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Editoriale1

Questo volume raccoglie i contributi dell’omonimo Convegno tenu-
tosi ad Acqui Terme venerdì 21 Febbraio 2020. 
Data storica perché lo stesso giorno nel nostro ospedale (provincia di 
Bergamo, di oltre 1,1 milioni di abitanti) è stato identificato il primo 
caso documentato di un paziente con una infezione virale causata da 
SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2) l'a-
gente responsabile dei primi casi di polmonite di origine sconosciuta 
a Wuhan, una delle manifestazioni della malattia poi denominata 
COVID-19. 
Pertanto questo volume ha un valore non solo storico ma anche sim-
bolico e rimarrà nella mente di tutti. Questo, fu l’ultimo convegno in 
presenza che si tenne perché, subito dopo la conclusione, al rientro, 
si era già diffusa la notizia del caso identificato. Immediatamente i 
convegnisti si trovarono catapultati in una nuova inaspettata realtà 
e sebbene già durante il convegno scambiavano opinioni, idee e 
notizie su quanto trapelava dalla Cina il giorno dopo dovettero fare 
fronte ad uno scenario che non era stato certamente previsto.
Il rapido aumento dei casi positivi aveva provocato da un lato un 
diffuso panico tra la popolazione e dall'altro la necessità di profonde 
riorganizzazioni strutturali e logistiche dell'Ospedale Papa Giovanni 
XXIII. In questo contesto, si inseriva la necessità di disegnare il ruolo 
del laboratorio. A partire da sabato 22 febbraio, metà del reparto di 
malattie infettive è stato dedicato ai pazienti COVID-19, spostando 
24 pazienti non COVID-19 in altre unità mediche dello stesso ospe-
dale o dimettendoli. Il 23 febbraio si è capito che questa riconver-
sione non era sufficiente e ogni 48 ore, è stata allestita una nuova 

1S. Tratto da: Buoro, F. di Marco, M. Rizzi, F. Fabretti, F.L. Lorini, S. Cesa, et al.Papa Giovanni XXIII Ber-
gamo Hospital at the time of the COVID-19 outbreak: letter from the warfront. Int J Lab Hematol. (2020), 

10.1111/ijlh.13207
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unità da 48 posti letto, trasferendo fuori dall'ospedale i pazienti 
non COVID-19. In modo rapido e tremendamente organizzato, 
sono state smantellate diverse unità medico-chirurgiche per crea-
re unità dedicate COVID-19. Oltre il 35% del personale medico è 
stato reclutato e formato appositamente per essere completamente 
dedicato alle unità COVID-19. Contemporaneamente, l'ospedale 
ha aumentato il numero di posti letto per unità di terapia intensi-
va (ICU) dall'unità inizialmente dedicata a 8 posti letto a 88 posti 
letto. Questo scenario richiedeva al laboratorio di ematologia un 
adattamento obbligato. Si è registrata una progressiva riduzione 
dei test richiesti per i pazienti ambulatoriali rispetto ai ricoverati 
a causa del COVID-19. Il laboratorio svolge un ruolo essenziale 
nella diagnosi, anche precoce, nella gestione, nel follow-up e nella 
prognosi di molte malattie e la diagnosi insieme alla gestione dei 
pazienti con COVID-19 non fanno eccezione a questo paradigma; 
infatti, i test di diagnostica molecolare consentono l'identificazione 
diretta del virus a RNA, mentre la rilevazione di anticorpi specifici 
per il COVID-19 è la pietra angolare della sorveglianza sierologi-
ca. Era urgente identificare i predittori clinici e di laboratorio che 
consentissero la valutazione del rischio, i percorsi clinici più appro-
priati e l'ottimizzazione dell'allocazione delle risorse. A quel tempo, 
erano disponibili poche e contraddittorie informazioni sui test di 
laboratorio come i parametri dell'emocromo completo (CBC). Dati 
sui parametri più innovativi dell’emocromo non erano disponibili. 
Questo fu solo uno dei nostri impegni descritti dettagliatamente in 
altra sede. Tutto questo fu fatto garantendo la sicurezza del perso-
nale e facendo riferimento ai documento dell'OMS. 
Questa esperienza ha sottolineato, semmai fosse stato necessario, 
l'importanza di rafforzare la cooperazione e le reti nazionali e inter-
nazionali per la condivisione dei dati e delle tecnologie dei big data 
in una prospettiva multidisciplinare in una situazione dove il fat-
tore tempo è il fattore chiave per salvare quante più vite possibili. 
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Inquadramento delle linfocitosi

Luca Germagnoli

La gestione clinica delle linfocitosi periferiche richiede obbligatoriamente 
il supporto di un’attenta valutazione morfologica dei preparati da sangue 
periferico e midollare, attività quest’ultima di difficile governo da parte dello 
specialista di Medicina di Laboratorio a causa della frequente sovrapposizio-
ne dei quadri morfologici e, quindi, delle situazioni di diagnosi differenziale. 
L’osservazione e l’interpretazione della morfologia al microscopio ottico 
rappresenta tuttora lo strumento diagnostico fondamentale nonostante gli 
enormi avanzamenti tecnologici delle metodiche in cito-fluorimetria ed in 
genetica molecolare avvenuti negli ultimi decenni. L’importanza diagnosti-
ca della morfologia cellulare è ribadita con forza nell’ultima edizione della 
classificazione WHO delle patologie ematologiche (1). L’osservazione micro-
scopica, infine, per il suo costo ridotto e per la limitata necessità tecnologica, 
rappresenta ancora oggi l’ideale strumento di screening.
La classificazione WHO è il risultato di un processo di consenso multidi-
sciplinare tra differenti professionisti della sanità al fine di conferire ordine 
ed omogeneità ad un’area clinica estremamente complessa ed eterogenea 
attraverso:
- Il coinvolgimento di tutti gli specialisti sanitari coinvolti, cioè gli 

specialisti clinici (oncologi ed ematologi), di medicina di laboratorio 
(esperti in morfologia, immunologi e genetisti) e di anatomia patologica

- L’inclusione delle informazioni cliniche rilevanti comparse in letteratura 
scientifica negli ultimi anni con implicazione di tipo diagnostico, 
prognostico e terapeutico,

- Il raggiungimento di un compromesso necessario all’utilizzo clinico ed 
alla pratica di ricerca

Lo schema di classificazione WHO nella sua 4° revisione pubblicata nel 2016 
pone ancora molta rilevanza alla morfologia, ma indirizza in modo puntuale 
ad una collaborazione sempre più stretta ed ampia con le tecniche di genetica 
medica, evidenziando specifici marcatori genetici come criteri diagnostici, 
fattori disease-defining e predittivi e di prognosi.
WHO 2016 presenta molti esempi di stretta correlazione tra dati genetici ed 
indicazioni morfologiche/anatomopatologiche. Ad esempio:
- Mutazione BRAF V600E, presente virtualmente in tutti i pazienti affetti 

da Hairy Cell Leukemia, esempio di impatto di un marcatore genetico 
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nel processo diagnostico di processo linfoproliferativo con cellule a 
contorno citoplasmatico irregolare. La scoperta di questa mutazione ha 
portato, inoltre, alla messa a punto di farmaci specifici (BRAF inibitori) 
con impulso alla pratica di medicina personalizzata,

- Mutazione MYD88 L265P, presente nella parte dei casi di 
Macroglobulinemia di Waldestrom e di linfoma linfoplasmocitico.

- Traslocazioni di MYC [t(8;14), t(2:8), t(8:22)], caratteristiche in caso di 
Burkitt lymphoma “classico” nelle tre forme epidemiologiche, endemica, 
sporadica e associata a immunodeficienza/HIV,

Figura 1. Elemento da linfoma linfoplasmocitico.

Figura 2. Elemento linfocitario da Hairy Cell Leukemia.



Responsabile scientifico
Sabrina Buoro

La Diagnostica Ematologica di Laboratorio: 
Gestione delle Linfocitosi e Applicazioni 

Cliniche dei Conteggi

7Caleidoscopio

Seguendo l’impostazione concettuale delineata, lo schema WHO classi-
fica le forme patologiche in entità il più possibile definite e distinte, non 
sovrapposte, con indicazione del lineage cellulare di origine. Per ogni entità 
patologica, quindi, viene in primo luogo definita l’origine cellulare (cellula 
“normale” di origine e la sua localizzazione fisiologica), le caratteristiche 
distintive di diagnosi di laboratorio ed i parametri epidemiologici clinici utili 
all’inquadramento.

La classificazione WHO fornisce, inoltre, una serie di indicazioni procedurali 
relative all’esecuzione del prelievo di sangue midollare e all’allestimento dei 
preparati ematologici, anche da sangue periferico, fornendo nel contempo 
alcune indicazioni di natura pre-analitica. In particolare è necessario mante-
nere tempi rapidi tra il prelievo e la preparazione degli strisci ematici. Questa 
indicazione procedurale è soprattutto vera nel caso dell’analisi morfologica 
delle apposizioni da sangue midollare, ma si applica allo stesso modo agli 

Figura 3. Elementi linfocitari da Burkitt lymphoma.
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strisci da sangue periferico. WHO indica in 2 ore il tempo oltre il quale la 
morfologia cellulare non è più adeguata per una corretta indicazione dia-
gnostica.
L’importanza di una corretta conservazione dei materiali biologici e l’occor-
renza di caratteristiche alterazioni morfologiche in caso essa non sia assicu-
rata sono spesso ricordate in letteratura (2). Uno studio personale ha eviden-
ziato la comparsa di varie alterazioni morfologiche nucleo/citoplasmiche a 
carico di tutti gli elementi figurati del sangue periferico. 
Di seguito alcune immagini esemplificative.

Figura 4. Alterazioni linfocitarie. Si nota la comparsa di note di attivazio-
ne nucleo-citoplasmatiche
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Figura 5. Alterazioni cellulari con comparsa di elementi cellulari non clas-
sificabili
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Di seguito sono riportate alcune indicazioni procedurali relative alla prepa-
razione e colorazione dei preparati da sangue periferico.
L’anticoagulante EDTA rappresenta la molecola di prima scelta in ematologia 
ed è prescritto da Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) (3); altri 
tipi di molecole anticoagulanti sono indicate in alcune situazioni particolari e 
tra queste è di rilevanza clinica per la sua frequenza la pseudo-piastrinopenia 
da anticoagulante. 
allestimento manuale dei preparati da sangue periferico (“striscio”).
·	 Con una pipetta pasteur monouso porre una piccola goccia di sangue 

(pochi µl) sul vetrino portaoggetti,

·	 Posizionare il vetrino copri-oggetto sulla goccia in modo che il sangue si 
disponga uniformemente sul lato e con angolazione pari a 40-45°,

·	 Spostare rapidamente il vetrino copri-oggetto in direzione opposta,

·	 Lo spessore dello striscio influenza la bontà della colorazione e gli strisci 
devono essere colorati entro 2 ore dal prelievo

Figura 6. Alterazioni cellulari con comparsa di forme causa di pseudo-
basofilia
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Gli strisci dimenticati tendono ad assumere colore azzurro di fondo e 
presentano spesso artefatti eritrocitari.

Secondo le indicazioni fornite dal documento CLSI H20-A2 (3) uno striscio 
di accettabile qualità deve offrire:
·	 sufficiente area di osservazione, 

·	 lunghezza minima pari a 2.5 cm e terminare ad almeno 1 cm dal bordo 
del vetrino, 

·	 la graduale transizione dalle zone spesse a quelle sottili

·	 dimensioni inferiori a quelle del vetrino per consentire in tutte le sue 
parti l’osservazione in olio per immersione

Scegliere l’area di osservazione in modo che vi sia minima distorsione di 
distribuzione cellulare e minimi artefatti morfologici; l’area migliore per 
eseguire la formula leucocitaria è spesso quella in cui gli eritrociti si toccano 
senza sovrapporsi, mostrando una conservazione ottimale delle loro carat-
teristiche.
 

Figura 7. Area di osservazione microscopica in uno striscio secondo quanto 
indicato da CLSI.
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colorazione dei preparati da sangue periferico (“striscio”).
Può essere utilizzata una metodica del tutto analoga a quella descritta per le 
apposizioni midollare. Utilizzare soluzioni di Giemsa a pH 6,8 e colorare in 
May-Grunwald per 5 minuti ed in Giemsa per 10 minuti.
Indipendentemente dal metodo scelto, è molto importante ricordare che il 
pH delle soluzioni di colorazione è di fondamentale importanza per la cor-
retta resa tintoriale dei differenti componenti cellulari.
La corretta conservazione dei materiali biologici e la corretta preparazione e 
colorazione degli strisci d sangue midollare sono, infine, necessari al fine di 
identificare e quantificare gli elementi blastici e blasti-equivalenti (promie-
lociti e promonociti) e di evidenziare gli aspetti di dismielopoiesi (disgra-
nulocitopoiesi, diseritropoiesi displasia piastrinica) eventualmente presenti. 
Questi aspetti morfologici sono importanti ai fini di screening di malattia 
ematologica e devono essere sempre identificati e quantificati. Le medesime 
attenzioni procedurali sono necessarie anche per la corretta identificazione 
delle alterazioni morfologiche degli elementi linfatici, caratteristiche dei pro-
cessi linfoproliferativi. 
Al fine di correttamente preparare l’esame microscopico è necessario acqui-
sire tutte le informazioni rilevanti al corretto inquadramento del paziente. È 
di assoluta importanza per lo specialista di Medicina di Laboratorio interfac-
ciarsi con i colleghi clinici, acquisendo sempre:

·	 Quesito diagnostico dettagliato,

·	 Informazioni cliniche (carenze vitaminiche, bilancio marziale, altro),

Figura 8. Alcuni esempi di strisci manuali.



Responsabile scientifico
Sabrina Buoro

La Diagnostica Ematologica di Laboratorio: 
Gestione delle Linfocitosi e Applicazioni 

Cliniche dei Conteggi

13Caleidoscopio

·	 Eventuali terapie in corso (fattori di crescita, immunosoppressori, 
cortisonici, altro),

·	 Informazioni obbiettive (epatomegalia, splenomegalie, linfo-
adenomegalie, lesioni cutanee, altro),

·	 Esiti degli esami di laboratorio pertinenti, essenziale è l’interpretazione 
critica dell’esame emocromocitometrico completo di formula leucocitaria.
A questo riguardo è fondamentale che gli operatori di ogni laboratorio 
conoscano a fondo le prestazioni analitiche e cliniche dei propri 
strumenti ematologici e degli allarmi numerici e morfologici forniti 
dagli stessi. Allo stesso modo è necessario che i criteri e le regole che 
determinano l’esecuzione degli strisci siano validati e personalizzati 
sulla base degli analizzatori utilizzati e dello specifico “case mix” 
prevalente nella sede clinica.

