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Interferenza analitica sul conteggio dei leucociti
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ABSTRACT

Analytical interference on leucocyte count.

Chronic lymphoproliferative disorders typically affect elderly patients with a median age at the diagnosis of 71 years.
These disorders include a number of conditions characterized by an abnormal proliferation of lymphocytes towards a
monoclonal lymphocytosis. The case of an 83-year-old man affected by chronic lymphocytic leukemia is presented;
the peripheral blood cells count, performed on the analyzer Sysmex XN-20, showed significant differences between
the white nucleated red (WNR) and white differentiation (WDF) channels that did not allow the differential counting of
leukocytes. On the opposite, the reflex analysis channel white progenitor cell (WPC), returned the correct white blood
cell count. Actually, when the peripheral blood sample was diluted (1:5) and resubmitted to analysis, leukocytes count
resulting from WNR and WDF analysis channels corresponded to that obtained in the reflex WPC analysis channel
on the undiluted sample. To verify if the instrumental anomaly found in the cell counting could be associated to an
elevated plasma concentrations of immunoglobulins, a serum protein electrophoresis was performed, showing the
presence of four monoclonal components. These data demonstrate that the WPC channel is an important tool for the

clinical laboratory, since it is able to give a correct result even when interferents are present.

CASO CLINICO

Il paziente &€ un uomo di 83 anni affetto da leucemia
linfatica cronica (LLC), che ha eseguito un esame
emocromocitometrico durante un controllo periodico
effettuato nel’ambito della sorveglianza attiva della sua
condizione clinica. La conta cellulare degli elementi
figurati del sangue viene usualmente condotta su
analizzatori ematologici che forniscono risultati rapidi e
accurati sebbene talvolta siano stati segnalati alcuni
risultati spuri a causa della presenza di crioglobuline,
lipidi, lisi insufficiente dei globuli rossi, eritroblasti,
aggregati piastrinici e immunoglobuline (1). Nel caso qui
presentato, il campione di sangue periferico del paziente
e stato analizzato sullo strumento Sysmex XN-20
(Sysmex, Kobe, Giappone) che ha evidenziato
discrepanze non accettabili nei conteggi dei leucociti
(WBC) effettuati nei due canali di analisi WNR (white
nucleated red) e WDF (white differentiation), risultati
rispettivamente 10,72x10%L e 28,75x10%L (v.r. 4,00 -

12,00). In queste condizioni I'analizzatore non ha
restituito alcun valore per i leucociti, fornendo risultati
esclusivamente per emoglobina (HGB 77 g/L, v.r. 110-
180); eritrociti (RBC 2,85x10'%/L; v.r. 3,50-5,60) e
piastrine (PLT 96x10°%L; v.r. 150-450). Gli allarmi
morfologici segnalati dal software strumentale
riguardavano i RBC (anemia) e le PLT (clumps?), mentre
gli allarmi funzionali riguardavano lo scattergram dei
WBC (messaggio: WBC abn scattergram) e il canale di
analisi WNR (WNR sampling error). In particolare, lo
scattergram del WDF mostrava una distribuzione
anomala dei WBC in un cluster grigio a forma di virgola
(freccia in Figura 1 A, pannello a sinistra), mentre lo
scattergram del WNR mostrava un'alterazione nell'area
solitamente occupata dai debris (freccia in Figura 1 A,
pannello centrale). Lo strumento Sysmex XN-20
possiede un canale di analisi WPC (white progenitor cell)
di tipo reflex che si attiva in caso di sospetto di blasti o
linfociti anomali (2). In questo caso, il campione & stato
cosi contrassegnato e le cellule conteggiate nel canale
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di analisi dei WPC sono risultate 13,59x10°/L (Figura 1 A
destra). Sysmex XN-20 & equipaggiato con un
preparatore automatico di vetrini SP-10 integrato con DI-
60, un sistema automatizzato per l'analisi delle immagini,
quindi il campione ematico & stato sottoposto a
colorazione secondo il metodo May-Grunwald-Giemsa.
All'analisi microscopica la formula leucocitaria € risultata
la seguente: 15% monociti; 70% linfociti; 4% granulociti
neutrofili; 0,5% granulociti basofili; 0,5% granulociti
eosinofili. Inoltre, si & osservata la presenza di emazie in
rouleaux (Figura 2A), una moderata colorazione di fondo
blu-grigia con aree di colorazione non omogenea (Figura
2A, frecce) e di linfociti con morfologia eterogenea e
dimensioni variabili, con alcune cellule con nucleo
irregolare fortemente indentato, con estroflessioni
citoplasmatiche e con nucleo dentellato (Figura 2B).
L'analisi emocromocitometrica & stata ripetuta sullo
stesso campione diluito 1/5 con il reagente di diluizione
fornito dal produttore. In queste condizioni I'analizzatore
ha fornito una conta di 13,03x10%L WBC nel canale di
analisi dei WNR (70,6% linfociti e 3,5% neutrofili), e di
12,97x10°/L nel WDF (Figura 1B). Gli altri parametri
ottenuti sono i seguenti: HGB 69 g/L; RBC 2,62x1012/L
e PLT 106,43x10%L (tutti i valori riportati sono stati
corretti per il fattore di diluizione). Anche in questo caso,
il software strumentale ha mostrato I'errore funzionale di
anomalia nello scattergram dei WBC “abn scattergram”,
mentre gli allarmi morfologici evidenziati sono stati i
seguenti: neutropenia, linfocitosi, monocitosi, leucocitosi
(per WBC) e anemia (per RBC). | valori di WBC ricavati
nei canali di analisi WNR e WDF sul campione diluito 1/5
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hanno confermato quello ottenuto nel canale di analisi
WPC sul campione non diluito. Sulla base dell’artefatto
osservato al microscopio, costituito dalla colorazione
blu-grigia del fondo del vetrino e della presenza di
emazie in rouleaux, abbiamo ipotizzato che le anomalie
strumentali riscontrate potessero essere dovute ad una
interferenza data dalla presenza di elevate
concentrazioni di immunoglobuline (3, 4) nel campione.
Il campione sierico del paziente € stato quindi sottoposto
a elettroforesi capillare (CZE, Sebia, Lisses, Francia)
che ha evidenziato la presenza di quattro componenti
monoclonali rispettivamente di 20, 4, 3, 1 g/L. Tramite
immunosottrazione le componenti monoclonali sono
state immunotipizzate come IgG-k, IgG-A e due IgM-A
(dati non mostrati). | dati ematochimici disponibili sul
paziente hanno mostrato una lieve ipoalbuminemia (4,0
g/dL; v.r. 4,02 - 5,0 g/dL) e 'aumento delle proteine totali
(10,6 g/dL; v.r. 64 - 83 g/L). Dall’analisi elettroforetica
riferibile allanno precedente alla data oggetto del
presente studio clinico si riscontra una gammopatia
monoclonale con presenza di un singolo picco in beta-1
di 3 g/L immunotipizzato come IgM-A (proteine totali 72

