
LL ’’ IDONEITAIDONEITA ’’ DEL CAMPIONE DEL CAMPIONE 
PER LPER L’’EMATOLOGIAEMATOLOGIA

M. BUTTARELLOM. BUTTARELLO

U.O.C. LABORATORIO ANALISI U.O.C. LABORATORIO ANALISI 
ULSS 19 ADRIA (RO)ULSS 19 ADRIA (RO)

COMPLETE BLOOD COUNT SPECIMEN COMPLETE BLOOD COUNT SPECIMEN 
ACCEPTABILITY (Jones et al 1994)ACCEPTABILITY (Jones et al 1994)

Reasons for CBC specimen rejection Reasons for CBC specimen rejection 
(0.45% of 7.894.882)(0.45% of 7.894.882)

●● Clotted   Clotted   64.8%64.8%
●● InsufficientInsufficient 10.1%10.1%
●● Variance (delta check)Variance (delta check) 5.3%5.3%
●● Labeled/unlabeledLabeled/unlabeled 5.1%5.1%
●● Not receivedNot received 2.9%2.9%
●● Platelets clumpedPlatelets clumped 2.2%2.2%
●● HemolyzedHemolyzed 2.0%2.0%
●● ContaminatedContaminated 1.6%1.6%

(intravenous solution)(intravenous solution)
●● Improper containerImproper container 1.4%1.4%



VARIABILI PREANALITICHE VARIABILI PREANALITICHE 

1) SOGGETTO DIPENDENTI1) SOGGETTO DIPENDENTI

2) METODOLOGIA DIPENDENTI2) METODOLOGIA DIPENDENTI

SOGGETTO DIPENDENTISOGGETTO DIPENDENTI

•• ETAETA’’ E SESSOE SESSO
•• VARIABILITAVARIABILITA ’’ BIOLOGICA INTRAINDIVIDUALEBIOLOGICA INTRAINDIVIDUALE
•• RITMICITA  FISIOLOGICARITMICITA  FISIOLOGICA
•• ALTITUDINE ALTITUDINE 
•• ATTIVITAATTIVITA ’’ FISICA E LAVORATIVAFISICA E LAVORATIVA
•• DIGIUNODIGIUNO
•• ASSUNZIONE DI FARMACI O SOSTANZE ASSUNZIONE DI FARMACI O SOSTANZE 

VOLUTTUARIEVOLUTTUARIE
•• PATOLOGIE IN ATTO O PREGRESSEPATOLOGIE IN ATTO O PREGRESSE
•• POSTURA POSTURA (ORTO vs CLINO)(ORTO vs CLINO)



VARIABILI METODOLOGIA VARIABILI METODOLOGIA 
DIPENDENTIDIPENDENTI

a)a) RACCOLTA DEL CAMPIONERACCOLTA DEL CAMPIONE

•• SEDE, USO DEL LACCIO, SEDE, USO DEL LACCIO, 
DIAMETRO DELLDIAMETRO DELL ’’ AGOAGO

•• PRELIEVO SOTTOVUOTO O CON PRELIEVO SOTTOVUOTO O CON 
SIRINGA SIRINGA 

•• TIPO DI ANTICOAGULANTETIPO DI ANTICOAGULANTE
•• AGITAZIONE DEL CAMPIONEAGITAZIONE DEL CAMPIONE

VARIABILI METODOLOGIA VARIABILI METODOLOGIA 
DIPENDENTIDIPENDENTI

b) TRASPORTO E CONSERVAZIONEb) TRASPORTO E CONSERVAZIONE

•• POSTA PNEUMATICA vs PEDONAGGIOPOSTA PNEUMATICA vs PEDONAGGIO

•• TEMPO DI LATENZA TEMPO DI LATENZA 

•• TEMPERATURA DI CONSERVAZIONE TEMPERATURA DI CONSERVAZIONE 
(AMBIENTE vs 4(AMBIENTE vs 4 °° C)C)



VARIABILITAVARIABILITA ’’ BIOLOGICA BIOLOGICA 
INTRAINDIVIDUALEINTRAINDIVIDUALE EE

RITMICITARITMICITA ’’ CIRCADIANACIRCADIANA

TABELLA I. Variabilità biologica intraindividuale (day to day) in ematologia, dati percentuali

PARAMETRI Statland Costongs Richardson-Jones GdSE-SIMel*
(1977) (1985) (1996) (2002)

