEG )

• la densità dei nuclei degli nRBC

Più densi dei 
nuclei dei 
mononucleati

Quattro conteggi indipendenti di nRBC (3 Perox, 1 Barox)
n nRBC / µL sono almeno 200
n nRBC almeno 2% con WBC almeno 3.000 / µL 
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Analisi Citogramma :Conteggio BAROX nRBC

Il conteggio nRBC BAROX è calcolato combinando I conteggi assoluti dalla regione 
della Perossidasi e il canale Basofili/Lobularità.

Noise

NRBC

L

M N

E

WBC ROX = N + E
MN

PMN NRBC

WBC BA = MN + B

B

I veri WBC sono considerati come la somma - canale Baso (BA)- dei Basofili e
dei Mononucleati,e - canale Perox (ROX)- dei Neutrofili e degli Eosinofili : 
tutti questi cluster non subiscono l’interferenza di eventuale presenza di eritroblasti

nRBC = WBCB – (# Neu +# Eos) – ( # Baso + # MN)
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NRBC come da strumenti Dasit

• Metodo in citometria a flusso in fluorescenza 
con laser a semiconduttore

• Costruzione di uno scattergram con 
distribuzione bidimensionale della luce diffusa 
frontalmente e della luce a fluorescenza 
laterale

• Dopo l’analisi vengono visualizzati cluster 
corrispondenti a ghost RBC, leucociti e nRBC

25
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Canale ERITROBLASTI

Canale DIFF

PLT

NRBC

Ly
Mo+Gr

Flow Cytometric Digital Morphology
Eritroblasti

Reagenti specifici
DeterminazioneDeterminazione DIRETTA con CANALE DEDICATODIRETTA con CANALE DEDICATO

56 parametri modulo NRBC

RBC, PLT , detriti
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nRBC letti in fluorescenza (630 nm, FL3)

evidenziati in differenti scatterplot

meglio evidenziati in Low-Hi FL (size/FL3 
DNA), ben differenziati rispetto alle cellule
non viable
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Eritroblasti nucleati

allarme poco specifico
eterogeneità morfologica di nRBC
nRBC possono essere inclusi nella zona
di noise (PLT clumps, parassiti della 
malaria, RBC resistenti alla lisi...)

migliore specificità, ma non ottimale
costo ridotto
tempi brevi
conte WBC e differenziale leucocitaria 
corrette, esenti dall‘interferenza da 
nRBC

NO materiali per IQC e EQC

parametro SEMPRE da verificare al MO
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Eritroblasti nucleati
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Sferociti e sferocitosi ereditaria

Gruppo eterogeneo di disordini per severità clinica, tipo di difetto di membrana e 
modalità di trasmissione genetica

è la più frequente causa di emolisi cronica congenita in Europa e in Nord America 
(1/2000 nati)

l’alterata morfologia RBC e la ridotta sopravvivenza sono causate dalla carenza o 
dall’alterazione delle proteine strutturali di membrana spectrina, anchirina, banda 
3 e proteina 4.2

apparente correlazione tra clinica e fenotipo proteico
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Sferociti e sferocitosi ereditaria

La severità clinica varia da forme  asintomatiche a  ittero severo

HS può essere di difficile individuazione nelle forme mild (no anemia e no ↑ bilirubina) e nei 
carrier, talvolta in assenza di sferociti, di alterazione degli indici RBC e di ↑ di RET

Più spesso diagnosticata nei bambini e nel giovane adulto; nel 75% positivo riscontro in 
famiglia

Diagnosi differenziale: con anemia emolitica autoimmune  - DAT +, con i difetti enzimatici, 
ipofosfatemia, ustioni estese e con altre forme di alterazione di membrana cellulare, in 
presenza di morfologia atipica:(serve?)

Acantociti, presenti nel 8-15% delle HS
Pincered RBC in pazienti non splenectomizzati con alterazione della banda 3
Ovalociti e stomatociti in pz con carenza di proteina 4.2

Importante diagnosi differenziale con la stomatocitosi ereditaria
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Sferociti e sferocitosi ereditaria

Diagnosi

Anamnesi famigliare, storia clinica, 
esame obiettivo (splenomegalia, 
ittero)

Laboratorio (bilirubina, emocromo 
completo, reticolociti), indici 
eritrocitari, presenza di sferociti
allo striscio

MCHC elevato (> 34-35 g/dL)
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Sferociti e sferocitosi ereditaria