g/L).

DISCUSSIONE

| disturbi linfoproliferativi cronici rappresentano un
gruppo di malattie eterogenee caratterizzate da
proliferazione clonale con infiltrazione midollare,
linfoadenopatia e linfocitosi periferica (5). La LLC
rappresenta circa un terzo di tutte le leucemie che
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Figura 1
Scattergram del canpione di sangue periferico.

SFL

A) Sul campione non diluito la formula leucocitaria risulta alterata, lo scattergram mostra un'interferenza nel canale di analisi dei
WODF visibile come un grappolo grigio a forma di virgola (riquadro sinistro); Il canale di analisi dei WNR mostra un'alterazione nell'area
solitamente occupata da debris (pannello centrale). Il canale di analisi reflex WPC e attivo (pannello di destra).

B) Sul campione diluito 1/5 i WBC sono calcolabili e i linfociti sono ben distribuiti lungo lo scattergram di entrambi i canali WNR e

WDF.

WDF, white differentiation; WNR, white nucleated red; WPC, white progenitor cell.
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Colorazione dello striscio di sangue periferico con May-
Griinwald Giemsa.

A) Si osserva uno sfondo di colore moderatamente blu-grigio
con aree non colorate tra aree eterogenee (frecce) ed emazie
in rouleaux.

B) Descrizione di alcuni linfociti anomali: in alto a sinistra, cellule
con nucleo irregolare fortemente indentato; in basso a sinistra,
cellule con extroflessioni citoplasmatiche; in alto e in basso a
destra, cellule con nucleo dentellato.

—_—
—_—

colpiscono principalmente gli adulti piu anziani con un
decorso clinico eterogeneo (6); infatti circa i due terzi dei
pazienti hanno un decorso indolente, mentre un terzo di
essi presenta una malattia aggressiva con rapida
progressione, resistenza ai farmaci e una scarsa
risposta ai trattamenti convenzionali (7). La diagnosi di
LLC non necessita né di biopsia linfonodale né di
aspirato/biopsia midollare; il riscontro
dellimmunofenotipo atipico nel sangue periferico &
sufficiente per una diagnosi conclusiva. La LLC & spesso
diagnosticata in maniera accidentale, durante analisi di
routine, in seguito a osservazione di linfocitosi nel
sangue periferico (8). L'analisi di laboratorio inizia con la
conta completa delle cellule del sangue periferico e
striscio ematico, seguita da analisi citofluorimetrica e test
genomici e molecolari. Il paziente viene poi seguito con
monitoraggio clinico e di laboratorio in dipendenza dal
suo stato clinico. Nel caso qui presentato, la conta
completa delle cellule del sangue periferico & stata
eseguita sul sistema Sysmex XN, un sistema modulare
di ultima generazione in grado di effettuare la conta e la
classificazione delle cellule del sangue periferico
basandosi su nuove tecnologie che sono state
ampiamente descritte da Seo et al. (9). Il modulo XN-20,
oltre ai canali WNR e WDF é& provvisto del canale di
analisi WPC che discrimina blasti e linfociti anomali e si
attiva quando il messaggio “abnormal lymph?” o
“blasts?” & segnalato nei canali WNR o WDF. In tal caso,
i campioni vengono ri-analizzati utilizzando colorazioni a
fluorescenza e agenti litici specifici (2) e, attraverso
nuovi algoritmi di analisi, queste popolazioni anomale di
WBC vengono identificate in maniera altamente
specifica al fine di ridurre al minimo il numero di falsi
positivi (2, 9). Ad una prima analisi, questo campione ha
mostrato notevoli discrepanze tra i canali WNR e WDF
dello strumento Sysmex XN 20 tali da non permettere il
conteggio differenziale dei leucociti. L'attivazione del
canale di analisi riflesso WPC ha permesso il conteggio