L’importanza della conoscenza delle terapie in atto è esemplificata dalla 
formazione di elementi granulocitari pseudo-Pelger in corso di terapia con 
Tacrolimus (figura 5, da ref.4).
 

La WHO 2016 definisce numerose entità patologiche in ambito linfatico. 
Nelle pagine seguenti sono riportati alcuni esempi con riferimento ai quadri 
morfologici che più frequentemente si possono incontrare all’osservazione 
degli strisci ematici.

Figura 9. Elementi granulocitari pseudo-Pelger in un paziente in terapia con 
Tacrolimo (da ref.4). 
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Processi linfoproliferativi acuti.
- B-lymphoblastic leukemia/lymphoma (B-ALL/LBL): proliferazione di 

precursori linfatici B; si tratta di blasti di piccole/medie dimensioni, 
scarso citoplasma privo di granulazioni, cromatina moderatamente 
dispersa, nucleoli assenti o poco evidenti. Raro interessamento di siti 
nodali ed extra-nodali

- Linfoma (LBL): processo linfoproliferativo confinato a masse 
generalmente senza interessamento periferico e midollare

- T-ALL: come forma B, oppure interessamento primario del timo o nodale 
(T-LBL)

La condizione di Leucemia acuta viene definita in caso di blasti midollari 
> 25% della popolazione nucleata; è da notare che, a differenza del lineage 
mieloide, esiste minore accordo riguardo la definizione del cut-off della conta 
dei blasti diagnostico per patologia.
All’interno dei processi neoplastici acuti la WHO 2016 evidenzia le seguenti 
forme patologico/cliniche:
• B-lymphoblastic leukemia/lymphoma, NOS (“not otherwise specified”) 

ad indicare le forme non caratterizzate da alterazioni genetiche specifi-
che e ricorrenti.

• B-lymphoblastic leukemia/lymphoma with recurrent genetic abnorma-
lities:

La distinzione di alcune entità genetiche è arbitraria, ma le alterazioni scelte 
sono associate a quadri distintivi per clinica, caratteristiche immuno-
fenotipiche e rilievi diagnostici e prognostici  entità biologicamente 
distinte e mutualmente esclusive:

• B-LL/L con t(9;22) (q34.1;q11.2); BCR-ABL1
• B-LL/L con t(v;11q23.3); KMT2A
• B-LL/L con t(12;21); ETV6-RUNX1
• B-LL/L con iperdiploidia
• B-LL/L con ipodiploidia
• B-LL/L con t(5;14); IGH/IL3
• B-LL/L con t(1;19);TCF3-PBX1
• B-LL/L BCR-ABL 1 like  è entità provvisoria in WHO 2016 priva di 

traslocazione BCR-ABL1, ma pattern genetico simile
• B-LL/L con iAMP21  è entità provvisoria , amplificazione intra-cromo-

somale del cromosoma 21
• T-LL/L
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APPROCCIO AL PAZIENTE CON LINFOCITOSI (5).

- Esame emocromocitometrico ed analisi degli allarmi numerici e dei flags 
morfologici e di popolazione,

- Striscio ematico e lettura in microscopia ottica  ricordare sempre 
l’importanza della qualità dello striscio, della colorazione e della lettura 
standardizzata del preparato, questi aspetti sono definiti da specifiche 
linee-guida reperibili in letteratura internazionale,

- Distinzione morfologica tra linfociti rettivi ed elementi di tipo atipico, 
indicativi di un processo linfoproliferativo

- Se necessario esecuzione di biopsia osteo-midollare, analisi numerica e 
qualitativa dei preparati per apposizione

Figura 10. B-ALL, piccolo ingrandimento.

Figura 12. B-ALL.

Figura 13. B-ALL.

Figura 11. B-ALL
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Il passo fondamentale è rappresentato dalla distinzione morfologica al 
microscopio ottico tra i linfociti REATTIVI ed ATIPICI 

Il giudizio relativo alla eventuale omogeneità morfologica deve essere posto 
con la valutazione di tutti gli aspetti di morfologia cellulare (4). Analisi di:
- Dimensioni e forma della cellula
- Quantità ed aspetto del citoplasma (basofilia, omogeneità della 

colorazione, evidenza del complesso di Golgi, presenza di eventuali 
granulazioni)

- Dimensioni e forma del nucleo
- Caratteristiche della cromatina nelle sue affinità tintoriali e compattezza
- Presenza e numero di nucleoli 
In termini generali ed esemplificativi si osservano elementi linfocitari con 
dimensioni medie/grandi (più spesso dimensioni maggiori a quelle dei 
linfociti normali), citoplasma più spesso aumentato. Frequenti sono le alte-
razioni morfologiche del contorno citoplasmatico e del nucleo; frequente è la 
comparsa di nucleoli.
Con l’esperienza il processo descritto diventa automatico ed analogo a quan-
to avviene naturalmente e automaticamente nel riconoscimento di un viso.
Esistono sicuramente eccezioni a questa generalizzazione morfologica, ma 
molte di queste sono in realtà solo apparenti, ad esempio, come accade in 
diagnosi differenziale tra linfoma di Burkitt (ed alcune leucemie acute) e 
linfocitosi reattiva.

Figura 14. Burkitt lymphoma (SX) e linfociti reattivi (DX)
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Linfocitosi pleomorfa – Linfociti reattivi
Importante eterogeneità cellulare- possibili variazioni morfologiche:
- Aumento dimensionale e variazioni di forma della cellula
- Aumento della basofilia del citoplasma
- Anisocromia della basofilia citoplasmatica
- Comparsa di vacuoli
- Centrosoma evidente
- Comparsa di granulazioni
- Azzollamento della cromatina
- Maggiori dimensioni ed eterogeneità del nucleo
- Comparsa di nucleoli, spesso

La morfologia cellulare varia anche in modo notevole in seguito a stimoli 
immunologici differenti.
Elementi linfatici reattivi possono comparire in seguito a svariate situazioni e 
tra le più frequenti sono le infezioni batteriche e, soprattutto, virali. Tra que-
ste ultime l’infezione più frequente è sostenuta dal virus Epstein-Barr (EBV, 
nel 50-90%) seguita da HHV6 (Human Herpesvirus 6, nel 9%) e CMV (nel 
5-7%). Descritti anche Herpes Simplex 1, HIV, Adenovirus, Toxoplasma (6).
In diagnosi differenziale con quadri morfologicamente simili, e quindi nella 
distinzione tra proliferazione linfocitaria pleomorfa e monomorfa, è nuova-
mente importante il puntuale rapporto con il medico clinico detentore del 
quadro clinico presentato dal paziente. In letteratura sono reperibili rassegne 
cliniche relative a questo argomento.

Figura 15. Elemento linfatico reattivo. Figura 16. Elementi linfatici reattivi a dif-
ferente ingrandimento.
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Linfocitosi monomorfa.
- Linfocitosi a piccole cellule, elevato rapporto nucleo citoplasmatico, 

scarso citoplasma generalmente privo di granulazioni, nuclei a contorno 
regolare, cromatina addensata, privo di nucleoli:

o Leucemia linfatica cronica (CLL)/linfoma linfocitico a piccole cellule 
(SLL): di frequente riscontro, più spesso in età adulta e anziana, deve 
essere presente una linfocitosi monoclonale B con conta ≥ 5x109/L, 
morfologia tipica. Sono spesso presenti elementi più atipici (maggiori 
dimensioni, contorni irregolari e nucleo con cromatina meno compatta), 
ma sempre in percentuale inferiore al 15% della popolazione linfatica. 

Possono essere osservati casi caratterizzati dalla presenza in maggiore 
percentuale di elementi con queste caratteristiche morfologiche, 
eventualmente con evidenza di nucleoli, definite CLL atipiche. 

L’osservazione di prolinfociti > 55% definisce la Leucemia Prolinfocitica 
B; il prolinfocita è descritto come una cellula a maggiori dimensioni, 
citoplasma più abbondante, nucleo regolare con evidente singolo 
nucleolo in assenza di evidenti alterazioni morfologiche.

o Alcune forme di Linfoma Mantellare

o MBL (“Monoclonal B Lymphocytosis”)

MBL, si tratta di entità caratterizzata da linfocitosi monoclonale B con conta 
< 5x109/L in assenza di linfoadenopatia, organomegalia, altre masse extra-
midollari o altre manifestazioni di disordine linfoproliferativo  WHO can-
cella l’opzione di diagnosi di CLL con linfociti monoclonali < 5x109/, anche 
in presenza di citopenia/e o sintomi correlati a malattia (3, Blood 127: 2375; 

Figura 17. Immagine di quadro reattivo.
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2016, Swerdlow et al):
- Diagnosi immunofenotipica in paziente generalmente asintomatico, 3 

possibili assetti immunologici

o CLL tipico, CD5, CD23, CD20dim; rappresenta il 75% dei casi; 
frequente nella popolazione generale con incidenza crescente con l’età

o CLL atipico, CD5, CD20bright

o Non-CLL, CD5neg (CD5dim nel 20% dei casi), CD20 

- Virtualmente tutti i casi di CLL sono preceduti da MBL, ma non tutte le 
MBL evolvono in CLL

E’ importante ricordare che non tutti i cloni MBL hanno il medesimo com-
portamento clinico e prognostico ed è obbligatorio differenziare i paziente in 
base all’entità della popolazione monoclonale:
- Low-count MBL se conta < 0,5x109/L, ridotta propensione ad evolvere 

in franca neoplasia

- High-count MBL se conta ≥ 0,5x109/L, biologicamente non distinguibile 
da CLL Rai 0 e progressione a CLL con rate annuale pari a 1-2% dei casi

Figura 18. CLL. Presenza di linfocita 
binucleato e di 2 ombre di Gumprecht

Figura 19. CLL. Presenza di elementi a 
morfologia atipica.



Responsabile scientifico
Sabrina Buoro

La Diagnostica Ematologica di Laboratorio: 
Gestione delle Linfocitosi e Applicazioni 

Cliniche dei Conteggi

20 Caleidoscopio

Leucemia prolinfocitica a cellule T (T-PLL).

Figura 20. Leucemia prolinfocitica, cellule T, sangue periferico. Predominanza di pro-
linfociti, elementi linfatici di dimensioni medie, citoplasma debolmente basolfilo, gene-
ralmente privo di granuli, nucleo più spesso rotondo/ovale con cromatina addensata ed 
evidente/i nucleolo/i. Il nucleo può essere a contorno irregolare.

Figura 21. Leucemia prolinfocitica, cellule T, sangue periferico. Prolinfociti 
a maggiore ingrandimento.
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Figura 22. Leucemia prolinfocitica, cellule T. sangue periferico. Prolinfociti 
a maggiore ingrandimento.

Leucemia prolinfocitica, linfociti T.

È forma rara, circa il 2% di tutti i casi di leucemia linfocitica matura, è più frequente 
nella popolazione di media età (età media 65 anni), rara in età <30 anni.

È forma clinicamente aggressiva con epatosplenomegalia e linfoadenopatia periferica 
all’esordio, presenza di lesioni cutanee frequenti.
Alla diagnosi sempre anemia e piastrinopenia ed importante linfocitosi assoluta (> 100 
x109/L)

Morfologia più variabile rispetto alla forma, più frequente, di origine B
Citoplasma basofilo, privo di granulazioni, nucleo più spesso rotondeggiante o ovale 

Dal punto di vista morfologico si hanno frequenti forme varianti:
- variante a piccole cellule (linfociti di piccole dimensioni, nucleolo non evidente), nel 
25% dei casi
- variante cerebriforme (contorno nucleare irregolare, anche cerebriforme), nel 5% dei 
casi

Fenotipo: CD2+, CD5+, CD3+, CD7+, CD52+.
Nel 60% dei casi CD4+, CD8-, nel 25% dei casi co-espressione CD4 e CD8, molto tipica 
di T-PLL, 15% CD4-, CD8+ 

Forma clinicamente aggressiva con sopravvivenza media pari a 1-2 anni.



Responsabile scientifico
Sabrina Buoro

La Diagnostica Ematologica di Laboratorio: 
Gestione delle Linfocitosi e Applicazioni 

Cliniche dei Conteggi

22 Caleidoscopio

Linfocitosi monomorfa.
- Linfocitosi con nuclei con contorno irregolare (clivato/indentato, 

ripiegato)

o Infezione da Bordetella Pertussis, più frequente nei bambini, 
sintomatologia classica, linfocitosi anche severa, diagnosi 
supportata dal quadro sierologico. 
Linfociti monomorfici di aspetto maturo, citoplasma abbondante 
e basofilo, nucleo profondamente clivato in assenza di alterazioni 
morfologiche evidenti.
Si tratta di linfocitosi monomorfa, ma di tipo reattivo.

- Linfoma follicolare, raramente caratterizzato da interessamento del 
compartimento periferico, diagnosi immunofenotipica e citogenetica

- Linfoma mantellare (MCL), con frequente interessamento periferico.

In letteratura sono descritte 2 forme distinte di MCL che riflettono 2 distinte 
vie patogenetiche (7) (8):

o La forma “classica” con tipico interessamento linfonodale ed extra-
nodale (linfoadenopatia, epato-splenomegalia, midollo emopoietico), 
immunofenotipo CD5pos e CD10neg, clinicamente aggressiva ed 
evolutiva. Frequente è l’interessamento del sangue periferico con 
linfocitosi anche marcata con caratteristiche morfologiche variabili 
(morfologia pleomorfa con quadri “classici” a blastoidi) e diagnosi 
differenziale con PLL e CCL

Figura 23. Infezione da Bordetella Pertussis.



Responsabile scientifico
Sabrina Buoro

La Diagnostica Ematologica di Laboratorio: 
Gestione delle Linfocitosi e Applicazioni 

Cliniche dei Conteggi

23Caleidoscopio

o La forma SMCL (“smouldering MCL”), entità clinicamente 
indolente, malattia prevalemtemente leucemica, senza o con minimo 
interessamento linfonodale ed extra-nodale (massimo diametro 
linfonodale < 3 cm e milza < 20 cm), leucocitosi presente, ma non 
marcata, morfologia pleomorfa, non blastoide.

o La forma asintomatica, solo leucemica non blastoide, si tratta di 
MBL a fenotipo non classico, talvolta ad interessamento splenico. 
In letteratura questa forma clinico-patologica è anche riportata 
all’interno di SMCL.

MCL è associato a differenti alterazioni citogenetiche. La traslocazione 
t(11;14)(q13;q32) tra un gene IGH e CCND1 (codificante la ciclina D1) 
è presente nei pazienti in percentuale >95% e viene considerata come 
evento genetico primario. Questa alterazione è descritta anche MBL 
MCL (4). Altre alterazioni non casuali di tipo genetico interessano 
l’espressione di C-myc (fino al 36% dei pazienti secondo WHO 2016), 
TP53 (fino al 45% dei casi, WHO) ed altre a frequenza variabile.