ü Sono RBC densi, di colore omogeneo, di forma rotonda, con contorno 
liscio e regolare, privi dell’area chiara centrale

ü RBC con diametro ridotto, ma con volume, espresso come MCV, normale 
o poco ridotto

ü La loro percentuale varia in rapporto alla eterogeneità dell’espressione 
clinica

ü La loro presenza non permette diagnosi
univoche
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Sferociti e sferocitosi ereditaria
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Sferociti e sferocitosi ereditaria
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Sferociti e sferocitosi ereditaria

• Tecnologia Siemens à ↑MCHC, ↑CHCM (direttamente misurato), la popolazione 
RBC in citogramma V/HC evidenza delle emazie IPO (che sono aumentate), 
prevalentemente normocitiche e in parte microcitiche



3737

Sferociti e sferocitosi ereditaria

• Tecnologia Siemens à ↑MCHC, ↑CHCM (direttamente misurato), la popolazione 
RBC in citogramma V/HC evidenza delle emazie IPO (che sono aumentate), 
prevalentemente normocitiche e in parte microcitiche

• Tecnologia Abbott à modificazioni in gran parte sovrapponibili (sfericizzazione  
isovolumetrica e sulla teoria di Mie)
In metodo ottico, i segnali di scatter a 0, 7 e 90° vengono analizzati e utilizzati per     
costruire il citogramma CHC (Vol/concentrazione Hb) con aumento di RBC %HPO e 
di CHCM
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Sferociti e sferocitosi ereditaria
Tecnologia Coulter à RBC in soluzione ipo-osmotica con 
sfericizzazione e calcolo del volume medio di RBC e RET 
(MSCV). 
I normali RBC hanno normale espansione osmotica (MSCV > 
MCV), gli sferociti, invece, raggiungono un volume osmotico 
critico con conseguente riduzione di MSCV (MSCV < MCV, ad 
indicare la ridotta resistenza osmotica di HE).
Con Delta (MCV-MSCV) > 9,6 fL, SPEC 90,6% e SENS 100% 
(per HS) (Int J Lab Hem 2010;32:519)

Tecnologia Sysmexà su Sysmex XE-5000 in canale RET, 
misurazione di IRF%, Hypo-He (<17pg), Hyper-He (>49pg), 
MicroR (<60fL) e MacroR (>120fL).
Sviluppo di 2 regole:
1)Parametro di screening, basata su RET e IRF
2)Parametri «di severità clinica», MicroR e MicroR/Hypo-He 
(Ann Hematol 2010, )



Sferociti e sferocitosi ereditaria 
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Tecnologia Sysmex 
Sysmex XE-5000 in canale RET, 

misurazione di IRF%, 
Hypo-He , 
Hyper-He , 
MicroR e MacroR .

Sviluppo di 2 regole:
Parametro di screening, basata su RET e IRF
Parametri «di severità clinica», MicroR e 
MicroR/Hypo-He 

(Ann Hematol 2010, )
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“Evidence based medicine is the 
conscientious, explicit, and judicious use of 
current best evidence in making decision 
about the care of individual patients.”

“Best available  clinical evidence means 
clinically relevant research, often from the 
basic sciences of medicine, but expecially 
from patient centred clinical research into
the accuracy and precision of diagnostic 
tests, the power of prognostic markers……”

Sackett, 1996

POCHE PAROLE DI EBM



Questa definizione può (e deve) essere applicata 
alla  medicina di laboratorio, considerando:

che la richiesta di un test diagnostico è parte del
processo di decision-making

la rilevanza della situazione clinica

la necessità di una valutazione critica delle evidenze in 
termini di qualità

la continua evoluzione delle evidenze

POCHE PAROLE DI EBM



Una revisione sistematica delle 
evidenze disponibili e lo sviluppo di una

meta-analisi può identificare delle 
carenze metodologiche

Così come la validazione di un nuovo test necessita di 
una ricerca primaria, la raccolta dei dati provenienti da 

diversi studi in una revisione sistematica può fornire 
ulteriori benefici  

POCHE PAROLE DI EBM



POCHE PAROLE DI EBM



Messaggi da portare a casa
Parametri a volte sottovalutati, se ben osservati e 
inquadrati possono essere di valido aiuto nella 
diagnostica di patologie ematologiche non routinarie.
Lo strumento ci da la segnalazione ma questa  deve 
essere valutata al MO.
Imparare ad usare con familiarità il MO deve essere 
un “must” per un dirigente di laboratorio.
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