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Ferraro S. Clin Chem Lab Med 2012;50:1911

IDA

RULE IN 

FERRITIN CUTOFFS

<15 μg/L

RULE OUT >100 μg/L  in assenza di 
infiammazione

(CRP assay !!)

50-100 μg/L:possible IDA
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IDA: available biomarkersIDA: available biomarkers
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•hepcidin is synthesized in the liver as a 84 amino acid 

pre-propeptide

•in addition to prohepcidin and hepcidin-25, 22, and 20 
carboxy terminal amino acid forms of hepcidin are found 
in the circulation and/or urine 

•hepcidin-25 is the bioactive form of hepcidin, the other 
forms have little or no biological activity.

•in humans it is part of the innate immune defence to 
remove iron sources for bacterial growing

•it is the main circulating inhibitor of iron flux from 
enterocytes, hepatocytes, macrophages and placental 
cells into the blood circulation

•these effects in part by binding to ferroportin, the main 
cellular iron-exporter in mammals

•large interindividual variation in concentration: wide 
reference intervals with limited use in interpretation

•hepcidin probably to be interpreted together with other 
indices of iron metabolism

•apparent circadian rhythm (increase during the day), no 
differences between sexes; lower in premenopausal 
women

Hepcidin, the essentials

MALDI-TOF MS
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Hepcidin, the laboratory

Hep tendency to aggregate and to stick to plastic material
Small and compact structure which leaves scarce free antigenic structure and 
high degree of hep conservation among many speciesà difficulties in 
making anti-hep specific antibodies 
3 circulating hep isoforms (-25, -22 and -20), only one is active (-25) – the 
relevance of measuring only -25hep not systematically studied
“Round Robin 1” (2009): good methods correlation, similar between-sample 
and analytical variations, but very different hep concentrationsà no
reference method, no validated commutable calibrator or other material for 
assay harmonization
Incomplete and hard comparison of the the analytical characteristics of 
published assays for publication bias, no accordance to the STARD initiative 
No universal reference intervals and cut-off values for clinical reasoning
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Hepcidin, the laboratory

“Round Robin 2” (2012): good methods correlation, similar between-sample and 
analytical variations, but very different hep concentrations à no reference method, 
no validated commutable calibrator or other material for assay harmonization
No universal reference intervals and cut-off values for clinical reasoning
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EPCIDINAEPCIDINA

Problematiche metodologiche 
della sua determinazione 

1. scarsa immunogenicità per limiti di
conformazione molecolare.  

2. alto grado di omologia tra i vertebrati
3. deriva da un propeptide (con peptide segnale)
4. tre isoforme presenti in circolo (Hepc-20, Hepc-22, Hepc-25) e 

non tutte biologicamente attive
5. tende ad aggregarsi, a legarsi alle proteine e ad appiccicarsi 

alla parete delle provette: precauzioni di prelievo! 
6. ritmo circadiano
7. elevata imprecisione dei saggi (specie su urine) 

METODO CONSIGLIATO: MALDI-TOF MS
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Proposed diagnostic and therapeutic algorithm for patients with suspected 
hemochromatosis.

Swinkels D W , Fleming R E Haematologica 2011;96:485-488©2011 by Ferrata Storti Foundation



Iron refractory iron deficiency anemia
(IRIDA)

Anemia ereditaria recessiva
Difetto nel gene TMPRSS6 codificante per Matriptasi-2, proteina 
transmembrana ad attività proteasica essenziale nella down-regolazione  di 
hep
Anemia microcitica e ipocromica a precoce insorgenza
Bassa saturazione Trf
Hep inappropriatamente alta/normale, in contrasto con il ridotto stato Fe
NO risposta Fe per os, Tx con Fe IVà manipolazione della via regolatoria di 
hep
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SR for hepcidin measurement for HH diagnosis; comparison of the serum and 
urine hepcidin concentration in healthy controls and in HH HFE patients 
(C282Y/C282Y homozygotes and C282Y/H63D compound heterozygotes) 
Medline and Embase research produced 414 records
n 43 papers chosen on the basis of the abstracts
n 35 papers not included (studies about method accuracy, methods 

comparison and about mRNA expression)
n 8 papers included

Serum (6 papers) and urine (3 papers) hepcidin measurements (Elisa and MS)