Linfocitosi monomorfi.
- Linfocitosi con citoplasma a contorno villoso.

o Hairy Cell leukemia (HCL), età media 58 anni, più frequentemente 
pazienti di sesso maschile, splenomegalia, pancitopenia e 
monocitopenia,

 Morfologia caratteristica: elementi lineage B, dimensioni aumentate, 

Figura 24. Elementi linfatici di MCL, morfologia classica. Sono evidenti gli 
aspetti di indentatura dei nuclei (clivati).
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nucleo più frequentemente ovale a contorno regolare con cromatina 
omogenea chiara e priva di nucleoli, citoplasma abbondante, 
debolmente basofilo e contorno irregolare caratterizzato da proiezioni 
sottile distribuite lungo la maggior parte della circonferenza cellulare,

Spesso diagnosi differenziale morfologica con altre entità WHO definite 
(linfoma splenico della zona marginale, linfoma splenico B NOS),

Reattività citochimica tipica (fosfatasi acida tartrato resistente),

La elevata presenza (virtualmente in tutti i pazienti affetti) della 
mutazione BRAF V600F ne suggerisce un ruolo chiave nella patogenesi. 
Per queste sue caratteristiche, la mutazione rappresenta evento 
genetico disease-defining e bersaglio terapeutico specifico (1).

Figura 25. Elementi linfatici di HCL.

Figura 26. Elementi linfatici di HCL. A sinistra, un piccolo linfocita ad 
atteggiamento linfo-plasmocitico.
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o HCL VARIANTE (HCL-v), morfologia simile a HCL classica.
 Più frequentemente presenza di leucocitosi ed assenza di 

monocitopenia rilevante.
 Quadri morfologici più eterogenei rispetto ad HCL, con elementi 

caratterizzati da evidente nucleolo, nuclei con aspetto blastico o 
convoluto; le estroflessioni citoplasmatiche possono essere assenti. 
Si pone spesso diagnosi differenziale morfologica con leucemia 
prolinfocitica.

 Assetto immunofenotipico caratterizzato dall’assenza di positività 
per CD25 e CD123.

 Nessun atteggiamento caratteristico alle metodiche di citochimica.
 Assenza di mutazione BRAF V600F,
 Resistenza alla terapia convenzionale di HCL classica. 
 WHO 2016 considera HCL-v forma biologicamente non correlata a 

HCL e la classifica all’interno della classe “Splenic B-cell lymphoma/
leukemia, non classificabile

o Linfoma spenico B della zona marginale (SMZL), espansione clonale 
B con fenotipo CD5neg, CD10neg, CD23neg e CD43neg. Alcuni casi, 
caratterizzati da linfocitosi isolata, possono essere considerati MBL 
con fenotipo non CLL (CD5neg).

 SMZL è forma rara (< 2% dei processi linfoproliferativi), ma 
rappresenta la maggior parte delle forme morfologicamente riferibili 
a CLL NOS (CD5neg)

Figura 27. Elementi linfatici di HCL, sangue midollare. In alto è visibile 
una plasmacellula.
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I pazienti affetti hanno generalmente età >50 anni, presentano generalmente 
splenomegalia importante, ma, raro o minimo interessamento 
linfonodale, leucocitosi elevata, anemia e piastrinopenia nel 50% dei 
casi.

In caso di interessamento leucemico si osserva la presenza di elementi 
spesso a contorno ovalare con corti villi polari, frequente è anche la 
presenza di elementi con note morfologiche plasmocitoidi.

Linfocitosi monomorfa.
- Linfocitosi con linfociti plasmocitoidi e plasmacellule.

o Linfoma plasmocitoide (LPL), si tratta di neoplasia a linfociti B 
costituita da piccoli linfociti, linfociti plasmocitoidi e plasmacellule.

 Nella maggior parte dei pazienti si ha interessamento del midollo 
emopoietico ed alcuni di essi presentano localizzazione linfonodale 
ed extra-nodale; la presentazione leucemica non è costante,

 Spesso si pone diagnosi differenziale con le altre forme WHO 
costituite da linfociti piccoli e morfologicamente maturi.

 Frequente presenza di componente monoclonale, usualmente di tipo 
IgM, non costante e non necessaria per la diagnosi.

 La grande maggioranza dei pazienti (>90%) è caratterizzata dalla 
presenza della mutazione MYD88 L265P la cui presenza può facilitare 
la diagnosi. È importante ricordare che essa non è specifica per LPL e 
non è richiesta per la diagnosi.

o Leucemia plasmacellulare (PCL), forma di mieloma plasmacellulare 
diagnosticato in presenza di plasmacellule circolanti con conta ≥ 20% 
dei leucociti totali, oppure con conta assoluta > 2.0 x109/L (9).

Figura 28. Elementi linfatici di SMZL.
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 Il quadro è caratterizzato da diffusa infiltrazione del midollo 
emopoietico, da frequente localizzazione epatica, della milza e delle 
cavità sierose.

 Dal punto di vista morfologico le plasmacellule circolanti sono molto 
simili agli elementi fisiologici e presenti nelle discrasie plasmacellulari, 
ma presentano minori dimensioni e citoplasma meno evidente.

 È generalmente presente la traslocazione t(11;14)
 Il quadro clinico ha generalmente prognosi sfavorevole, breve 

sopravvivenza ed incompleta risposta alla terapia.
 In letteratura viene messo in discussione il cut-off diagnostico con 

proposta di conta plasmacellulare diagnostica pari ≥ 5% dei leucociti 
totali o > 0.5 x109/L (10) (11)

Figura 29. Leucemia plasmacellulare.
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La presenza di franche plasmacellule nel circolo periferico:

- In numero ridotto nelle discrasie plasmacellulari

- Nella leucemia plasmacellulare
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Conteggio in automazione dei linfociti. 
Parametri qualitativi e quantitativi

M. Scapaticci, A. Bartolini, L. Bonato, G. Da Rin

Basi tecnologiche dell’ematologia in automazione
L’avvento dei sistemi automatici di analisi e conta delle cellule del sangue 
periferico, avvenuta circa 70 anni fa grazie all’intuizione di Wallace Coulter, 
ha indubbiamente costituito un’importante passo nell’ambito della diagno-
stica ematologica di laboratorio. Coulter, infatti, nel 1953 sviluppò il primo 
rudimentale contaglobuli (detto anche contatore di Coulter) il quale, sfrut-
tando il metodo impendenziometrico, consentiva di quantificare le compo-
nenti figurate del sangue. (1)
Da allora, numerosi strumenti semiautomatici e automatici sono stati svi-
luppati da diversi produttori e sono diventati di utilizzo routinario in tutti 
laboratori clinici. Sebbene infatti la valutazione morfologica dello striscio di 
sangue periferico mediante microscopia ottica resti ancor oggi uno dei gold 
standard in ematologia, essa richiede tempo, personale qualificato e con un 
elevato grado di esperienza; inoltre, l’interpretazione è operatore dipendente 
e l’applicazione del controllo di qualità rimane ancora difficoltosa. (2) Il con-
teggio cellulare, effettuato con microscopia ottica è inoltre soggetto a variabi-
lità statistiche in base al numero di cellule contate e ai campi osservati. (3,4) 
Negli ultimi decenni, la crescente domanda di test ematologici a fronte di 
tempi di refertazione sempre più ridotti e continue riduzioni del budget per 
i laboratori di patologia, ha spinto le ditte produttrici di sistemi di diagno-
stica a investire enormemente sullo sviluppo della strumentazione emato-
logica, permettendo un throughput sempre maggiore non solo in termine 
di quantità, ma anche di qualità. Si è così passati dai primi contaglobuli, in 
grado semplicemente di quantificare le componenti figurate del sangue, ad 
emocitometri di ultima generazione che, grazie all’introduzione di nuovi 
principi chimico-fisici per l’analisi cellulare e al progressivo sviluppo di sof-
tware gestionali, sono in grado di determinare nuovi parametri quantitativi 
e qualitativi, utili per la caratterizzazione delle cellule del sangue periferico, 
cosicché cellule anomale, che in precedenza potevano soltanto essere indicate 
dalla presenza di un flag, come granulociti immaturi e globuli rossi nucleati 
(NRBC), possono ora essere enumerate in modo affidabile portando ad una 
riduzione nel numero di revisioni microscopiche. (5,6,7) 
Le metodologie di conteggio impiegate da tutti gli analizzatori si basano 
sull’interazione delle cellule con segnali elettrici (impedenziometria, analisi 
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di radiofrequenza) o segnali ottici (laser scatter assorbanza, polarizzazione). 
Questi ultimi, utilizzati nell’analisi di leucociti, reticolociti e piastrine, sotto-
pongono il campione a pretrattamenti citochimici, coloranti fluorescenti o lisi 
selettive, le cellule sono poi analizzate e raggruppate in cluster per costituire 
il cosiddetto citogramma, rappresentazione grafica strumentale delle diverse 
popolazioni cellulari analizzate. (8, 9, 10, 11, 12,13)
In base al tipo di emocitometro utilizzato sono disponibili parametri aggiun-
tivi quali il conteggio dei reticolociti (RET), degli eritroblasti (NRBC) e di 
numerosi altri parametri eritrocitari. In particolare, il conteggio differenziale 
leucocitario esteso (EDC), in funzione della tecnologia adottata, può include-
re oltre alle 5 popolazioni standard (neutrofili, linfociti, monociti, eosinofili 
e basofili) anche i granulociti immaturi (IG), le cellule ad alta fluorescenza 
(HFLC), le cellule mieloperossidasi negative (LUC), altre classi cellulari 
quali le grandi cellule immature (LIM), i linfociti atipici e infine i parametri 
leucocitari morfologico-posizionali (CPD) per neutrofili, linfociti e monociti.

Ma quali sono le caratteristiche ideali di un analizzatore ematologico?

Ad oggi, le caratteristiche ideali di un analizzatore ematologico sono 
indubbiamente la capacità di essere utilizzato per lo screening di patologia, 
distribuzionale o qualitativa, che possa poi essere verificata con i metodi tra-
dizionali (es. microscopia), in modo da costituire un sistema efficace di “case 
finding” (individuazione del caso patologico nel contesto della popolazione 
sana) e dare informazioni aggiuntive e suggestive per la diagnosi. Un analiz-
zatore ematologico ideale dovrebbe inoltre poter differenziare le condizioni 
reattive da quelle neoplastiche con la maggiore accuratezza possibile. Allo 
stesso tempo però, per far sì che la grande quantità di informazioni fornite 
dagli analizzatori ematologici siano sfruttate al meglio, è necessario che il 
professionista di laboratorio abbia un’ampia conoscenza dell’ematologia 
clinica e della medicina clinica in generale, per l’importanza delle alterazioni 
ematologiche secondarie, che abbia padronanza della morfologia delle cellu-
le ematologiche normali e anormali, e infine che abbia dimestichezza con il 
funzionamento metodologico e tecnico degli analizzatori, per comprendere 
le loro prestazioni, l’origine dei flag, la loro sensibilità e specificità e per 
poter interpretare al meglio i relativi citogrammi. Gli analizzatori moderni 
presentano una sempre maggiore quantità di parametri forniti, ma quest’ab-
bondanza richiede, di contro, conoscenze specialistiche sia per una corretta 
interpretazione sia per capire i limiti di misura di un determinato parametro. 
(10)
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Conteggio automatizzato dei linfociti
La maggior parte dei linfociti è costituita da cellule piccole e prive di caratte-
ristiche particolari, con poco citoplasma, pochi organelli e cromatina nucleare 
per lo più inattiva, come indicato dal suo stato condensato.
Quando i linfociti incontrano antigeni estranei, proliferano, si differenziano 
e si attivano, il che consente loro di svolgere un ruolo centrale nella risposta 
immunitaria. (14) Queste differenziazioni devono poter essere rilevate da 
uno strumento ematologico affinché le cellule possano essere individuate, 
contate e distinte dalle cellule neoplastiche e dai blasti nel modo più accurato 
possibile (Figura 1). 

Strumentazione: basi tecnologiche

Le tecnologie ad oggi utilizzate dagli analizzatori ematologici a flusso sono 
riconducibili a due principi fondamentali: il principio a impedenza (o princi-
pio della conduttività) e il principio ottico (o a dispersione di luce).

Principio a impedenza

I contaglobuli basati sul principio dell’impedenza elettrica analizzano le 
cellule ematiche diluite in un liquido a elevata conduttività, che defluiscono 
per aspirazione in un capillare attraverso un piccolo orifizio ai lati del quale 
sono posti due elettrodi, tra i quali viene applicata una corrente continua. 
Dal momento che le cellule sono rivestite da una membrana dotata di un’e-

Figura 1. L’immagine mette a confronto l’aspetto di un linfocita normale 
rispetto ad un blasto, un linfocita reattivo e un linfocita atipico.
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levata resistività, ogni particella si comporta come uno scadente conduttore 
ed il suo passaggio attraverso l’orifizio causa una momentanea variazione 
della resistenza elettrica, generando una variazione di voltaggio. La varia-
zione di resistenza viene registrata come un impulso di brevissima durata, 
corrispondente al tempo che la particella impiega ad attraversare il foro e si 
ritiene sia direttamente proporzionale al volume della soluzione spostata, 
ossia al volume della cellula. (12) Il numero di impulsi, invece, opportuna-
mente corretto in base sia alla diluizione effettuata che al fenomeno della 
coincidenza (nel caso due cellule attraversino contemporaneamente il foro), 
fornisce la conta cellulare. Più recentemente sono state applicate correnti a 
elevata frequenza (radiofrequenza) in grado di attraversare la membrana 
cellulare, in modo tale che la variazione d’impedenza dipendesse non soltan-
to dalla dimensione ma anche dalla struttura e dalla composizione interna 
della cellula analizzata. (15) La corrente alternata a radiofrequenza (RF) è in 
grado, infatti, di attraversare lo strato lipidico bipolare della membrana di 
una cellula, consentendo all’energia di penetrare nella cellula: il segnale RF 
che attraversa e oltrepassa la cellula è legato alla sua conduttività, ovvero 
alla resistenza opposta dal contenuto interno della cellula al passaggio della 
corrente. La proprietà cellulare analizzata in questo modo è il reciproco della 
conduttività, ed è definita opacità. Tra gli elementi strutturali interni della 
cellula, il nucleo è quello con la più bassa resistenza ed è quindi un ottimo 
conduttore di corrente. Cellule con un elevato rapporto nucleo/citoplasma 
(linfociti) hanno una opacità minore di cellule con un rapporto nucleo/cito-
plasma ridotto (granulociti). (Figura 2).

