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ABSTRACT

Unexpected information from a blood count test: a hemoglobin variant, Hb Leiden, detected with a
hematology analyzer.

Hemoglobin variants are abnormal forms of hemoglobin that may cause hematological disorders. The variants can
be (or not) associated with normal hematology parameters. We were able to identify a hemoglobin variant in a 56-
year-old Italian Caucasian male using a hematology analyzer.

A routine complete blood count was performed on the Sysmex XN-9000 analyzer for a patient presenting at the
Emergency Department with dizziness. Unusual morphological alarms were reported by the analyzer. The
microscopy observation of the peripheral blood smear showed a significant number of contracted ed cells and target
red cells. Differential count cytograms showed changes in the distribution of the cell clusters and a reduction in the
fluorescence signal. In the hypothesis that these alterations were caused by a hemoglobin variant, a HPLC test was
performed and a variant in the D/E zone was detected. Molecular analysis confirmed the presence of a variant
identified as Hb Leiden. We were thus able to demonstrate the importance to correlate instrumental alarms with
validation rules to detect variants in cases where clinical evidence was lacking. The introduction of a new validation
rule that automatically activates reticulocyte count and peripheral blood smear in case of specific instrumental alarms
is highly advisable.

Parole chiave: varianti emoglobiniche, emocromo, cromatografia liquida ad alta pressione.

CASO CLINICO eritrocitaria (RDW-CV) 16,7% (i.r. 11-14). L'analizzatore
ha segnalato alcuni allarmi morfologici: “WBC Abnormal
Scattergram” e “Abnormal Lymphocytes” con

I'attivazione automatica di regole di validazione nel

Un uomo di 56 anni si & presentato al pronto
soccorso del Policlinico di Tor Vergata, Roma, riferendo

vertigini posizionali. L’'anamnesi era negativa per
patologie pregresse e I'esame obiettivo era nella norma.
In seguito alla consulenza otorinolaringoiatrica & stata
eseguita una manovra liberatoria secondo Epley. Gli
esami di chimica-clinica non hanno mostrato alterazioni
rilevanti. L'esame emocromocitometrico eseguito su
analizzatore Sysmex XN-9000 (Sysmex, Kobe, Japan)
ha messo in evidenza una lieve diminuzione del volume
globulare medio (MCV) pari a 78,5 fL (i.r. 80-100) e un
leggero aumento dellampiezza della distribuzione

sistema gestionale: WBC19 (Verifica differenziazione
leucocitaria) e WBC24 (Verifica presenza elementi
linfoidi non reattivi). La revisione microscopica ha
messo in evidenza la presenza di un discreto numero di
emazie contratte e di emazie a bersaglio e nessuna
alterazione a carico dei leucociti (Figura 1).

L’attenta analisi dei citogrammi della formula
leucocitaria, nel canale di conta differenziale WDF, ha
rilevato alcune alterazioni nella distribuzione dei
clusters cellulari e una riduzione del segnale di
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Figura 1
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Striscio di sangue periferico con colorazione May-Grunwald Giemsa. Le frecce continue evidenziano le emazie contratte, le frecce

tratteggiate evidenziano le emazie a bersaglio.

fluorescenza di tutte le principali popolazioni
leucocitarie: neutrofili (NE-SFL) 31,6 ch (i.r. 44,1-54,1),
linfociti (LY-Y) 41,9 ch (i.r. 65,9-80,3) monociti (MO-Y)
58,6 ch (i.r. 101,5-126,7) (Figura 2) (1).

Dall'integrazione dei risultati ottenuti dall’esame
emocromocitometrico con i riferimenti bibliografici
disponibili (2-6), & stato ipotizzato che il paziente
potesse essere portatore di una variante emoglobinica
(Hb).

In base a questa ipotesi, € stata effettuata I'analisi
delle frazioni emoglobiniche mediante cromatografia
liquida ad alta risoluzione (HPLC) (Tosoh HLC-723
G11, Japan) che ha rilevato la presenza di una variante
Hb, in zona D/E, e di HbA; in quantita relativa pari a,
rispettivamente, 24,5% e 3%. L'approfondimento
diagnostico per sospetta presenza di variante Hb,
attraverso l'analisi molecolare effettuata mediante
sequenziamento diretto (metodo Sanger) dei geni
HBA1, HBA2, HBB, ha permesso di identificare sul
gene HBB, allo stato eterozigote, la variante Hb Leiden:
[B6(A3) Glu—0 o B 7(A4)].

DISCUSSIONE

L’emoglobina Leiden (Hb Leiden) & una variante Hb
instabile caratterizzata da una delezione del codone 6
0 7 (-GAG) del gene HBB. Le varianti emoglobiniche
instabili presentano mutazioni che interessano punti
cruciali per la stabilita e 'organizzazione del tetramero.
L’emoglobina, di conseguenza, tende a denaturarsi e a
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formare dei precipitati all'interno degli eritrociti. Questi
eritrociti sono eliminati con maggiore facilita e i
precipitati intracellulari sono rimossi e fagocitati dai
macrofagi splenici (7,8). La Hb Leiden allo stato
eterozigote pud provocare una lieve anemia e crisi
emolitiche, soprattutto in seguito a stress ossidativi; nei
composti eterozigoti con I'emoglobina E (HbE) pud
determinare un fenotipo talassemico non trasfusione
dipendente (NTDT), e nei composti eterozigoti con
beta-talassemia pud causare grave anemia emolitica
(3). Lidentificazione dei portatori di varianti Hb risulta
fondamentale sia nell'ambito dello screening prenatale
che per gestire le complicazioni che potrebbero essere
indotte da terapie farmacologiche, processi infettivi ed
esposizione a sostanze tossiche (3).