Many limits:
n Too less papers
n Only observational studies
n Alwais not good quality
n Different analytical methods and unity of measure 
n Big reporting bias à data shown without the appropriate measure of 

dispersion; only p value reported

Hepcidin
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Study or Subgroup
2.1.1 C282Y/C282Y
Floreani 2011
Girelli 2011
Girelli 2011
Kemna 2007
Sangwaiya 2011
Schwarz 2011
vanDijk 2008
Subtotal (95% CI)
Heterogeneity: Chi² = 7.61, df = 6 (P = 0.27); I² = 21%
Test for overall effect: Z = 2.62 (P = 0.009)

2.1.2 C282/H63D
Girelli 2011
Girelli 2011
Schwarz 2011
Subtotal (95% CI)
Heterogeneity: Chi² = 1.50, df = 2 (P = 0.47); I² = 0%
Test for overall effect: Z = 1.07 (P = 0.29)

Total (95% CI)
Heterogeneity: Chi² = 13.55, df = 9 (P = 0.14); I² = 34%
Test for overall effect: Z = 1.89 (P = 0.06)
Test for subgroup differences: Chi² = 4.45, df = 1 (P = 0.04), I² = 77.5%

Mean

3.2
41.9
12.2

1.6
13.1
14.2

5.2

65.1
22.4
20.2

SD

1.9
38.23
12.36
14.85

16.5
20

5.8

7.5
16.24

26.6

Total

10
10
10
14

9
14
22
89

6
6
7

19

108

Mean

13.7
59.6
10.3
4.38
32.9
21.5

7.6

59.6
10.3
21.5

SD

12.2
22.06
14.13

12.7
20.5
61.2
23.8

22.06
14.13

61.2

Total

150
13
13
20
14
39
40

289

13
13
39
65

354

Weight

12.8%
7.6%
7.9%

11.5%
6.7%

14.4%
19.8%
80.7%

5.7%
5.3%
8.3%

19.3%

100.0%

IV, Fixed, 95% CI

-0.88 [-1.53, -0.23]
-0.57 [-1.41, 0.28]
0.14 [-0.69, 0.96]

-0.20 [-0.88, 0.49]
-1.00 [-1.90, -0.10]
-0.13 [-0.74, 0.48]
-0.12 [-0.64, 0.40]

-0.35 [-0.60, -0.09]

0.28 [-0.70, 1.25]
0.78 [-0.22, 1.79]

-0.02 [-0.83, 0.78]
0.29 [-0.24, 0.81]

-0.22 [-0.46, 0.01]

Experimental Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
IV, Fixed, 95% CI

-2 -1 0 1 2
haemocromatosis healthy patients

Serum hepcidin - at diagnosis
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Study or Subgroup
1.1.1 C282Y/C282Y
Bozzini 2008
Kemna 2007
Piperno 2007
Subtotal (95% CI)
Heterogeneity: Tau² = 0.06; Chi² = 3.07, df = 2 (P = 0.22); I² = 35%
Test for overall effect: Z = 1.57 (P = 0.12)

1.1.2 C282/H63D
Bozzini 2008
Piperno 2007
Subtotal (95% CI)
Heterogeneity: Tau² = 0.00; Chi² = 0.19, df = 1 (P = 0.66); I² = 0%
Test for overall effect: Z = 2.20 (P = 0.03)

Total (95% CI)
Heterogeneity: Tau² = 0.22; Chi² = 11.97, df = 4 (P = 0.02); I² = 67%
Test for overall effect: Z = 0.02 (P = 0.98)
Test for subgroup differences: Chi² = 7.16, df = 1 (P = 0.007), I² = 86.0%