Figura 2. La misura della conduttività è ottenuta applicando sulle cellule una 
corrente ad alta frequenza
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Principio ottico

L’analisi cellulare basata sul principio ottico della citometria a flusso (tecno-
logia citofluorimetrica) utilizza una sorgente di luce laser a semiconduttori 
che irradia le cellule con un raggio di luce monocromatica di lunghezza 
d’onda di circa 633 nm. Specifici coloranti fluorescenti agiscono in modo 
combinato sulle cellule, per evidenziarne i peculiari aspetti citomorfologici 
e individuare globuli bianchi e formula leucocitaria; eritroblasti; reticolociti; 
piastrine; elementi immaturi o patologici. Le cellule, dopo specifica colora-
zione, vengono trasportate con un flusso laminare nella cella di lettura dove 
vengono intercettate, una dopo l’altra, dal raggio di luce monocromatica. 
Il raggio laser, modificato dal passaggio delle cellule, viene captato da un 
rilevatore che genera impulsi elettrici di ampiezza proporzionale alla dimen-
sione della particella. In questo modo, le cellule possono essere contate e 
misurate. L’interazione fra il raggio luminoso e ciascuna cellula determina la 
dispersione della luce in tutte le direzioni ed un sistema fotoelettrico esamina 
il fascio di luce laser che viene rifratta, diffratta o diffusa dalle cellule (Figura 
3). La luce viene quindi raccolta da uno o più rivelatori (fotodiodi o fotomol-
tiplicatori) posizionati ad angoli ben definiti. La quantità di luce misurata a 
piccolo angolo, solitamente fra 0,5° e 10°, determina la cosiddetta rifrazione 
frontale, che costituisce il parametro “forward” scattered light (FSC) e che 
dipende prevalentemente dalle dimensioni (volume) della cellula, mentre 
la luce misurata ad angolo ampio (>10°) determina la rifrazione laterale o 
“side” scattered light (SSC), che viene rilevata da un tubo fotomoltiplicatore 
posto in posizione ortogonale alla sorgente luminosa. A tale angolazione la 
luce rifratta dalla cellula dipende dalla regolarità della forma del nucleo, 
dalla densità della cromatina nucleare e dalla granularità del citoplasma, 
dunque dal livello di complessità strutturale della cellula. (15) La quantità 
di luce rifratta lateralmente da un granulocita sarà quindi molto più elevata 
della quantità di luce rifratta da un linfocita a causa della maggiore quantità 
di granulazioni citoplasmatiche e della maggiore irregolarità di forma del 
nucleo. Se, inoltre, le cellule sono state preventivamente trattate con sostanze 
fluorescenti in grado di legarsi a specifici componenti cellulari, quali pro-
teine o acidi nucleici, o colorate utilizzando reazioni citochimiche selettive 
è possibile, mediante misure di fluorescenza o di assorbanza, ottenere ulte-
riori informazioni utili a differenziare e classificare i diversi tipi cellulari. 
L’intensità della luce fluorescente laterale o side fluorescent light (SFL) costi-
tuisce infatti un parametro che riflette principalmente il tipo e la quantità di 
acidi nucleici e organelli cellulari.
L’intensità di fluorescenza emessa da ciascuna cellula, combinata alla quan-
tità di luce rifratta lateralmente e/o frontalmente (FSC, SSC e SFL) consente 
un’eccellente classificazione delle diverse popolazioni cellulari del sangue 
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e, all’interno della stessa popolazione, un ulteriore e più specifica classifica-
zione in base al grado di immaturità cellulare. Questi tre tipi di segnali sono 
utilizzati per la differenziazione e la conta dei globuli bianchi, globuli rossi 
nucleati, reticolociti e piastrine e per rilevare cellule anormali e cellule imma-
ture mediante l’utilizzo della tecnologia digitale e di appositi algoritmi. (16)

I moderni analizzatori ematologici usano due o più misure contemporane-
amente sulla stessa cellula al fine di poter separare e identificare le varie 
popolazioni leucocitarie (Tabella 1). Ne deriva la costruzione di un citogram-
ma in cui sono visualizzati i cosiddetti “cluster cellulari” corrispondenti alle 
diverse popolazioni individuate. Bisogna tener presente però che i metodi 
applicati possono non essere gli stessi, sia tra strumenti diversi che fra diver-
si modelli di analizzatori con lo stesso marchio, ne deriva che i citogrammi 
siano strettamente strumento-specifici.

Figura 3. Principio ottico della citometria a flusso. (Da Novel and rapid 
enumeration method of peripheral blood stem cells using automated hema-
tology analyzer. Tanosaki R, Kumazawa T, Yoshida A, Oguni S, Nakano A, 
Yamagata S, Takahashi N, Kurosawa S, Kim Sw, Yamashita T, Mori S, Heike 
Y, Fukuda T, Hamaguchi Y, Tsuda H. Int. Jnl. Lab. Hem. 2014, 36, 521–530).
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Allarmi strumentali

Sebbene gli allarmi che gli analizzatori ematologici evidenziano in caso di 
globuli bianchi (WBC) anormali mostrino una buona sensibilità, essi pre-
sentano generalmente scarsa specificità, generando spesso inutili revisioni 
microscopiche di strisci di sangue (15). Un miglioramento nella specificità 
si è sicuramente ottenuto con gli ultimi analizzatori Sysmex, serie XE e XN 
(Sysmex, Kobe, Japan), che utilizzano la tecnologia citofluorimetrica e hanno 
un canale differenziale per i WBC (canale WDF o canale DIFF) in grado 
di riportare un flag combinato per blasti/linfociti anormali (“Blasts/Abn 

Tabella 1. Principi analitici utilizzati dai sistemi disponibili commercial-
mente per il conteggio leucocitario differenziale (15)
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lympho?”). Inoltre, sulla serie XN, introdotta nella routine di laboratorio nel 
2011, è presente anche un canale dei precursori dei globuli bianchi (canale 
WPC) che sfrutta le differenze nel contenuto lipidico della membrana cel-
lulare per separare le cellule normali da quelle anormali, permettendo di 
differenziare processi potenzialmente neoplastici da processi puramente 
reattivi. Questa differenziazione dei globuli bianchi permette di identificare 
la presenza di blasti, sulla base della lisi cellulare e differente segnale di 
fluorescenza. Campioni con il flag “Blasts/Abn lympho?” sul canale WDF 
ottenuti su strumento XN vengono automaticamente sottoposti all’analisi 
WPC mediante un test reflex. I complessi algoritmi combinano infine le 
informazioni ottenute dai canali WDF e WPC per produrre un flag specifico 
per entrambi i tipi di cellule (“Blasts/Abn lympho?”) oppure, se non viene 
rilevata alcuna anomalia, rimuovere completamente il flag iniziale. (17) Nella 
prima fase il reagente di lisi perfora le membrane cellulari. L’estensione del 
danno della membrana dipende dalla composizione lipidica, che a sua volta 
dipende dal tipo livello di maturità e dallo stato di attivazione della cellula. 
Successivamente, il fluoroforo si lega principalmente al DNA del nucleo o 
all’RNA presente nel citoplasma. (Figura 4). (18)

Il canale WDF (canale DIFF) rileva principalmente l’attività citoplasmatica, in 
quanto il fluoroforo si lega prevalentemente al RNA presente nel citoplasma. 
Il canale WPC rileva invece le cellule anomale in base alla loro composizione 
di membrana, determinando differenze nelle dimensioni (la maggiore per-

Figura 4. L’immagine rappresenta le reazioni biochimiche, incluse l’emolisi e 
la colorazione con fluorocromi, che discriminano i leucociti immaturi dalle 
cellule mature per via della differenza di contenuto lipidico della membrana 
cellulare che comporta differente resistenza alla soluzione surfattante. (18)
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meabilizzazione di alcuni tipi di cellule, quali i linfociti anormali, porta alla 
perdita citoplasmatica e ad una dimensione cellulare più piccola) e discrimi-
nando quelle a maggiore fluorescenza, conseguenza del miglior accesso del 
fluoroforo al contenuto di DNA cellulare (Figura 5). 

La composizione lipidica della membrana è influenzata dalla funzionalità o 
dallo stato di attivazione di una cellula. Un esempio è costituito dalla presen-
za dei cosiddetti “lipid rafts” regioni delle membrane plasmatiche cellulari 
ricche di colesterolo e glicosfingolipidi, che svolgono ruoli importanti nella 
regolazione del traffico delle proteine di membrana, dei neurotrasmettitori e 
dei recettori (Figura 6). (19) Rispetto alle cellule mature a riposo e alle cellule 
immature, elevati livelli di “lipid rafts” sono presenti nelle membrane di 
cellule più attive nella comunicazione extracellulare (es. cellule tumorali e 
cellule mature attivate). (20,21)  
Combinando le informazioni di entrambi i canali WDF e WPC vengono otti-
mizzate dunque sia la sensibilità che la specificità del rilevamento di cellule 
reattive e maligne. (22,23) 

Figura 5. Micrografie a fluorescenza di tre popolazioni cellulari dopo trat-
tamento con reagenti WDF e WPC. Il fluorocromo WDF lega principalmente 
l’RNA nel citoplasma mentre il fluorocromo WPC rileva principalmente 
il DNA nel nucleo. Adattata da Kawauchi S et al. (2014): Comparison of 
the Leukocyte differentiation Scattergrams Between the XN-Series and the 
XE-Series of Hematology Analyzers. Sysmex Journal International Vol.24 
No.1
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Effetto di un reagente lisante sulla membrana dei linfociti T e B.

I linfociti nel sangue periferico si dividono in tre tipi: linfociti T (o cellule 
T), che esprimono il recettore CD3; linfociti B (o cellule B), che esprimono 
le immunoglobuline di membrana; e cellule che non esprimono nessuno di 
questi marcatori di superficie cellulare (null cell). La percentuale di cellule 
T nel sangue periferico di individui sani costituisce circa il 75% dei linfociti 
totali, i linfociti B il 15-25%, le null cell circa il 10%. (24) 
Mentre i linfociti T e B non attivati sono morfologicamente molto simili al 
microscopio elettronico (Figura 7), diventano morfologicamente distinguibili 
in seguito all’attivazione da parte di un antigene anche mediante citometria 
a flusso, che si basa sull’espressione differenziale di proteine sulla superficie 
cellulare. (25) La figura 7 mostra l’effetto di un reagente lisante sulla mem-
brana dei linfociti T e B al microscopio elettronico a trasmissione (TEM), la 
figura 8 mostra invece l’effetto osservato al microscopio elettronico a scan-
sione (SEM).

Figura 6. I “lipid raft” sono microdomini della membrana plasmatica alta-
mente organizzati arricchiti in fosfolipidi, glicosfingolipidi e colesterolo e 
fungono da matrice per i recettori, come i recettori accoppiati a proteine G 
(GPCR) e altre molecole di segnale. (Da Villar VA, Cuevas S, Zheng X, Jose 
PA. Localization and signaling of GPCRs in lipid rafts. Methods Cell Biol. 
2016;132:3-23.)
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Figura 7. Effetto di un reagente lisante sulla membrana dei linfociti T (A) e B 
(B). A sinistra appare il controllo mentre a destra la cellula dopo trattamento 
con il lisante. Al microscopio elettronico a trasmissione (TEM) si vede che, 
in seguito al trattamento con il reagente specifico, i linfociti T mantengo-
no le loro membrane cellulari e gli organelli citoplasmatici mentre questi 
sono quasi completamente scomparsi nei linfociti B (Da: Kono M, Takagi 
Y, Kawauchi S, Wada A, Morikawa T, Funakoshi K. Non-activated T and 
B Lymphocytes Become Morphologically Distinguishable After Detergent 
Treatment. Cytometry Part A. 83A: 396_402, 2013).

Figura 8. Le osservazioni al microscopio elettronico a scansione (SEM) 
hanno rivelato la presenza di pori più grandi sulle membrane citoplasmati-
che dei linfociti B rispetto a quella sulle superfici cellulari dei linfociti T tali 
da permettere la distinzione tra i due tipi di linfociti. (Da: Kono M, Takagi 
Y, Kawauchi S, Wada A, Morikawa T, Funakoshi K. Non-activated T and 
B Lymphocytes Become Morphologically Distinguishable After Detergent 
Treatment. Cytometry Part A. 83A: 396_402, 2013). 
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Utilizzando anticorpi specifici contro gli antigeni di superficie cellulare è 
possibile verificare la perdita della membrana cellulare dei linfociti B e non 
dei T, dovuta al differente contenuto lipidico della membrana di queste cel-
lule. (25) Kono et al. hanno infatti dimostrato che il diverso rapporto tra cole-
sterolo e lipidi totali nella membrana cellulare dei linfociti T e B (i linfociti T 
tendono a contenere più colesterolo nelle loro membrane cellulari rispetto ai 
linfociti B) è alla base delle differenze tra i due tipi di cellule e, dunque, alla 
base delle differenze di resistenza al detergente utilizzato e, di conseguenza, 
alle differenze di colorazione che vengono sfruttate dallo strumento Sysmex 
XE per la loro differenziazione (Figura 9).

Evoluzione tecnologica della strumentazione: conteggio differenziale esteso.