dei WBC che é stato successivamente confermato
anche dai dati ottenuti nei due canali di analisi WNR e
WDF sul campione diluito 1/5. L' osservazione
microscopica dello striscio di sangue periferico ha
evidenziato, tra le altre alterazioni morfologiche, la
presenza di emazie in rouleaux e di un’anomala
colorazione blu-grigia dello sfondo del vetrino. Nel loro
insieme questi dati supportano I'ipotesi di un gap
anionico che rappresenta un “footprint” di gammopatia
monoclonale (10). Elevate concentrazioni di
immunoglobuline, infatti, favoriscono la formazione di
rouleaux delle emazie ed inoltre, tendendo ad assorbire
la componente basica della colorazione, sono
responsabili dell’alterazione del pH che colora lo sfondo
di blu (4). Per valutare questa ipotesi, suggestiva di un
peggioramento del quadro clinico del paziente
conseguente all’aggravamento della  patologia
linfoproliferativa, il campione sierico & stato sottoposto
ad elettroforesi capillare che ha confermato la presenza
di un’elevata quantita di immunoglobuline, evidenziando
una progressione della gammopatia monoclonale
precedentemente riscontrata con il riscontro di ulteriori
picchi monoclonali. A tale proposito, € interessante
notare che la conta dei WBC dell’anno precedente non
aveva risentito di alcuna interferenza, nonostante il
numero di WBC fosse piu elevato (19,73x10%L di cui
83,5% linfociti e 6% neutrofili), cido & presumibilmente da
attribuire all’ interferenza nella conta cellulare esercitata
dall’ aumento delle proteine totali e dall’eccesso di
immunoglobuline riscontrabili allo stato attuale. Nel caso
clinico da noi descritto, il valore aggiunto all’analisi
emocromocitometrica sul sistema in uso € rappresentato
dal canale di analisi WPC che si attiva quando blasti o
linfociti anomali vengono rilevati. Questo canale di
analisi classifica i campioni sospetti in una delle tre
sottocategorie cellulari: reattive; sospette maligne;
oppure classificate come negative. | campioni vengono
allocati in una di queste categorie e, una volta che la
condizione maligna & stata esclusa, vengono
caratterizzate le condizioni reattive (2, 9). | nostri dati
mostrano che in presenza di elevate concentrazioni di
immunoglobuline, il conteggio dei leucociti derivato dal
canale di analisi dei WPC non subisce interferenze tali
da compromettere il risultato del conteggio stesso dal
momento che, come abbiamo riportato, i valori ottenuti
nei canali WNR e WDF sul campione diluito 1/5 sono
paragonabili a quelli ottenuti nel canale di analisi dei
WPC sul campione non diluito, una condizione in cui
WNR e WDF davano risultati estremamente variabili e
inaffidabili. In assenza di interferenze, i conteggi dei
WBC sui canali WNR, WDF e WPC sono nel complesso
altamente correlati e affidabili (9). Concludendo, i nostri
dati evidenziano le potenzialita della nuova tecnologia
dell’analizzatore  Sysmex XN-20 sottolineando
importanza di un uso combinato di tutti e tre i canali di
analisi nel conteggio dei WBC ed evidenziando
limportanza di una corretta interpretazione clinica ed
analitica del dato derivante dall’'esame
emocromocitometrico. L'utilizzo di analizzatori di nuova

biochimica clinica, 2021, vol. 45, n. 2

el3




- ____________________________________________________________________________
CASI CLINICI CASE REPORT

generazione e di nuove tecnologie di analisi disponibili in
campo ematologico, consente ad un esperto
laboratorista di valutare i dati in modo critico al fine di
garantire la scelta dei metodi piu idonei ad assicurare un
livello diagnostico sempre piu accurato e preciso. Nel
caso descritto, la gestione del’anomalia strumentale ha
inciso da una parte sul processo clinico-decisionale,
inducendo il laboratorista ad effettuare analisi aggiuntive
e dall'altra, sul processo clinico-diagnostico, indirizzando
il paziente verso ulteriori approfondimenti per sospetta
recrudescenza della patologia linfoproliferativa.
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