Mean

0.2
0.66
27.8

0.79
83.4

SD

0.17
7.3

50.91

0.5
157.6

Total

18
14
19
51

11
15
26

77

Mean

0.49
1.45

36.44

0.49
36.44

SD

0.43
14.53

44.6

0.43
44.6

Total

30
20
23
73

30
23
53

126

Weight

20.9%
19.4%
20.9%
61.2%

18.9%
19.9%
38.8%

100.0%

IV, Random, 95% CI

-0.80 [-1.41, -0.19]
-0.06 [-0.75, 0.62]
-0.18 [-0.79, 0.43]
-0.36 [-0.81, 0.09]

0.66 [-0.05, 1.36]
0.44 [-0.22, 1.10]
0.54 [0.06, 1.02]

-0.01 [-0.51, 0.50]

Experimental Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
IV, Random, 95% CI

-2 -1 0 1 2
hemocromatosis healthy patients

Urin hepcidin - at diagnosis
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Hepcidin/ferritin ratio - at diagnosis/screening

C282Y/C282Y as patient group for both 

Study or Subgroup
Sangwaiya 2011
vanDijk 2008

Total (95% CI)
Heterogeneity: Chi² = 0.06, df = 1 (P = 0.81); I² = 0%
Test for overall effect: Z = 4.99 (P < 0.00001)

Mean
0.3
1.8

SD
0.3
4.1

Total
9

22

31

Mean
1.1

10.3

SD
0.7

8.17

Total
14
40

54

Weight
26.6%
73.4%

100.0%

IV, Fixed, 95% CI
-1.33 [-2.26, -0.39]
-1.20 [-1.76, -0.63]

-1.23 [-1.71, -0.75]

Experimental Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
IV, Fixed, 95% CI

-4 -2 0 2 4
hemocromatosis healthy patients
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Serum hepcidin – HH iron depleted patients versus healthy controls

Study or Subgroup
2.2.1 C282Y/C282Y
Girelli 2011
Girelli 2011
Sangwaiya 2011
Subtotal (95% CI)
Heterogeneity: Chi² = 10.28, df = 2 (P = 0.006); I² = 81%
Test for overall effect: Z = 5.29 (P < 0.00001)

2.2.2 C282/H63D
Girelli 2011
Girelli 2011
Subtotal (95% CI)
Heterogeneity: Chi² = 2.45, df = 1 (P = 0.12); I² = 59%
Test for overall effect: Z = 2.56 (P = 0.01)

Total (95% CI)
Heterogeneity: Chi² = 10.28, df = 2 (P = 0.006); I² = 81%
Test for overall effect: Z = 5.29 (P < 0.00001)
Test for subgroup differences: Not applicable

Mean

1.5
12.8

18

1.5
7

SD

0.5
9

10.7

4.3
23.67

Total

6
6
9

21

3
3
6

21

Mean

10.3
59.6

75

10.3
59.6

SD

14.13
22.06
19.08

14.13
22.06

Total

13
13
14
40

13
13
26

40

Weight

46.3%
28.4%
25.3%

100.0%

0.0%
0.0%
0.0%

100.0%

IV, Fixed, 95% CI

-0.71 [-1.71, 0.29]
-2.33 [-3.61, -1.06]
-3.35 [-4.70, -2.00]
-1.84 [-2.52, -1.16]

-0.63 [-1.91, 0.65]
-2.23 [-3.77, -0.69]
-1.29 [-2.27, -0.30]

-1.84 [-2.52, -1.16]

Experimental Control Std. Mean Difference Std. Mean Difference
IV, Fixed, 95% CI

-4 -2 0 2 4
hemocromatosis healthy patients
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Serum hepcidin – HH iron depleted patients versus healthy controls

Could Hepcidin have a role in monitoring phlebotomy and assessing the 
ferritin target and frequency of phlebotomy ?
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IRON OVERLOAD
Screening test for finding C282Y homozygotes in the general population
(prevalence: 0.75%)