Sebbene l’evoluzione tecnologica della strumentazione ematologica abbia 
indubbiamente contribuito a cambiare la “qualità” delle informazioni 
“aggiuntive”, cioè a riconoscere e misurare cellule che normalmente non 
sono presenti nel sangue periferico e a dare un significato anche quantitativo 
ai flag strumentali, resta il problema della mancanza di una corrispondenza 
univoca con la controparte morfologica. Alcuni analizzatori sono infatti già 
da tempo in grado di contare diverse popolazioni nucleate quali, ad esempio, 
le cellule a elevata fluorescenza (HFC) (Sysmex XE/XN e Mindray BC-6800), 
le “large unstained cells” (LUC) (Siemens Advia 2120), le “large immature 
cells” (LIC) e gli “atypical lymphocytes” (ALY) (analizzatori ABX Horiba), 
ma spesso con poca specificità. Le LUC, ad esempio, possono essere alternati-
vamente costituite da blasti, linfociti atipici o attivati oppure, semplicemente, 
da neutrofili perossidasi-negativi (Figura 10). (15, 26)

Figura 9. Distribuzione di linfociti T e B isolate sul citogramma dell’ana-
lizzatore ematologico Sysmex XE. A sinistra è visibile il citogramma della 
differenziazione leucocitaria, al centro la distribuzione dei linfociti T e a 
destra i linfociti B. 
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Figura 10 a. Campione 
con blasti

Figura 10 b. Campione con 
linfociti attivati

Fig. 10 c: 4 cito-
gramma di un 
campione nor-
male
76-77 citogram-
mi di campioni 
con deficit di 
perossidasi

Figura 10 Citogrammi dell’ADVIA 2120
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Sysmex XN: nuova tecnologia per la conta leucocitaria differenziale

L’analizzatore ematologico Sysmex XN (Sysmex, Kobe, Japan) è dotato di 
una nuova tecnologia per la conta leucocitaria differenziale, costituita dai 
tre canali specifici: differenziale WBC (WDF), cellule progenitrici dei globuli 
bianchi (WPC) e canale per globuli bianchi nucleati (WNR). Il canale WDF 
è inoltre provvisto di una nuova serie di parametri aggiuntivi rispetto ai 
parametri differenziali leucocitari tradizionali, che forniscono ulteriori dati 
qualitativi per l’interpretazione del sangue periferico, quali lo scattergram 
anormale e dati sulla popolazione cellulare (CPD). (27) Nello specifico, le 
informazioni del canale dei globuli bianchi patologici vengono integrate con 
i segnali dei canali FSC, SSC, e SFL, risultando fondamentali nell’analisi di 
campioni contenenti blasti e cellule immature. Se l’allarme “Blasts/Abn lym-
pho?” viene generato dal canale WDF insieme a o in assenza del flag “atypi-
cal lympho?”, l’analisi WPC estesa è in grado di specificare ulteriormente 
la sospetta anomalia. L’allarme “Blasts?” generalmente identifica neoplasia 
acute, quali leucemia mieloide acuta o leucemia linfoblastica, l’allarme “abn 
lympho?” indica la presenza di linfociti atipici sospetti neoplastici, ad esem-
pio linfomi, mentre il flag“atypical lympho?” si genera per linfociti atipici 
che si sospetta siano reattivi. La sensibile analisi ottica della dispersione della 
luce e dell’intensità di fluorescenza consente una differenziazione piuttosto 

Figura 11. La figura mostra gli allarmi generati e i relativi grafici dei canali WDF 
e WPC in presenza di una linfocitosi reattiva (A-C), una linfocitosi neoplastica 
(B-CLL) (D-F) (Da Schuff-Werner P, Kohlschein P, Maroz A, Linssen J, Dreißiger 
K, Burstein C. Performance of the XN-2000 WPC channel flagging to differentiate 
reactive and neoplastic Leukocytosis. Clin Chem Lab Med 2016; 54(9): 1503–1510).
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affidabile delle cellule neoplastiche immature, come blasti o cellule di linfo-
ma, da leucociti normali e la differenziazione di linfociti neoplastici atipici 
(“anormali”) rispetto ai linfociti reattivi, come indicato dalle recenti racco-
mandazioni di consenso (Figura 11). (28)

Il canale WNR determina la conta differenziale di basofili e globuli rossi 
nucleati, mediante l’emolisi dei globuli rossi e l’utilizzo di una soluzione che, 
penetrando all’interno delle membrane cellulari dei globuli bianchi, causa 
cambiamenti nella morfologia esterna e nella struttura interna di ciascuna 
cellula. Questo canale è in grado di differenziare e contare i basofili rilevando 
le differenze morfologiche evidenziate dai cambiamenti dei valori di FSC. Gli 
acidi nucleici e gli organelli cellulari di globuli bianchi e globuli rossi nucleati 
si legano infine a una soluzione contenente un fluorocromo e mostrano una 
forte fluorescenza che viene rilevata dal canale WNR e sfruttata per la diffe-
renziazione e la conta delle cellule nucleate.

Parametri posizionali (“Cell Population Data”)

Gli analizzatori più evoluti sono in grado di fornire dei citogrammi bi- o 
tridimensionali dove sono rappresentati i “cluster” corrispondenti alle popo-
lazioni analizzate. Ciascun “cluster” cellulare, occupa una definita posizione, 
individuabile dalle rispettive coordinate: x,y; oppure, nel caso di mappe 
tridimensionali, x,y,z. Le coordinate delle diverse popolazioni leucocitarie, 
in condizioni fisiologiche, possiedono dei valori caratteristici, quali indice di 
centralità (valore medio) e dispersione (deviazione standard, DS) (Figura 12).

Figura 12. L’imagine mostra la posizione, la forma, la lunghezza, l’ampiezza 
e l’angolo di ciascun cluster cellulare in condizioni normali su strumento 
Sysmex. 
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In condizioni patologiche i “cluster” cellulari possono subire degli sposta-
menti e/o delle variazioni conformazionali in base ai cambiamenti dimensio-
nali, strutturali o funzionali che caratterizzano la condizione patologica e ciò 
si riflette sui valori di questi indici posizionali (Figura 13). (10,15)

Questi parametri sono molto utili per rilevare i cambiamenti linfocitari che 
rendono necessaria la revisione microscopica. (29)
Nonostante ciò, resta la problematica che i parametri posizionali sono stret-
tamente metodo-specifici, ragione per cui, se si usano all’interno di regole 
decisionali, bisogna determinare gli intervalli di riferimento per il metodo 
in uso, valutando anche la stabilità dei parametri nel tempo, poiché il con-
tatto prolungato con l’anticoagulante potrebbe modificare le caratteristiche 
dimensionali e strutturali delle cellule interessate. (30) Inoltre, vi sono sensi-
bilità e specificità differenti per tipo di allarme e per tipo strumento, con valo-
ri predittivi positivi (VPP) tendenzialmente bassi e valori predittivi negativi 
(VPN) costantemente elevati, caratteristica questa che permette di soddisfare 
il primo obiettivo clinico dell’automazione, quale lo screening dei campioni 
patologici, ma che conferma il rilevante ruolo della valutazione microscopi-
ca per poter differenziare tra processi reattivi e neoplastici. (28, 31) Oltre a 

Figura 13. Tre grafici di cluster rappresentanti le differenti popolazioni di 
globuli bianchi ottenuti mediante analisi tridimensionale utilizzando i tre 
parametri: volume, conduttività e scatter e nelle quali appaiono evidenti 
le differenze di volume dei linfociti in un campione normale (al centro), 
in un campione con leucemia linfatica cronica (a sinistra) e in uno con 
malattia virale (destra). (Da Briggs C, Harrison P, Machin SJ. Hoffmann 
JJML. Quality counts: New parameters in blood cell counting Int. Jnl. Lab 
Hem.2009;31:277-297.)  
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migliorare la standardizzazione della classificazione morfologica, per evitare 
errori diagnostici, i moderni e sofisticati metodi di indagine diagnostica in 
ematologia dovrebbero essere interpretati alla luce della morfologia cellulare 
e del contesto clinico. A tale scopo la “review article” di Barbara Bain, sotto-
linea l’importanza diagnostica dello striscio di sangue. (31)

Morfologia cellulare e contesto clinico

La diagnostica ematologica nel laboratorio clinico ad oggi richiede dunque 
sicuramente un approccio metodologico al paziente, piuttosto che all’esame 
emocromocitometrico in sé, utilizzando ed integrando i dati a disposizione, 
quali quesito clinico, morfologia strumentale e morfologia ottica. La valida-
zione dell’esame emocromocitometrico deve essere dunque “sample and 
patient oriented” con lo scopo di fornire un referto che possa garantire infor-
mazioni utili sul piano clinico e allo stesso tempo facilmente interpretabili. 
(32)
La sfida resta dunque quella di migliorare le proprie conoscenze e padroneg-
giare le tecnologie in quanto, sebbene gli analizzatori generino flag sospetti 
in presenza di cellule anormali, la quantità di falsi positivi resta ancora alta, 
portando spesso ad inutili revisioni di strisci di sangue. D’altra parte, le 
alterazioni dell’esame emocromocitometrico segnalate dagli analizzatori 
ematologici con flag di sospetto morfologico devono essere approfondite 
con la revisione microscopica dello striscio di sangue periferico, lasciando 
alla valutazione della morfologia cellulare un ruolo chiave nella diagnosi 
di tutte le patologie ematologiche e nell’indirizzare un eventuale successivo 
approfondimento diagnostico.
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Linfocitosi: casi clinici

Annalisa Modenese

Premessa
L’evoluzione tecnologica nell’ematologia di laboratorio ha consentito, 
negli ultimi anni, un rapido e consistente miglioramento sia dei processi 
organizzativi che dei percorsi diagnostici mirati alla individuazione delle 
patologie ematologiche.
I moderni analizzatori utilizzano infatti tecnologie sempre più sofisticate 
ed affidabili per eseguire il conteggio e la classificazione morfologica delle 
popolazioni cellulari (1).
Mediante l’utilizzo combinato di diverse tecnologie, strumento specifiche, le 
cellule vengono classificate in base a:

• Dimensioni
• Forma 
• Rapporto nucleo/citoplasma
• Caratteristiche nucleo e citoplasma 

Tali informazioni vengono riportate su un piano cartesiano mediante 
citogrammi in cui le popolazioni cellulari di leucociti (WBC), eritrociti (RBC), 
piastrine (PLT), reticolociti (RET) ed eritroblasti (NRBC) si distribuiscono 
graficamente. 

I citogrammi generati dai diversi analizzatori possono essere bidimensionali 
o tridimensionali a seconda della tecnologia utilizzata.
Gli strumenti ematologici inoltre, forniscono una serie di allarmi morfologici 
(“flag” di sospetto) per la presenza sospetta di atipie quali cellule immature, 
cellule di tipo reattivo o blasti, e di allarmi di tipo numerico quantitativo 
qualora risultasse alterato il normale conteggio cellulare, in base alle soglie 
numeriche impostate sugli analizzatori. Altri allarmi possono essere invece 
rappresentativi di un malfunzionamento dell’analizzatore.
La presenza di questi allarmi morfologici deve indirizzare l’ operatore verso 
la revisione microscopica del campione, al fine di verificare la presenza di 
cellule anomale, di classificarle in base alla loro morfologia, ed eventualmente 
quantificarle, con lo scopo di produrre un referto completo di commenti per 
indirizzare la diagnosi (2).

Le tecnologie moderne permettono di affiancare agli analizzatori di 
laboratorio dei software esperti di validazione che utilizzano i dati qualitativi 
e quantitativi forniti dagli strumenti, per inviare i campioni anomali alla 
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revisione microscopica, ad ulteriori approfondimenti mediante test riflessi, o 
verso la validazione automatica del campione se i dati risultano nella norma 
o in linea con la storia clinica del paziente.

I casi che verranno presentati in questo breve capitolo sono stati ottenuti 
con la tecnologia Mindray SF Cube sullo strumento BC 6200 affiancato dal 
Software esperto LabXpert. 
Lo strumento, per la conta differenziale dei leucociti, eritroblasti e la 
generazione dei citogrammi, utilizza il principio della citometria a flusso 
abbinata alla fluorescenza. Una luce laser opportunamente orientata 
interagisce con le cellule generando segnali nelle 3 direzioni.
In particolare il segnale di Side Laser Scatter (SS) riflette la complessità delle 
cellule, il Forward Laser Scatter (FW) le dimensioni e la Fluorescenza (FL) il 
contenuto in acidi nucleici delle cellule.
Nel sistema Mindray BC 6200 sono tre i canali di lettura che generano 
altrettanti citogrammi tridimensionali: DIFF, WNB e RET.

1. Nel canale DIFF (Figura 1) vengono conteggiate le sottopopolazioni 
leucocitarie (Linfociti, Monociti, Neutrofili, Eosinofili). Nel 
citogramma DIFF l’asse X (SS) riflette la complessità cellulare, l’asse 
Y (FL) l’intensità di fluorescenza, quindi il contenuto in acidi nucleici 
delle cellule, e l’asse Z (FS) la dimensione. 

Figura 1. Citogramma DIFF scattergram da Mindray BC 6200 di un cam-
pione normale. L’asse X (SS) riflette la complessità cellulare, l’asse Y 
(FL) l’intensità di fluorescenza, l’asse Z (FS) la dimensione callulare. Il 
cluster verde è rappresentato dai linfociti, quello fucscia dai monoci-
ti, quello azzurro dai granulociti neutrofili, quello rosso dagli esosinofili
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Quando presenti, all’ estremità superiore dell’asse della fluorescenza 
si posizionano linfociti atipici, attivati, plasmacellule e blasti. Tali 
cellule atipiche vengono conteggiate mediante il parametro di ricerca 
HFC (High Fluorescence Cells). 
Il citogramma evidenzia anche, come cluster separato, i granulociti 
immaturi che vengono indicati e conteggiati come IMG in valore 
assoluto ed in percentuale. Il conteggio dei granulociti immaturi è 
parte integrante della formula leucocitaria.

2. Il canale WNB (Figura 2) conteggia i leucociti totali, i basofili e gli 
eritroblasti.

3. Nel canale RET vengono conteggiati gli RBC con metodo ottico e 
tutte le forme di reticolociti, a bassa (LFR), media (MFR) ed alta 
fluorescenza (HFR). 
Il canale quantifica in modo accurato le piastrine con metodo ottico/
fluorescente grazie all’ uso di un colorante fluorescente specifico 
per l’RNA nucleolare, anche in caso di trombocitopenia, grazie 
all’estensione di 8 volte del tempo di conta.
Questa modalità di lettura delle piastrine viene utilizzata come test 
riflesso in base a regole configurate sul software esperto (LabXpert), 
in presenza del allarmi di sospetto “aggregati piastrinici?” che si 
generano sul citogramma DIFF o in presenza di anomalie o interferenze 
morfologiche o numeriche sul conteggio impedenziometrico delle 
piastrine.

Figura 2. Citogramma WNB di un campione normale. Sono rappresentati in 
azzurro i leucociti , in fuscia gli eritroblasti , in giallo i leucociti basofili e in 
blu le ombre cellulari



Responsabile scientifico
Sabrina Buoro

La Diagnostica Ematologica di Laboratorio: 
Gestione delle Linfocitosi e Applicazioni 

Cliniche dei Conteggi

52 Caleidoscopio

Allarmi Morfologici relativi a linfociti
Nella tecnologia Mindray, un’anomalia di distribuzione dei linfociti a livello 
del citogramma DIFF, comporta la generazione di allarmi morfologici diversi 
che devono sensibilizzare l’operatore verso ulteriori approfondimenti.
In particolare, in relazione al sospetto clinico, unitamente al conteggio 
linfocitario, gli allarmi devono indurre ad una approfondita revisione 
microscopica del campione per la ricerca di anomalie a livello del nucleo, del 
citoplasma e della dimensione cellulare, che dovranno poi essere riportate 
sul referto (2).
Gli allarmi strumentali che possono generarsi sul citogramma DIFF 
relativamente alla morfologia linfocitaria, sono “blasti”, “linfociti atipici” e 
“linfociti anomali/blasti”.

Allarme “Linfociti atipici”
L’allarme “Linfociti atipici” compare quando nel citogramma DIFF, al di 
sopra del cluster dei linfociti, si posiziona una popolazione di cellule a più 
alta fluorescenza quindi a maggior contenuto di acidi nucleici (Figura 3). Le 
cellule appartenenti a questo cluster aggiuntivo vengono quantificate tra i 
parametri di ricerca (RUO, Research Use Only) mediante il parametro HFC 
(High Fluorescence Cells) sia in valore assoluto che in percentuale. 
Un esempio tipico è quello rilevato nei campioni contenenti plasmacellule.