Gli analizzatori ematologici Sysmex-XN(XE)
utilizzano la citometria a flusso in fluorescenza per
differenziare le popolazioni di leucociti (2). La
separazione delle cellule & ottenuta mediante tre
diversi segnali: lo “scatter frontale” (FSC) la cui
intensita & proporzionale al volume cellulare, lo “scatter
laterale” (SSC) con intensita proporzionale alla
morfologia del nucleo, al grado di condensazione della
cromatina, e alla presenza di granuli citoplasmatici, e
infine la “fluorescenza laterale” (SFL) proporzionale al
contenuto di acidi nucleici (3,9). | citogrammi ottenuti
nel canale WDF sono il risultato della integrazione dei
tre segnali FSC, SSC, SFL (10). La presenza di alcune
varianti emoglobiniche instabili pud interferire nel
canale analitico della conta differenziale (WDF)




Citogrammi del canale WDF dell’analizzatore Sysmex XN-9000. A sinistra il paziente, a destra un caso normale. Nel citogramma del
paziente, le frecce indicano i clusters dei linfociti (LY), dei monociti (MO), dei neutrofili (NE), che risultano significativamente alterati
sia per conformazione che per intensita di flourescenza. Nel riquadro sottostante sono riportati i valori di intensita fluorescenza, le
frecce ne indicano la drastica diminuzione per i Neutrofili (NE-SFL), Linfociti (LY-Y) e Monociti (MO-Y).

determinando alterazioni caratteristiche dei citogrammi
della formula leucocitaria e una riduzione del segnale di
fluorescenza di tutte le principali popolazioni
leucocitarie (2-6).

E stato ipotizzato infatti che la lisi dei globuli rossi e
il conseguente rilascio di emoglobina instabile possa
determinare una minore disponibilita del marcatore
fluorescente polimetinico utilizzato. Questo fenomeno
pud essere dovuto ad un’elevata affinita di legame
delle varianti emoglobiniche al fluorocromo o ad una
ridotta permeabilita della membrana leucocitaria al
colorante (2-6).

Il caso clinico presentato riguarda un paziente
arrivato in pronto soccorso con sintomi non riferibili ad
alterazioni ematologiche. Il corretto inquadramento del
paziente & avvenuto grazie alla tecnologia utilizzata e
al percorso diagnostico seguito in laboratorio.

Questo caso sottolinea l'importanza di avere a
disposizione in laboratorio una strumentazione
ematologica in grado di fornire parametri strumentali
affidabili e prontamente disponibili. L’analisi
approfondita dei citogrammi, con i relativi segnali di
fluorescenza, insieme alla sofisticata tecnologia per lo

studio dello striscio di sangue periferico, hanno infatti
suggerito la possibile presenza di una variante
emoglobinica, in assenza di riscontri clinici associabili.
Da questa osservazione, nasce I'esigenza di impostare
una nuova regola di validazione nel sistema gestionale
che permetta di correlare il citogramma del canale della
formula leucocitaria con le intensita di fluorescenza
delle relative popolazioni. Questa regola potra avviare
I'analisi in reflex dei reticolociti, per valutare I'eventuale
presenza di anemia emolitica e risposta dell’eritropoiesi
midollare riconducibile alla presenza di alcune varianti
instabili, nonché I'esecuzione del vetrino ematologico
per verificare la possibile presenza di alterazioni
morfologiche e/o procedere alla ricerca di eventuali
inclusioni eritrocitarie.

L'inserimento di questa nuova regola nel
programma gestionale del sistema analitico sara
essenziale per il raggiungimento di un corretto
inquadramento diagnostico di questi casi.
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__Voce  Dato  Unit || Voce Dato  Unit _Voce Dato  Unit | Voce Dato  Unit
NE-SSC 155.5 ™ |ch NE -hX 367 NE-SSC 154.5 ch NE -kX 304
NE-SFL 31.6 * ch NE -KY 697 NE-SFL 44.9 ch NE-kY 624
NE-FSC 96.2 * ch NE-WZ 749 NE-FSC 86.5 ch NE -WZ 705
LY-X 83.7 «ch LY-KX 466 LY-X 80.7 «ch LY-hX 434
LY-Y 41.9 ch LY-KY 764 LY-Y 71.2 ch LY-WKY 773
LY-Z 74.7 ch LY-WZ 522 LY-Z 56.8 ch LY-WZ 589
MO-X 119.5 c¢h MO-WX 201 MO-X 119.1 [ch MO-hX 277
MO-Y 58.6 ch MO-RKY 649 MO-Y 108.5 ch MO-WY 691
MO-Z [ 83.4 ch MO-KWZ 564 MO-Z 67.8 ch MO-WZ 642
Figura 2
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