MEN WOMEN

SPECIFICITY % 99.6 99.4
SENSITIVITY % 90.0 55.0
PPV % 64.3 43.0
NPV % 99.9 99.7

Szőke D. Clin Chim Acta 2012;413:1184

2 CONSECUTIVE TEST

CUTOFF for TS

55%
50%

SATURAZIONE DELLA TRANSFERRINA:
RUOLO DIAGNOSTICO
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IRON OVERLOAD

Szőke D. Biochim Clin 2012;36:339

EASL raccomanda fortemente l’uso della TS (senza definirne il cut-off) come 
esame di screening per eventualmente eseguire gli esami genetici
(gene HFE) per HH nei:
- soggetti con sospetto IO: eseguire TS (e ferritina) a digiuno à se
elevata à analisi genetica delle mutazioni del gene HFE

(evidenza di grado elevato)
-pazienti ricoverati in reparti specialistici (epatologia o 
gastroenterologia), eseguire TS (e ferritina) à se elevata à analisi genetica 
delle mutazioni del gene HFE

(evidenza di grado moderato)

SATURAZIONE DELLA TRANSFERRINA:
RUOLO DIAGNOSTICO
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IRON OVERLOAD

Fleming RE et al. NEJM 2012;366:348

F ferritina > 200ng/ml, TS > 45%
M ferritina > 300ng/ml, TS > 50%
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IRON OVERLOAD

Fleming RE et al. NEJM 2012;366:348
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IRON OVERLOAD

Hepatology, Vol 54, No1, 2011
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IRON OVERLOAD

Hepatology, Vol 54, No1, 2011
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PARAMETRI RBC e RET

MCH, MCV, MCHC: sono gli indici tradizionali.

• MCH deriva da Hb e RBC, misure caratterizzate da notevoli precisione ed 
accuratezza dai moderni analizzatori

• MCHC deriva da Hb e HCT (RBC x MCV)
• MCV incompletamente standardizzato, sensibile allo storage, tempo dipendente
• MCV e MCH derivano dalla intera massa di RBC circolante e le loro modifiche 

sono lente a realizzarsi e, quindi, non hanno valore clinico per evidenziare
l‘acuta insorgenza di carenza marziale e precocemente la risposta ad ESA

• MCHC nonha uso clinico

• MCH e MCV alla diagnosi e per valutare il trend lungo settimane o mesi.
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PARAMETRI RBC e RET

RBC ipocromici ((IPO%, Hypo-He%, LHD (low haemoglobin density)).
Originariamente refertati solo da Bayer/Siemens, gli RBC ipocromici sono 
definiti da una concentrazione di Hb < 28 g/dL.
L‘utilità clinica nella diagnosi di FID nei pazienti con CKD con EPO è stata 
descritta positivamente in numerosi studi a partire dal 1992.
Un valore > 6% appare essere superiore a ferritina, sTfR, TS% nel 
differenziare IDA da FID/ACD in CKD
Limiti legati alla preanalitica (parametro tempo dipendente)

Gli altri parametri, generati da tecnologie Sysmex e Coulter, hanno 
teoricamente il medesimo significato. Pochi studi reperibili.
LHD deriva dalla trasformazione matematica di MCHC, correla con IPO%

• IPO% è il parametro meglio descritto in diagnosi di FID e ha il il maggiore 
livello di evidenza
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PARAMETRI RBC e RET

CHr (MCH dei RET), originariamente descritto da Bayer/Siemens
Attualmente fornito anche dalla tecnologia Sysmex mediante il parametro Ret-
He (trasformazione logaritmica di Ret-Y).
I due parametri indicano la stessa quantità, espressa in pg.

Red blood cell size factor (Rsf), derivata dalla radice quadrata del prodotto di 
MCV x MCVr.
Buona correlazione con CHr, SENS lievemente maggiore e medesima SPEC 
nella diagnosi IDA/FID; FID/ACD per valori > 87.7 fL, IDA se < IDA

• CHr < 29 pg predice IRE nei pazienti con carenza di ferro e nei pazienti in 
terapia con ESA (erythropoiesis-stimulating agent)

• Ret-He < 25 pg predice FID in terapia ESA
Ret-He con cut-off 25 pg aiuta nella dx IDA/ACD
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Analisi Reticolociti