Figura 3. Diff scattergram di un campione in cui si è generato l’allarme “Lin-
fociti atipici” per la presenza al di sopra della nuvola di distribuzione dei 
linfociti (in verde), di una popolazione di cellule a più alta fluorescenza quin-
di a maggior contenuto di acidi nucleici (HFC)
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Allarme “Linfociti anomali/blasti”
L’allarme morfologico “Linfociti anomali/blasti” si genera quando nel 
campione sono presenti cellule a più alta complessità cellulare e dimensione 
. In questo caso il caso il cluster di distribuzione delle cellule atipiche risulta 
addossato a quello dei normali linfociti (Figura 4).

Questo allarme può comparire nel caso di virosi, linfomi, e in presenza di 
blasti.

Per concludere questa premessa, prima di entrare nel merito dei casi clinici, si 
sottolinea come la tecnologia presentata, permetta attraverso l’osservazione 
dei citogrammi, la distinzione delle linfocitosi di natura reattiva da quelle 
neoplastiche.
Nelle linfocitosi reattive o secondarie il cluster di distribuzione dei linfociti 
assume la forma di una goccia allungata lungo l’asse della fluorescenza per 
la presenza di cellule con intensa attività di sintesi.
Al contrario, nelle linfocitosi primarie, il cluster linfocitario risulta più 
compatto ed omogeneo senza alcuna estensione verso la parte alta dell’asse 
della fluorescenza. 

Figura 4. Diff scattergram di un campione in cui si è generato l’allarme mor-
fologico “Linfociti anomali/blasti” . Nel campione sono presenti, vicino ai 
linfociti (in verde) cellule atipiche a più alta complessità cellulare e dimen-
sione .Il cluster di distribuzione delle cellule atipiche risulta addossato a 
quello dei normali linfociti (segnalato sempre in verde) e risulta non distin-
guibile da esso.
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Caso clinico 1
Una ragazza di 14 anni si presenta in Pronto Soccorso alle ore 23.00 per 
epigastralgia e nausea. L’esame obiettivo evidenzia linfoadenomegalie 
laterocervicali e faringodinia.
Il medico prescrive esami ematochimici di base. Le transaminasi epatiche 
risultano aumentate (AST 120 U/L, ALT 277 U/L) e l’emocromo evidenzia 
linfocitosi.
Nell’immediato sospetto di un infezione virale vengono prescritti per il giorno 
successivo la ripetizione dell’emocromo e un approfondimento sierologico: 
reazione di Paul Bunnel (Monotest), Anticorpi IgM anti Citomegalovirus, 
Anticorpi anti Epstein Virus EBNA IgG e VCA IgM.
L’analisi emocromocitometrica, eseguita la sera stessa dell’accesso in Pronto 
Soccorso, evidenzia una conta di WBC di 9.43 x 103 / uL con linfocitosi (6.51 
x 103 /uL ; 68.9 %). 
Nel canale di lettura DIFF è comparso l’allarme numerico “linfocitosi" (per 
superamento dei limiti di normalità impostati sullo strumento Mindray 6200) 
unitamente ad altri due allarmi morfologici relativi ai linfociti “linfocita 
atipico” e “linfo/ blasti anomali”.
Le regole di validazione impostate sul software LabXpert indirizzano il 
campione alla revisione microscopica per la presenza di un conteggio elevato 
dei linfociti e per la presenza di cellule linfocitarie anomale.
Il software LabXpert suggerisce, mediante messaggi preimpostati, di 
verificare il conteggio delle cellule ad alta fluorescenza (HFC# ed HFC%), 
tra i paramentri di ricerca.
L’analisi del citogramma DIFF mostra la presenza di un cluster di cellule, 
che partendo dai linfociti si protende verso l’estremità dell’asse FL, nella 
regione delle cellule ad alta fluorescenza (HFC). Il cluster linfocitario assume 
la forma di una goccia allungata (Figura 5A). I monociti invece, sono poco 
rappresentati.
La rotazione del citogramma trimensionale DIFF (Figure 5B e 5C) permette 
di visualizzare, a lato del cluster delle cellule mononucleate linfocitarie, la 
presenza di un cluster aggiuntivo di cellule con dimensioni ridotte. 
Il conteggio delle cellule ad alta fluorescenza (HFC), riportato nei parametri 
di ricerca, è HFC # = 0.20 x 103 /uL ; HFC% = 2.1%.
I dati leucocitari quantitativi, le anomalie evidenziate nel citogramma DIFF 
e la presenza di allarmi morfologici inducono l’operatore ad eseguire la 
revisione microscopica dello striscio di sangue.
L’osservazione microscopica evidenzia:

1. la presenza di linfociti attivati (riconducibili alle cellule che si 
estendono nella parte alta del citogramma, lungo l’asse FL indicate 
HFC (Figura 5A )

2. la presenza di linfociti apoptotici che verosimilmente costituiscono 
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il cluster di linfociti aggiuntivo, di dimensione ridotta rispetto al 
cluster linfocitario normale (Figura 5B e 5C).

Il quadro risulta compatibile con una linfocitosi di tipo reattivo.
Gli approfondimenti sierologici, pervenuti successivamente, escludono un 

Figura 5A. DIFF Scattergram di un campione in cui il cluster linfocitario si 
protende verso l’ estremità dell’asse FL, nella regione delle cellule ad alta 
fluorescenza (HFC) e assume la forma di una goccia allungata . Le cellule 
HFC ad alto contenuto di acidi nucleici sono, nel caso clinico riportato, lin-
fociti di tipo reattivo.
 E’ visibile la presenza di un secondo cluster di cellule a dimensione ridotta 
(in verde)

A

B
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infezione da Citomegalovirus e confermano il sospetto di Mononucleosi 
infettiva da Epstein-Barr virus (Tabella 1).

Caso clinico 2

Una paziente donna di 79 anni giunge in Pronto Soccorso per addominalgia.
L’esame obiettivo mostra addome globoso e teso, splenomegalia, 
linfoadenomegalia delle stazioni linfodonali superficiali.
L’RX addome, richiesto in urgenza dal chirurgo, evidenzia una subocclusione 
intestinale.
I parametri biochimici sono i seguenti: Creatinina: 1.30 mg/dL; Azotemia: 
103 mg/dL; PCR: 5.5 mg/dL. La paziente viene ricoverata. 

Figure 5B e 5C. La rotazione del citogramma trimensionale DIFF permette 
di visualizzare, a lato del cluster delle cellule mononucleate linfocitarie, la 
presenza di un cluster aggiuntivo di cellule con dimensioni ridotte

C
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E l’emocromo?
L’esame emocromocitometrico mostra anemia (emoglobina pari a 9.0 g/dL), 
piastrine nella norma (260 x 103/uL) e una marcata leucocitosi (WBC 147.00 
x 103 / uL ). Il software segnala mediante un allarme visivo il valore critico 
rilevato per quest’ultimo parametro. 
La formula leucocitaria conta 126.000 x 103/uL linfociti (85.4 % dei WBC). 
Sono presenti eritroblasti (NRBC) .
Sono comparsi l’allarme numerico “linfocitosi” e l’allarme morfologico 
“linfo/blasti anomali”. 
L’analisi dei citogrammi DIFF e del citogramma WNB (Figura 6A e 6B) 
mostrano come il cluster dei linfociti sia maggiormente rappresentato 
rispetto a quello degli altri leucociti. Tale cluster risulta compatto ed 
omogeneo, rappresentato quindi da cellule monomorfe. 

Figura 6A e 6B citogrammi DIFF e del citogramma WNB del caso clinico 2. 
Il cluster dei linfociti è maggiormente rappresentato rispetto a quello degli 
altri leucociti. 
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Il campione viene indirizzato alla revisione microscopica. L’analisi dello 
striscio evidenza la presenza di:

1. elementi linfocitari con nucleo ipercromatico con pattern a mosaico e 
scarso citoplasma (Figura 7)

2.  ombre nucleari (di Gumprecht) 
L’esame citofluorimetrico dell’aspirato midollare, richiesto dall’ematologo, 

evidenzia sul totale dei leucociti la presenza dell’86% di linfociti. Tale frazione 
linfocitaria è costituita per il 91.5% da linfociti B di tipo CD5+, CD19+,CD23+
Il quadro risulta compatibile con il sospetto di una Leucemia Linfatica 
Cronica. 
Date le condizioni generali della paziente (paziente con demenza senile), 
l’età avanzata, si decide di non trattarla con terapia chemioterapica ma con 
steroidi.

Caso clinico 3

Un paziente maschio di 70 anni giunge in PS per astenia e riferiti dolori 
addominali da alcuni giorni.
L’esame obiettivo mostra splenomegalia.
I primi esami ematochimici sono indicativi di un’insufficienza renale 
(Creatinina 3.0 mg/dL). L’emocromo mostra  anemia macrocitica ( HGB = 7.1 
g/dL ; MCV = 107.2 fl) e piastrinopenia (PLT = 43 x 103/ uL).
I leucociti sono nella norma (WBC= 4.34 103/uL) ma i parametri della 
formula sono accompagnati dal simbolo “R” ad indicare che la formula va 
ricontrollata. 

Sul citogramma DIFF compare l’allarme “linfociti atipici?” 

Figura 7. Elementi linfocitari con nucleo ipercromatico con pattern a mosai-
co e scarso citoplasma
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I suggerimenti del software esperto indirizzano a verificare il conteggio delle 
cellule ad alta fluorescenza. La conta delle cellule HFC# è pari a 0.55 x103/ 
uL e 12.6 %

L’analisi del citogramma DIFF (Figura 8) indica la presenza di un cluster di 
cellule, posizionato al di sopra dei monociti, che si estende nella parte alta del 
citogramma, lungo l’asse FL (zona delle cellule ad alta fluorescenza).
Tale cluster di cellule aggiuntivo (cellule HFC) risulta spostato lungo l’asse 
SS ed FS, indicando cellule più grandi e più complesse rispetto ai linfociti.

Il campione viene analizzato al microscopio.
L’analisi morfologica dello striscio evidenzia macrocitosi, anisocitosi, 
ipocromia delle emazie, e presenza di emazie rouleax.
E’ evidente la presenza di linfociti atipici e di cellule di grandi dimensioni, con 
citoplasma basofilo, nucleo eccentrico e cromatina variamente condensata 
classificate come plasmacellule in quantità 12-14% (Figura 9) (incluse 
nel conteggio dei linfociti, affiancato dal simbolo R). La piastrinopenia è 
confermata.
L’ elettroforesi delle siero proteine, richiesta nel corso del ricovero ospedaliero, 
rileva un aumento delle proteine totali (10.3 g/dL), ipoalbuminemia e la 
presenza di una componente monoclonale di notevole entità (5.9 g/dL) in 
zona gamma globuline tipizzata come IgA-Lambda, che orientano il clinico 
verso il sospetto di una Mieloma.

Figura 8. Citogramma DIFF del caso clinico 3. E’ evidente la presenza di un 
cluster di cellule, sopra dei monociti, che si posiziona nella zona delle cellule 
ad alta fluorescenza.
Tale cluster di cellule aggiuntivo (cellule HFC) essendo spostato lungo l’asse 
SS ed FS, è costituto da cellule più grandi e più complesse rispetto ai linfociti.
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Caso clinico 4 

Una giovane ragazza di 13 anni arriva in Pronto Soccorso con febbre da 
alcuni giorni e presenza di petecchie diffuse in tutto il corpo.
Gli esami ematochimici evidenziano leucocitosi (WBC = 28.68 x 103 / uL); 
trombocitopenia ( PLT=11 x 103 / uL); anemia (HGB = 8.30 g/dL), LDH, 
transaminasi e Proteina C reattiva aumentate (Tabella 2).

Viene immediatamente valutato l’emocromo ed eseguito lo striscio del 
sangue periferico.
Nell’analisi della formula leucocitaria lo strumento conta 1.91 x 103 / uL 
granulociti neutrofili, ma non quantifica i linfociti e i monociti. 
Nel citogramma DIFF (Figura 10) accanto all’area di distribuzione dei 
neutrofili associata al colore azzurro, è presente un unico cluster grigio; 
l’analizzatore non è riuscito a classificare correttamente le popolazioni dei 
leucociti, in base alle caratteristiche di dimensioni, complessità e fluorescenza, 
segnalando l’allarme "anomalia dispersione WBC". 

Figura 9. E’ inquadrata una cellule di grandi dimensioni, citoplasma baso-
filo nucleo eccentrico e cromatina variamente condensata, classificata come 
plasmacellula. 
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Compare inoltre l’allarme morfologico relativo ai linfociti “linf/blasti 
anomali”.

La rotazione del citogramma DIFF (Figura 11) evidenzia, accanto l’esteso 
cluster grigio,  la presenza di un secondo raggruppamenti di cellule (sempre 

Figura 10. Nel citogramma DIFF accanto all’area di distribuzione dei neutro-
fili associata al colore azzurro, è presente un unico cluster indicato in grigio 
perchè l’analizzatore non è riuscito a classificare i leucociti. 
 E’ visibile la presenza di un secondo cluster di cellule a dimensione ridotta 
(in verde)

Figura 11. La rotazione del citogramma DIFF del caso clinico 4, evidenzia, 
accanto l’esteso cluster grigio, la presenza di un secondo raggruppamento 
di cellule (sempre in grigio) con dimensioni maggiori rispetto a quelle dei 
linfociti 



Responsabile scientifico
Sabrina Buoro

La Diagnostica Ematologica di Laboratorio: 
Gestione delle Linfocitosi e Applicazioni 

Cliniche dei Conteggi

62 Caleidoscopio

indicate in grigio) con dimensioni maggiori rispetto a quelle dei linfociti e 
con una fluorescenza maggiore rispetto a quella dei monociti. 
La revisione microscopica del campione (Figura 12) evidenza la presenza 
di blasti (80-85%) con poco citoplasma, nucleoli non visibili o piccoli e 
poco apprezzabili. Cromatina dispersa a blocchi nelle cellule più piccole, 
omogenea in ogni caso e presenza di vacuoli variabile. Leucociti neutrofili 
iposegmentati. 

Viene richiesta l’esecuzione di esami emocoagulativi per escludere una 
concomitante patologia coagulativa (DIC).
Fibrinogeno e D-Dimero risultano lievemente aumentati e quindi non 
indicativi di una patologia da consumo.

Il quadro risulta compatibile con la sospetta presenza di una Leucemia 
Linfoblastica Acuta L1.