• Per CHr il range centrale 95% comprende 28-35 pg
• Dopo conversione di RET-Y in RET-He, il range 95% comprende a 28.2-35.7 pg

• Parametri con filosofia analitica differente, ma che misurano la stessa componente cellulare

CCLM 2005;45:1193
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Diagnostic plot for the identification of iron deficiency
in anemic patients without acute-phase reaction

sTfR (mg/L)/log ferritin (µg/L)

Thomas C. Clin Chem 2002;48:1066

Iron repletion
N erytropoiesis

Reduced iron supply
Not yet iron deficiency state

Iron repletion
R erytropoiesis
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Referto strumentale ematologico: conteggi, curve di 
distribuzione, citogrammi

I principi analitici fondamentali sono utilizzati nelle 
differenti tecnologie presenti sul mercato:

n impedenza elettrica (metodo Colulter) 

nassorbimento e diffrazione della luce 

nfluorescenza

La maggior parte degli analizzatori impiegano 2 o piu‘ 
metodi per contare e differenziare gli stessi elementi 
cellulari
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Referto strumentale ematologico: conteggi, curve di distribuzione, 
citogrammi

Il metodo Coulter (Wallace Coulter, 1948), è in uso in 
molte piattaforme analitiche

il metodo esegue il conteggio ed il dimensionamento 
delle cellule misurando le variazioni di resistenza elettrica 
quando una particella, posta in un diluente, passa 
attraverso aperture di piccole dimensioni
La cellula funge da isolante e crea resistenza al percorso 
elettrico tra gli elettrodi posti ai lati dell’apertura stessa. 
Questa alterazione è rilevata in forma di impulso
Il numero degli impulsi indica il conteggio delle particelle, 
la dimensione degli stessi è proporzionale al volume
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Misurazioni ottiche della luce

misura dell‘ assorbimento della luce da parte delle 
cellule - in citochimica automatizzata mediante 
reazione citochimica specifica per l‘enzima 
mieloperossidasi all‘interno dei leucociti 
perdita di luce assiale (ALL) a 0°, misura inserita nelle 
analisi di VCSn

scatter della luce, generalmente utilizzate le misure di 
scatter ad angolo ridotto rispetto al raggio laser 
(forward scatter – dimensioni cellulari) e in direzione 
ortogonale (side scatter – strutture interna alla cellula 
e soprattutto forma del nucleo e caratteriatiche dei 
granuli citoplasmatici)

misure di fluorescenza, evidenziazione di RNA/DNA 
mediante coloranti fluorescenti, oppure anticorpi 
monoclonali specifici per determinati target (ad 
esempio, CD61 per la rilevazione PLT Abbott)
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Analisi RBC

High angle
5°-15°

Low angle
2°-3°

RBC

670nm

Mie scattering theory

IR

Hb Conc Vol
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LE MAPPE ERITROCITARIE

� La mappa RBC mostra graficamente la relazione, cellula per cellula, tra le misurazioni 
della dispersione della luce e le caratteristiche di volume (y) e di concentrazione di 
emoglobina (x)

� La griglia della mappa include volumi eritrocitari compresi tra 30 e 180 fL e 
concentrazioni emoglobiniche tra 19 e 49 g/dL ed è costituita da linee a medesimo 
volume ed HC

� In un campione normale la popolazione RBC è riportata al centro della mappa.

17

35

Isolinee Hgb

Isolinee volume

Mappa MIE
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LE MAPPE ERITROCITARIE

MAPPE DI MIE

La mappa di Mie non è lineare e non consente una
agevole valutazione visiva della distribuzione
eritrocitaria.

Il sistema ne elabora una rappresentazione lineare,
denominata “citogramma V/HC” caratterizzata da 
nove aree distinte di morfologia eritrocitaria

19

36
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MACRO

Analisi degli eritrociti

MICRO

HYPO HYPER

Concentrazione di emoglobina (g/dL)

Volume
(fL)

Matrice RBC

% hypo: carenza ferro, terapia EPO

% micro / % hypo: differenziazione di 

talassemia e deficit di ferro (>0,9 in tal)

%hyper: indicativo di sferocitosi

Parametri eritrocitari derivati

120

60

28 41
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LE MAPPE ERITROCITARIE

PARAMETRI ERITROCITARI DERIVATI

ISTOGRAMMA VOLUME RBC: rappresenta la distribuzione 
dei globuli rossi per volume della cellula.

� intervallo tra 0 fL e 200 fL, discriminanti a 60 e 120 fL.

Vengono derivati dall’istogramma:
� MCV media della popolazione RBC;
� RDW coefficiente di variazione dell’istogramma.

(“width of volume distribution”)

Flag morfologici RBC (alterazione della distribuzione volumetrica): 
anisocitosi (RDW), microcitosi (%MICRO), macrocitosi 
(%MACRO)

21

38
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LE MAPPE ERITROCITARIE

PARAMETRI ERITROCITARI DERIVATI

ISTOGRAMMA CONCENTRAZIONE EMOGLOBINA RBC:
rappresenta la distribuzione dei globuli rossi per
concentrazione cellulare di emoglobina. 
� Intervallo tra 0 g/dL e 50 g/dL, discriminanti a 28 e 41 g/dL.

Vengono derivati dall’istogramma:
� CHCM mediana dell’istogramma HC RBC;
� HDW deviazione standard dell’istogramma.
(“hemoglobin concentration distribution”)

Flag morfologici RBC (alterazione della concentrazione di Hb): 
anisocromia (HDV >3.4 g/dL), ipocromia (%Ipo), ipercromia
(%Iper)

22

39
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Analisi integrata delle piastrine

Dispersione piastrine2 - 3°

5 - 15 °, indice di rifrazione (IR)

3

� Detriti

� Ombre eritrocitarie

� Piastrine fino a 20 fl

� Piastrine grandi > 20 fl

� Microciti

� Frammenti Eritrocitari (>100000/µL)

1,3500

1,4000
1

2

6

4

5
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Analisi RETIC

High angle
5°-15°
CHCM

Low angle
2°-3°
MCV

Assorbanza (RNA)
RBC DIL

Oxazina 750
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Il citogramma Scatter/Abs RETIC

DENSITÀ

ASSORBANZA

CITOGRAMMA SCATTER RETIC

CITOGRAMMA V/HC RETIC

Mie scattering theory

Y volume
X HC

X HC

Y volume
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Analisi RETIC

MCVr: media dell'istogramma Volume RETIC per la 
popolazione di reticolocit. MCV/MCVr, 24,3% in media

RDWr: coefficiente di variazione (CV) dell'istogramma Volume 
RETIC (canali da 15 a 99) per la popolazione di reticolociti

CHCMr:la media dell'istogramma HC RETIC per la 
popolazione di reticolociti: CHCM/CHCMr, -16,7% in media

HDWr:la deviazione standard (DS) dell'istogramma HC RETIC 
per la popolazione di reticolociti

CHr:media dell'istogramma CH RETIC per la popolazione di 
reticolociti; nei soggetti sani CHr = 28,6pg (DS 2,46)

22

43
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XE5000 illumina il campione con un 
Laser a semiconduttori (633 nm) e 
separa le cellule utilizzando i seguenti 
segnali:

ü Forward Scatter- Volume cellulare

ü Side Scatter- Struttura interna

ü Side Fluorescence - Quantitativo 
DNA/RNA

Fluorescenza in Citometria a Flusso
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Conteggio RBC/PLT

ü Canale specifico RBC/PLT, rilevazione RF/DC
(Resistivo con Focalizzazione Idrodinamica)

ü Il metodo RF/DC rileva le dimensioni 
cellulari dalle variazioni della resistenza alla 
corrente diretta e descrive la densità della 
struttura interna dalle variazioni della 
resistenza alla radiofrequenza. 