Caso clinico 5 

Un paziente maschio di 47 anni viene inviato dal medico curante in un 
ambulatorio ospedaliero per persistente febbre, astenia, adenomegalia e 
intermittente dolore addominale. 
Esegue:

1. Emocromo
2. Pannello biochimico epatico e pancreatico completo

Figura 12. Striscio di sangue del caso clinico 4. Si osserva la presenza di bla-
sti con poco citoplasma, nucleoli non visibili o piccoli e poco apprezzabili. 
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Il quadro epatico e pancreatico risultano nella norma.

L’ emocromo è caratterizzato leucopenia, neutropenia, monocitosi e marcata 
trombocitopenia (55.000 x 103 / uL PLT). 
L’analizzatore segnala la presenza di alterazioni morfologiche a carico dei 
linfociti mediante l’allarme “Linfo/blasti anomali”.
Il software esperto consiglia di verificare il conteggio e la morfologia dei 
monociti.

Sul citogramma DIFF (Figura 13) è evidente la presenza di un cluster di cellule 
classificate come monociti (associate al colore fucsia) ma che, diversamente 
da questo, si posiziona al di sopra dei linfociti, essendo costituito da cellule 
più grandi e con maggiore complessità.

L’analisi al microscopio (Figura 14) evidenzia:
Anisocitosi ed ipocromia delle emazie
Leucopenia e spiccata neutropenia. 
Presenza di linfociti  in prevalenza atipici con cromatina finemente zollata, 
senza evidenti nucleoli e con numerose estroflessioni citoplasmatiche (Hairy 
Cells).

Figura 13. Citogramma DIFF del caso clinico 5.  E’ visibile la presenza di un 
cluster di cellule classificate come monociti e rappresentate in colore fucsia 
ma costituto da cellule più grandi e con maggiore complessità dei monociti.
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Conclusioni

La casistica illustrata dimostra la necessità di operare un’ attenta valutazione 
dell’esame emocromocitometrico considerando i dati numerici (conteggi 
cellulari) , i dati qualitativi (presenza di allarmi morfologici) e analizzando le 
popolazioni cellulari dei citogrammi.
La tecnologia Mindray SF Cube, con la pecularità della tridimensionalità 
dei citogrammi, e la possibilità di ruotarli secondo tutte le dimensioni 
dello spazio, consente una più chiara visione delle popolazioni leucocitarie 
compresa la presenza di piccoli cluster non visibili attraverso l’analisi analisi 
bidimensionale. 

Dagli esempi di linfocitosi riportati in questo breve capitolo appare evidente 
come la tecnologia SF Cube permetta una chiara distinzione fra le linfocitosi 
di natura reattiva e le linfocitosi neoplastiche.

Gli allarmi morfologici che si generano sui citogrammi, le regole di 
validazione e i suggerimenti esperti del software LabXpert, indirizzano il 
laboratorista verso la revisione microscopica dello striscio periferico per un’ 
attenta verifica delle atipie cellulari segnalate e per la formulazione di un 
referto ematologico descrittivo che unitamente agli altri dati clinici, possa 
essere di aiuto al clinico nel percorso di diagnosi (2).

Figura 14. Striscio periferico in cui si osserva la presenza di linfociti con cro-
matina finemente zollata, senza evidenti nucleoli e con numerose estrofles-
sioni citoplasmatiche
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La Qualità del risultato nella diagnostica 
ematologica di Laboratorio: la VEQ della 
Morfologia Cellulare

Alessandra Fanelli, Alessandra Mongia, Sara Ciullini Mannurita

L’esame morfologico cellulare dello striscio di sangue periferico rappresenta, 
ancora oggi, un’indagine diagnostica di fondamentale importanza in quanto: 
può permettere una diagnosi definitiva, è uno strumento importante 
per la diagnosi differenziale e per l’indicazione a eseguire ulteriori test, 
ha un ruolo cruciale nell’identificazione e nella caratterizzazione delle 
neoplasie ematologiche. Nonostante gli enormi avanzamenti tecnologici 
delle metodiche citofluorimetriche e di genetica molecolare avvenute negli 
ultimi anni, tale importanza diagnostica è ribadita anche nell’ultima edizione 
della classificazione WHO delle patologie ematologiche. La morfologia è, 
infatti, lo specchio della funzionalità cellulare, evidenziandone maturità, 
immaturità, asincronia maturativa, reazione agli stimoli, attivazione, morte; 
e l’analisi morfologica si configura come il processo ricognitivo interpretativo 
che consente di prendere decisioni di differenziazione e di catalogazione 
delle cellule e, quindi, decisioni cliniche.

La morfologia cellulare: dal microscopio ottico all’analizzatore di immagini

L’impressionante miglioramento delle tecniche di imaging digitale degli 
ultimi anni ha aperto la strada all’uso dell’analizzatore di immagini in 
sostituzione o complementare al classico microscopio ottico. Tramite questo 
strumento, le immagini microscopiche delle cellule ematologiche sono 
fotografate utilizzando camere digitali a elevata risoluzione in grado di 
produrre immagini dettagliate di porzioni citologiche, che possono poi 
essere visionate utilizzando monitor a elevato ingrandimento.
Kratz e collaboratori in una recente review (1) hanno messo ben in evidenza 
vantaggi e svantaggi di questo strumento. L’analizzatore di immagini 
presenta vantaggi analitici, tra cui la standardizzazione della zona di analisi, 
il conteggio rapido e meno faticoso, la pre-classificazione dei globuli bianchi 
con possibilità di confronto con immagini di riferimento, la maggiore 
oggettività morfologica e la maggiore sensibilità nel riconoscimento delle 
cellule rare. In secondo luogo, ci sono innegabili vantaggi legati alla 
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connettività: operatori diversi che si trovano a distanza possono visualizzare 
le stesse immagini, le immagini non sono soggette a deterioramento e sono 
facilmente archiviabili, si ha la totale tracciabilità del dato ematologico 
morfologico. Importante anche l’impatto sull’attività didattico-formativa: 
tramite l’uso di immagini digitali si può armonizzare la professionalità degli 
specialisti, facilitarne l’addestramento e la formazione continua (E-learning), 
viene stimolata la ricerca scientifica mediante la creazione di database 
di immagini per studi mono o multicentrici. Ultimo impatto, non meno 
importante, è quello inerente l’accuratezza e la tempestività diagnostica con 
confronti su casistica complessa e consulti a distanza. Nella stessa review 
sono stati messi in evidenza anche i punti deboli di tale strumentazione, in 
primis i possibili errori nella preclassificazione delle cellule, soprattutto di 
quelle patologiche quali blasti, granulociti immaturi, cellule displastiche, 
schistociti, eventuale presenza di parassiti intracellulari ecc.
Da qui risulta indispensabile che gli operatori che si approcciano alla 
morfologia digitalizzata siano formati adeguatamente al riconoscimento 
di tali cellule e soprattutto mantengano tale formazione nel tempo, come 
miglioramento continuo della professionalità acquisita. 

La VEQ della morfologia cellulare

Il punto 7.1 della ISO 15189 ribadisce che il personale responsabile delle 
valutazioni dei risultati delle analisi deve possedere adeguate conoscenze 
teoriche e pratiche e appropriata esperienza sul campo e che la competenza, 
la preparazione e la qualificazione devono essere documentate, così come 
anche le attività di addestramento e di aggiornamento. In aggiunta, il 
punto 7.6 della norma sottolinea che il laboratorio deve partecipare a 
valutazioni interlaboratorio o a valutazioni esterne di qualità o a programmi 
di valutazione adeguati alla complessità delle procedure analitiche e 
diagnostiche utilizzate dal laboratorio. 
L’esecuzione di esercizi di programmi di Valutazione Esterna di Qualità di 
morfologia cellulare rappresenta senz’altro una risposta a queste esigenze. 

Il Centro Di Riferimento Sicurezza e Qualità della Regione Toscana offre 
gli esercizi del programma “VEQ Morfologia ematologica”. Il programma 
prevede l’invio annuo di 4 strisci di sangue venoso periferico colorati con 
May Grumwald Giemsa da leggere al microscopio ottico o all’analizzatore 
di immagini, e 4 esercizi con immagini digitali. Per ogni esercizio vengono 
inviati i dati dell’esame emocromocitometrico e brevi note cliniche. Facendo 
riferimento a una tabella predefinita di anomalie morfologiche delle 
diverse popolazioni cellulari, i professionisti devono segnalare le anomalie 
predominati. 
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Per quanto riguarda la valutazione delle risposte, in modo sperimentale 
dall’anno 2020, la valutazione dei dati di ritorno è basata sul posizionamento 
del dato inviato rispetto alla frequenza di risposta. Vengono presentate le 
prime 10 posizioni sul totale delle risposte inviate. Le risposte del laboratorio 
(massimo 6) sono anche riportate come posizione rispetto alla classifica 
generale (Tabella 1). Una guida dettagliata dell’Elaborato e della statistica 
applicata è presente sul sito web alla voce ‘Razionale programmi VEQ’. 
Per ogni esercizio, il Centro di Riferimento Regionale invia ai partecipanti 
il “Commento degli esperti” effettuato da professionisti con autorevole e 
riconosciuta competenza in diagnostica ematologica: 
1-Descrizione del vetrino (le maggiori anomalie che il partecipante avrebbe 
dovuto vedere);
2-Percorso diagnostico (come da storia clinica/follow-up del paziente, 
esempio: approfondimenti diagnosi/II livello);
3-Commento dei risultati dei partecipanti;

A
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4-Eventuale voce bibliografica (non obbligatoria).
Per il 2022 sono previste alcune azioni di miglioramento: 1) il reperimento 
di casi clinici di particolare interesse; 2) il miglioramento della qualità e la 
standardizzazione degli strisci ematici da inviare; 3) l’acquisizione delle 
immagini digitali a vari ingrandimenti per una visione d’insieme del vetrino 
con la possibilità di ingrandire a piacimento; 4) la messa a disposizione delle 
immagini su server in modalità fruibile con allestimento di maschera web 
adatta.

UK NEQAS rappresenta un altro importante provider di programmi VEQ 
per la morfologia cellulare. Nel programma “Blood films for morphology” 
è previsto l’invio di due vetrini per l’analisi morfologica delle cellule di 
sangue periferico. Ai partecipanti si richiede di riportare le caratteristiche 
morfologiche osservate utilizzando un elenco di codici di riferimento 
prefissato e fornito con la documentazione che accompagna ogni invio di 
campioni. E’ previsto l’invio di due vetrini per analisi morfologica otto volte 
in un anno (16 Blood Films in un anno), fissati in metanolo e colorati con 
May-Grunwald-Giemsa. 

B

Tabella 1. Esempio di elaborato della morfologia cellulare per singolo campione re-
lativo al programma VEQ Morfologia ematologica del Centro Di Riferimento Si-
curezza e Qualità della Regione Toscana. A) Frequenza di anomalie individuate da 
tutti i partecipanti per sottopopolazione cellulare. B) Classificazione dei risultati in 
base alla frequenza delle risposte. Sono riportate le prime 10 anomalie più numerose 
segnalate dai partecipanti, le anomalie individuate dal singolo partecipante e la 
relazione tra queste ultime e il ranking generale.
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UK NEQAS offre, inoltre, il programma “Digital morphology”, programma 
educazionale individuale, totalmente gestito via web, diretto a sviluppare 
e mantenere la capacità di leggere e interpretare la morfologia di strisci di 
sangue periferico e midollo. E’ aperto a tutti i Paesi del mondo, è diretto 
a tutti i componenti dello staff del laboratorio integrato di ematologia 
(tecnici, biologi, medici) ed è riconosciuto come generatore di crediti CPD 
(Continuing Professional Development) da parte dell’Institute of Biomedical 
Science britannico. Rispetto ai tradizionali programmi di lettura di vetrini, i 
reperti morfologici rilevanti per la definizione delle anomalie cellulari, per 
l’interpretazione e la diagnosi - gli stessi per tutti i partecipanti - vengono 
singolarmente evidenziati, estensivamente commentati e sono memorizzabili 
a scopo di archivio. 
Il programma educa gli operatori di tutti i livelli a valorizzare gli elementi 
morfologici diagnostici più importanti di ogni caso clinico e permette nel 
tempo la costruzione di una biblioteca commentata e consultabile di casistica 
ematologica (Figura 1). 
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Burthem et al (2) hanno effettuato uno studio pilota per l’uso dei “vetrini 
virtuali” digitali nella valutazione della qualità ematologica. Condotto 
insieme allo schema di valutazione della qualità esterna nazionale del Regno 
Unito per l’ematologia generale, lo studio ha coinvolto 166 partecipanti 
separati, utilizzando il formato di un tipico esercizio di valutazione. 
I partecipanti hanno valutato soggettivamente la loro esperienza di 
visualizzazione di immagini digitali utilizzando una scala da 1 a 5, riportando 
una soddisfazione generale per gli aspetti pratici dell’accesso alle immagini 
(Figura 2). Il feedback dei partecipanti ha inoltre fortemente sostenuto l’uso 

Figura 1. Esempi di report della morfologia cellulare relativi al programma 
UK NEQAS “Digital morphology”. Ogni caso è accompagnato dalla descri-
zione dei paramenti clinici ed ematologici. Selezionando le singole cellule 
vengono rappresentate le caratteristiche morfologiche a scopo didattico. Il 
programma prevede la selezione delle anomalie identificate in scala di prio-
rità e la riposta ad un questionario relativo all’ipotesi diagnostica.



Responsabile scientifico
Sabrina Buoro

La Diagnostica Ematologica di Laboratorio: 
Gestione delle Linfocitosi e Applicazioni 

Cliniche dei Conteggi

73Caleidoscopio

di immagini digitali nei ruoli di insegnamento e valutazione.
Lo studio pilota è stato poi condotto allo stesso modo su vetrino standard, 
ovvero ai partecipanti è stato chiesto di elencare le cinque caratteristiche 

Figura 2. Valutazione comparata di immagini digitali rispetto alla visualiz-
zazione microscopica dei vetrini. Ai partecipanti è stato chiesto di rispondere 
a domande specifiche utilizzando una scala arbitraria da 1 (meno favorevole) 
a 5 (più favorevole). Le risposte sono riportate come punteggio medio e devia-
zione standard. CPD, sviluppo professionale continuo. Figura da Burthem J et 
al 2005.
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morfologiche che consideravano più importanti. I risultati ottenuti dalla 
valutazione del vetrino digitale sono stati quindi confrontati con i risultati 
della corrispondente indagine su vetrino. I risultati della valutazione 
digitale hanno mostrato un’elevata concordanza con quelli riportati nella 
corrispondente indagine su vetrino, anche se sono state osservate alcune 
differenze significative per il vetrino della leucemia prolinfocitica e per il 
vetrino della malaria (Plasmodium ovale) (Figura 3). È probabile che queste 

Figura 3. Gli istogrammi mostrano la frequenza di risposte relative alle carat-
teristiche più comunemente riportate dal sondaggio digitale confrontate con 
le risposte date nella corrispondente indagine su vetrino. Sono state osserva-
te differenze significative in relazione al vetrino di leucemia prolinfocitica (A) 
in cui sia la sferocitosi che la policromasia sono state identificate più frequen-
temente nel vetrino digitale, e al vetrino di malaria (B) in cui P. falciparum è sta-
to identificato più frequentemente sul vetrino. Figura da Burthem J et al 2005.
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differenze riflettano la selezione di particolari campi microscopici nella 
costruzione delle diapositive digitali e, quindi, rappresentino un “bias di 
selezione del campo” da parte del fotografo. Ciò è un potenziale svantaggio 
dell’immagine digitale pertanto l'uso di immagini digitali più grandi che 
comprendano aree di diapositiva più estese ridurrebbe questa distorsione. 