ü Le dimensioni degli impulsi permettono di 
costruire scattergram e distribuzioni 
dimensionali 

ü Secondo conteggio su canale RET, mediante 
lettura ottica con laser

RET
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Analisi Reticolociti

• L’analisi RET (citometria in fluorescenza) classifica e analizza eritrociti, piastrine, reticolociti e 
sottogruppi RET

• Colorazione con un reagente fluorescente (polymethine) e scattergram con forward scatter in 
asse Y (volume) ed intensità di fluorescenza laterale in asse X 

• Studio della popolazione RBC e specifiche popolazioni - %IPO (Hypo-He), %IPER (Hyper-He), 
% microciti e macrociti, contenuto in Hb (RBC-He), frammenti eritrocitari (FRC) in % e #

• Per RET si hanno 3 frazioni maturative a differente intensità di fluorescenza e calcolati 
parametri relativi al contenuto RET di Hb (RET-He, formalmente RET-Y)
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Conteggio di WBC, RBC, PLT e parametri derivati

Basato sul principio Impedenziometrico Coulter, con algoritmi di analisi per una migliore 
classificazione volumetrica delle cellule

Tecnologia "Digital Pulse Processor" che fornisce misure di più parametri su ogni evento 
cellulare all’interno della cella

47
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Corrente Continua

Conteggio e dimensionamento RBC, PLT, WBC
Impulso Elettrico

- 2 bagni separati per WBC e RBC/PLT
- 3 aperture distinte che funzionano come sistemi 
indipendenti e che utilizzano il metodo Coulter 
- Correzione della coincidenza
- Il sistema analizza i dati per WBC, RBC, MCV, RDV e 
MPV confrontando i dati delle 3 aperture e verifica che 
almeno 2 aperture abbiano fornito dati simili
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• Determinazione diretta delle 5 sottopopolazioni

• Analisi delle cellule allo stato nativo attraverso un unico canale di 
rilevazione.

• Tecnologia FCDM applicata per l’analisi di formula leucocitaria, 
reticolociti, NRBC e PLT

Flow Cytometric Digital Morphology
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Misurazione diretta di 7 parametri su ciascuna cellula

Dimensione Cellulare (Principio Coulter)

Caratteristiche cellulari interne, rapporto
nucleo/citoplasma, densità nucleare e composizione
chimica (Radiofrequenzaà conduttività)

Flow Cytometric Digital Morphology
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AL2
LALS

LMALS
MALS

UMALS

LALS
LMALS

MALS
UMALS

Flow Cytometric Digital Morphology

Le caratteristiche cellulari sono studiate da 5 
misure di scatter di luce laser

• UMALS (Scatter ad angolo medio-alto)

• MALS (Scatter ad angolo medio)

• LMALS (Scatter ad angolo medio-basso)

• LALS (Scatter ad angolo basso)

• AL2 (perdita di luce laser)

Ciascuno scatter è in grado di vedere ed evidenziare 
caratteristiche diverse della morfologia cellulare.

Misurazione diretta di 7 parametri su ciascuna cellula
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Misurazione diretta
di 7 parametri

su ciascuna cellula

analisi digitale del segnale di ciascuna 
misurazione: ulteriori 4 determinazioni 

per evento

Flow Cytometric Digital Morphology

Integrazione ed analisi del fattore 
tempo di ciascuna determinazione

Per un totale di 29 misurazioni
per singolo evento (cellula)

Misurazione diretta di 7 parametri su ciascuna cellula
(WBC, RET, NRBC, PLT)
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Reticolociti

•Methylene-blue staining (RNA), 
fissaggio in forma sferica
•28 parametri cellulari nel 
modulo RETIC: impedenza 
corrente diretta (volume-
fenomeno Coulter), opacità ad RF 
(conduttività) e VCSn
•Differenti paramentri cellulari: 
HLR, IRF, MRV 

V

LLSn
V

OP

Reagenti specifici
Determinazione DIRETTA 
con CANALE DEDICATO
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• CELL-DYN Sapphire utilizza il metodo per impedenza per contare RBC e, come 
metodo secondario, le PLT

• Il metodo viene utilizzato anche per il dimensionamento di RBC e PLT (volume 
cellulare)

• Metodo per impedenza secondo principio di Coulter

• Impiego della tecnologia di focusing idrodinamico (un cilindro liquido circonda il 
campione diluito e si sposta con esso in forma di flusso laminare) 
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• metodo di analisi ottico per contare e differenziare WBC, metodo primario per PLT; metodo 
secondario per RBC e per ulteriori parametri RBC. Impiego della tecnologia di focusing 
idrodinamico 

• Il metodo ottico utilizza una sorgente luminosa monocromatica a luce blu e lunghezza d’onda 
pari a 488 nm; la stessa sorgente luminosa è impiegata per le misurazioni in fluorescenza

• 4 rilevatori di scatter a differenti angoli rispetto al raggio di luce con informazioni relative a 
diversi aspetti cellulari; la misura della luce depolarizzata permette la separazione specifica 
degli eosinofili
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• Il metodo di analisi per fluorescenza viene impiegato per la rilevazione di strutture intracellulari 
(RNA e DNA) e per l’applicazione di metodi in immunofluorescenza, definibili dall’operatore

• Il metodo utilizza la medesima sorgente luminosa monocromatica già impiegata per il metodo 
ottico

• Vengono impiegati 3 rilevatori di fluorescenza (fotomoltiplicatori) a differenti lunghezze d’onda
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Conteggio RBC
ü RBC sono sottoposti a sfericizzazione isovolumetrica 
ü Conteggio RBC mediante 2 metodi, in impedenza (metodo primario) e con metodo 

ottico

ü La distribuzione volumetrica RBC (dati da impedenza) viene convertita in un 
istogramma, con 2 discriminanti dinamici, utilizzati per il calcolo di MCV, e 2 
discriminanti fissi a 60 e 120 fL

ü Il metodo ottico raccoglie informazioni da 3 angoli di scatter di luce, 0°, 7° e 90°
ü I segnali di scatter permettono di calcolare, per ogni singola cellula ed applicando i 

principi della teoria di Mie, il volume e la concentrazione di emoglobina cellulare 
(CHC)

ü Costruzione di un istogramma di distribuzione della concentrazione di Hb cellulare 
con 2 discriminanti fissi (CHC < 28 g/dL e >41 g/dL) e di un citogramma volume 
(Y) e CHC (X) con gli stessi discriminanti per V e CHC
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Conteggio RET

üUtilizza una sub-diluizione del campione RBC e 
un reattivo fluorescente per RNA
ü Conteggio ed analisi (FL1) dei dati di 
fluorescenza e di scatter della luce a 0°, 7° e 90°
üVengono costruiti 1 scatterplot e 1 istogramma; 
il primo (FL1 RNA/7°) separa RBC (rosso), PLT 
(arancio) e WBC (blu); il secondo separa RBC 
(bassa fluorescenza), RET e la frazione RET 
immatura (ad elevata fluorescenza – a destra 
rispetto al discriminante maggiore). 
In entrambi i casi mediante discriminanti 
dinamici
üCalcolo di IRF

üLa presenza di un picco in regione 1 suggerisce 
la presenza di infestazione da plasmodi malarici
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Messaggi da portare a casa

ü Che parametri guardare in un referto strumentale

ü i parametri numerici, MCV, RDW, reticolociti, flags 

ü MCH e MCHC, come indicatori della qualità del campione analizzato 
(emolisi, agglutinazione RBC, torbidità del plasma) e del corretto 
funzionamento dell’analizzatore; MCHC nella HS
ü CHCM (misurazione diretta ottica) à non risente di opacità del plasma, 

di Hb libera, di agglutinati

ü gli istogrammi di distribuzione cellulari (%Micro, %Macro)
ü conoscere bene il vostro analizzatore e le caratteristiche dei 

citogrammi e scegliere quelli piu’ informativi rispetto alla vostra 
popolazione di riferimento

ü tra i parametri “solo di laboratorio”, utilizzare clinicamente (e 
refertare) solo quelli sostenuti dalla maggiore evidenza scientifica
ü CHr e %IPO, %IPER (RET-He, RBC-He)
ü %Micro/%Ipo ratio
ü frazione immatura dei RET (IRF)
ü IPF
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POCHE PAROLE DI EBM
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