In generale, i programmi di VEQ di ematologia digitale offrono dei vantaggi 
innegabili tra cui:

1) Reperimento di casi clinici rari, soprattutto per i laboratori più periferici;

2) Una più facile distribuzione di immagini uguali per tutti i centri che 
partecipano al programma;

3) Possibilità di salvare le immagini e di creare una biblioteca di casi di 
interesse, da cui deriva anche l’elevato valore educativo del programma;

4) Possibilità di fornire un documento oggettivo che dimostri il continuo 
aggiornamento professionale del professionista di laboratorio, come richiesto 
dalle norme internazionali.
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Ruolo della Citometria a Flusso nella 
diagnostica differenziale delle linfocitosi

Alessandra Marini   

L’approccio diagnostico a una linfocitosi, definita, negli adulti, come 
numero di linfociti circolanti > 4 x 109/L, si avvale di diverse metodiche, 
le quali comprendono osservazione morfologica, test sierologici, citofluo-
rimetria (CFM), con ulteriore approfondimento secondo la complessità del 
quadro clinico. L’osservazione morfologica permette di identificare linfociti 
“attivati” oppure linfociti “atipici”, già suggestivi di condizioni diverse. Le 
tecniche citofluorimetriche consentono di acquisire informazioni più estese 
e precise, dal momento che con l’impiego di pannelli anticorpali ben impo-
stati è possibile individuare la popolazione linfocitica coinvolta nel proces-
so espansivo (linfociti T, oppure B, oppure NK) e caratterizzare eventuali 
immunofenotipi aberranti e/o patognomonici di una patologia ematologica 
maligna. In mani esperte, la combinazione morfologia + CFM diventa un 
potente mezzo diagnostico che offre informazioni precise in un brevissimo 
lasso di tempo. In certe condizioni, tuttavia, gli aspetti morfologici possono 
essere poco indicativi, per cui la CFM diventa l’esame dirimente per imposta-
re il lavoro diagnostico successivo con maggior precisione, mediante tecniche 
istologiche, immunoistochimiche, e mediante test di biologia molecolare.

Con il passare del tempo, le tecniche citofluorimetriche sono diventate 
sempre più efficienti. Attualmente sono in commercio sistemi citofluori-
metrici (citofluorimetro + software dedicato) in grado di impiegare molti 
anticorpi monoclonali in un singolo tubo; i citofluorimetri per la diagnostica 
umana di routine analizzano 12 parametri (2 parametri fisici + 10 canali 
di fluorescenza). Sfruttando la simultanea presenza, nello stesso canale di 
fluorescenza, di anticorpi monoclonali sostanzialmente esclusivi di una 
sottopopolazione linfocitica, è possibile approntare con facilità pannelli con 
12 anticorpi monoclonali. Pertanto, con un singolo tubo diventa possibile 
individuare ed enumerare: linfociti T, con relativi subset e immunofenotipo 
attivato, linfociti NK, linfociti B, con relativo assetto delle catene leggere di 
superficie, linfociti B positivi per CD5, eventuali plasmacellule che possono 
essere contate come linfociti nei sistemi di ematologia automatizzata. Con 
alcuni accorgimenti e appropriata scelta degli anticorpi monoclonali, è pos-
sibile spingersi a impiegare fino a 15 anticorpi monoclonali, pur avendo a 
disposizione solo 10 canali di fluorescenza.
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Gli anticorpi monoclonali impiegati nella linfocitosi di prima diagnosi 
sono quelli della tipizzazione linfocitaria: CD3, CD4, CD8, CD19, CD16/
CD56, CD45, con l’aggiunta del CD5, e delle catene leggere k e λ. Quando 
sussiste il sospetto di particolari condizioni patologiche, diventa necessario 
approntare pannelli addizionali (per esempio, CD2, CD7,  TCRαβ e  TCRγδ, 
CD23, CD25, etc).

Sono, infine, disponibili tubi contenenti anticorpi monoclonali in formula-
zione essiccata o liofila, pronti all’uso e conservabili a temperatura ambiente, 
facilmente impiegabili nella routine (1).

Alcuni sistemi, che impiegano una miscela già pronta di anticorpi mono-
clonali e microbiglie per analisi in singola piattaforma, forniscono un report 
completo, che riporta percentuali e valori assoluti delle popolazioni linfoci-
tarie analizzate, la ratio CD4:CD8 che normalmente è ≥ 1, la linfosomma per 
il controllo di qualità interna.   

Tra le linfocitosi di tipo reattivo, in genere caratterizzate da un numero 
assoluto di linfociti non particolarmente alto, esempi classici sono forniti 
dalle virosi, come l’infezione da EBV o CMV. Nelle fasi precoci dell’infezione 
la sierologia può essere ancora negativa, e la morfologia può non mettere 
ancora in evidenza linfociti “attivati”, ma l’immunofenotipo (con aumento 
dei linfociti T CD8+ ed inversione del rapporto CD4/CD8) può già orienta-
re l’operatore verso una diagnosi di malattia non neoplastica. Ovviamente 
la diagnosi è guidata soprattutto dal quadro clinico e dal contesto (come 
la fascia di età, nel senso che certe virosi sono tipiche dei giovani). Infatti 
per esempio l’inversione del rapporto CD4/CD8 legata ad un aumento dei 
linfociti T CD8+, può essere osservata anche in alcune connettiviti, come la 
sindrome di Sjögren (2). Diverse linfocitosi reattive sono sostenute invece da 
un incremento di linfociti T CD4+.

Popolazioni policlonali di linfociti T doppio-marcati CD4+/CD8+ (Fig. 1) 
si possono riscontrare in situazioni caratterizzate da profonde sollecitazioni 
del sistema immunitario, quali il rigetto di trapianto renale, l'artrite reuma-
toide giovanile, la miastenia grave.

Il fenotipo di linfociti T doppio-negativi CD3+CD4-CD8- è una caratteri-
stica attesa nei T linfociti maturi con TCR a catene γδ, ma può essere riscon-
trata anche nei T linfociti maturi con TCR a catene αβ. Sono presenti in bassa 
percentuale nei soggetti normali, ma possono aumentare in alcuni casi di 
lupus eritematoso sistemico, di GVHD, di rigetto di organo, di immunodefi-
cienza combinata, di sindrome ipereosinofila, di sindrome da shock tossico 
da Stafilococco (3).

La presenza di popolazioni espanse di linfociti T con TCR a catene αβ e 
fenotipo doppio- negativo CD3+CD4-CD8- (DNTs) è una caratteristica della 
Sindrome Linfoproliferativa Autoimmune (ALPS) (4). 

Nelle linfocitosi a cellule B, le forme reattive, generalmente transitorie, si 
caratterizzano per la normale espressione delle molecole di superficie carat-
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teristiche della linea di appartenenza (CD19, CD20, CD22) e soprattutto per 
l’espressione policlonale delle catene leggere di superficie. 

La “linfocitosi persistente policlonale a cellule B (PPBL)”, caratterizzata 
sul piano morfologico dalla presenza di linfociti binucleati, su quello isto-
logico da un accumulo intravascolare dei linfociti B nel midollo osseo, e su 
quello clinico da una possibile splenomegalia, si differenzia anch’essa da una 
neoplasia a cellule B proprio per la ripartizione normale delle catene leggere 
delle immunoglobuline di superficie, come si vede nella Fig. 2.

I linfociti B oltre a essere policlonali, mostrano l’immunofenotipo dei 
linfociti B memory (CD27+) (5). La linfocitosi nella PPBL è modesta, ma per-
sistente. In genere, si associa un incremento policlonale delle IgM. 

Nelle linfocitosi neoplastiche la morfologia spesso è indicativa; i linfociti 
atipici possono presentare presenza di nucleoli, anomalie della forma del 

Figura 1. Un caso di espansione di linfociti T doppio-positivi CD4+CD8+ 
(freccia).

Figura 2. Un caso di PPBL.
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nucleo, un pattern immaturo della cromatina nucleare, proiezioni villose del 
citoplasma, una forma plasmocitoide. Un incremento, anche marcato, dei 
linfociti circolanti caratterizza molte forme di linfoma. In alcune di queste 
patologie la presenza di linfociti patologici nel sangue periferico è patogno-
monica, come nel caso della leucemia linfatica cronica (LLC). 

La revisione del 2016 della classificazione dell’Organizzazione Mondiale 
della Sanità delle neoplasie linfoidi (6) tra le forme a cellule B mature com-
prende la Linfocitosi monoclonale a cellule B (MBL) , ovvero la presenza di 
cellule B monoclonali nel sangue periferico fino a 5x109/L in assenza di altri 
segni di linfoma. Questa patologia si trova anche in soggetti sani (fino al 
12%) e precede virtualmente tutti i casi di leucemia linfatica cronica/linfoma 
a piccoli linfociti (LLC/SLL). 

La frequenza aumenta con l’età, si osserva raramente sotto i 40 anni.
La diagnosi di un linfoma è multidisciplinare, dal momento che occorre 

fare riferimento alla combinazione di informazioni morfologiche, immuno-
istochimiche, molecolari, genetiche e, infine, immunofenotipiche.

La citofluorimetria multiparametrica è indubbiamente utile nella valuta-
zione delle patologie linfoproliferative, ma il suo ruolo è cambiato, soprattut-
to per il sempre maggior peso dei test molecolari nel processo diagnostico.  

 La CFM conserva la sua efficacia (7):
- nell’identificazione della linea cellulare coinvolta, 
- nella valutazione della clonalità, in particolare per quanto riguarda la 

restrizione delle catene leggere delle immunoglobuline (Fig.3)  

- nella valutazione di espressioni antigeniche aberranti, come la presen-
za nelle neoplasie a cellule B di marcatori come il CD5, il CD10, il CD23, il 

Figura 3. A sinistra espressione policlonale delle catene leggere di superificie. 
A destra, presenza di una popolazione B con restrizione clonale per le catene 
leggere di superficie λ, con espressione debole, e residua popolazione normale 
policlonale. 
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CD103 normalmente non espressi dai linfociti B maturi 
- nella valutazione dell’intensità di espressione dim (debole) oppure 

bright (forte) dei marcatori delle cellule B (CD19, CD20, CD22, etc.).
Infatti, in base non solo alla positività o meno dei vari marcatori testati, 

ma anche al  loro pattern di espressione (debole, oppure brillante) si può 
indicare la diagnosi più probabile o restringere ad un gruppo di linfomi la 
diagnosi differenziale, ovviamente con il supporto delle informazioni addi-
zionali (8).

Può essere difficile  identificare piccole popolazioni clonali mescolate con 
cellule B reattive policlonali. Talora dal dot plot emergono chiaramente due 
diverse popolazioni linfocitarie, per es. per diverso Forward Scatter, quindi 
per diversa taglia delle cellule, o per diversa intensità di espressione di un 
marcatore, per es. del CD20, marcatore della serie linfocitaria B, come nella 
figura sottostante (Fig. 4), nella quale si osserva chiaramente la restrizione 
clonale per le catene leggere k relativa alla popolazione con espressione 
bright del CD20.

Anche nel caso dei linfomi a cellule T con linfocitosi, molto meno fre-
quenti delle forme a linfociti B, occorre valutare il pattern di espressione di 
marcatori T (per esempio, CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8).  Sono indicativi 
di anomalia la grande prevalenza di linfociti CD4+ oppure CD8+ (con rap-

Figura 4. I due dot plots si riferiscono entrambi a linfociti B. A sinistra: pre-
senza di una prevalente popolazione con debolissima espressione di CD20 
(blu), con concomitante presenza di una popolazione con espressione intensa 
di CD20 (viola). A destra: la popolazione colorata in blu risulta negativa per 
le catene leggere di superficie; quella colorata in viola mostra restrizione per 
le catene leggere di superficie K. Il caso illustrato mostra una verosimile LLC 
(popolazione blu) concomitante con altro linfoma in fase leucemica.  
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porto CD4:CD8 >10 oppure CD8:CD4 >10),  l’assenza di un antigene T atteso, 
la coespressione di CD4 e CD8 o la mancata espressione di entrambi questi 
due marcatori. Un esempio è fornito dalla Sindrome di Sezary, la quale è 
caratterizzata dal significativo incremento di linfociti CD4+, i quali tuttavia 
appaiono negativi per CD7 (9).

   Nelle neoplasie linfoidi T la dimostrazione di clonalità è particolarmente 
difficile, dato che anche la restrizione per una regione del TCR (αβ/γδ) può 
non essere sufficiente come prova di clonalità.

Per quanto riguarda le linfocitosi a cellule NK, possono essere reattive a 
stati infettivi, possono essere correlate alla terapia con dasatinib (10), oppu-
re sono neoplastiche. Le molecole presenti sulla superficie dei linfociti NK 
normali (CD2, CD7, CD16, CD56, molecole KIR o CD158)  presentano spesso 
diversa espressione nelle forme reattive rispetto alle forme proliferative di 
tipo neoplastico. Infatti, in queste ultime i linfociti NK sono positivi essen-
zialmente per CD56 e mostrano espressione uniforme di uno degli antigeni 
CD158 (solo CD158a oppure solo CD158b) (Fig. 5).

Interessante la prevalenza del CD56 trovata nelle forme linfomatose e 
quella di CD16 e CD57 nelle proliferazioni a cellule NK indolenti e reattive, 
in quanto se analizziamo questi 3 marcatori nei linfociti NK si osserva l’asso-
ciazione rispettivamente del CD56 alla produzione di citochine, e soprattutto 
ad un  maggiore potenziale proliferativo, del CD16 alla citotossicità e del 
CD57 alle “senescent cells” con ridotta capacità proliferativa (11).

Fig. 5. A sinistra, dispersione normale di CD158a e CD158b sui linfociti NK. A 
destra: il 98% dei linfociti NK mostra restrizione per la isoforma CD158a, in 
un caso di leucemia cronica a cellule NK.
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