Leucociti    x 109/L 15.5 19.9 14.0 12.3
Eritrociti   x 1012/L - 4.4 3.5 1.8
Emoglobina    g/dL 2.6 4.3 3.0 1.9
MCV fl - - 0.5 0.6
Piastrine     x 109/L 3.6 6.7 5.0 3.8
Neutrofili   x 109/L 23.2 15.1 22.0 18.3
Linfociti     x 109/L 9.7 23.6 14.0 11.1
Monociti    x 109/L 13.0 24.8 15.0 10.6
Eosinofili   x 109/L 14.1 28.8 20.0 11.8
Basofili      x 109/L 9.8 41.3 - 9.1
Reticolociti x 109/L - - 20.0 5.8

*media deirisultati ottenuta con 4 diversi analizzatori



VariabilitVariabilit àà biologica biologica 
intraindividuale: RBCintraindividuale: RBC
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VariabilitVariabilit àà biologica biologica 
intraindividuale: WBCintraindividuale: WBC



RITMICITARITMICITA ’’
CIRCADIANACIRCADIANA

DIGIUNO vs PASTO DIGIUNO vs PASTO 
LEGGEROLEGGERO



EFFETTO DELLA POSTURAEFFETTO DELLA POSTURA

SUPINOSUPINO ERETTOERETTO

EmoglobinaEmoglobina + 5+ 5--10%10%

EmatocritoEmatocrito + 10+ 10--15%15%

EritrocitiEritrociti + 10+ 10--15%15%

LeucocitiLeucociti + 7+ 7--10%10%



SEDE DEL PRELIEVO, SEDE DEL PRELIEVO, 
CALIBRO DELLCALIBRO DELL ’’AGO, STASI AGO, STASI 
VENOSA E AGITAZIONE DEL VENOSA E AGITAZIONE DEL 

CAMPIONECAMPIONE

EFFETTO DELLA STASI EFFETTO DELLA STASI 
VENOSAVENOSA



PRELIEVO PEDIATRICO DAL PRELIEVO PEDIATRICO DAL 
TALLONETALLONE

PRELIEVO DAL TALLONEPRELIEVO DAL TALLONE

a)a) SE SITO CALDO CON BUON FLUSSO EMATICOSE SITO CALDO CON BUON FLUSSO EMATICO
RBCRBC
HbHb simili a sangue venososimili a sangue venoso
WBCWBC

b)   SE SITO FREDDO E CIANOTICOb)   SE SITO FREDDO E CIANOTICO
RBCRBC
HbHb aumentatiaumentati
WBCWBC





ANTICOAGULANTIANTICOAGULANTI



ANTICOAGULANT OF ANTICOAGULANT OF 
CHOICECHOICE

Recommendations of the International Recommendations of the International 
Council for Standardization in HaemathologyCouncil for Standardization in Haemathology

for Ethylenediaminetetraacetic Acidfor Ethylenediaminetetraacetic Acid
Anticoagulation of Blood for Blood CellAnticoagulation of Blood for Blood Cell

Counting and Sizing (AJCP 1993)Counting and Sizing (AJCP 1993)

““ K2 EDTA HAS A LOWER INFLUENCE ON MEAN CELL K2 EDTA HAS A LOWER INFLUENCE ON MEAN CELL 
VOLUME (AND MICROHEMATOCRIT) THAN K3 EDTAVOLUME (AND MICROHEMATOCRIT) THAN K3 EDTA ””

RESULTS WITH AUTOMATED RESULTS WITH AUTOMATED 
INSTRUMENTSINSTRUMENTS

-- NO SIGNIFICANT DIFFERENCE (NO SIGNIFICANT DIFFERENCE ( GOOSSENS 1991GOOSSENS 1991))
(ANALYSIS WITHIN 4 HOURS)(ANALYSIS WITHIN 4 HOURS)

-- EXCELLENT AGREEMENT (EXCELLENT AGREEMENT ( PHILLIPS 1998PHILLIPS 1998))
(ORIFICE (ORIFICE --IMPEDANCE INSTRUMENT WITHINIMPEDANCE INSTRUMENT WITHIN
5 HOURS)5 HOURS)

-- DIFFERENCE IN MCV RELATED TO BLOOD pHDIFFERENCE IN MCV RELATED TO BLOOD pH
(HEMODIALYSIS PATIENT, WITHIN 0.5 HOURS)(HEMODIALYSIS PATIENT, WITHIN 0.5 HOURS)

((ASANUMA 2000ASANUMA 2000))





Confronto fra EDTA e CTADConfronto fra EDTA e CTAD

ARTEFATTI DA ELEVATA ARTEFATTI DA ELEVATA 
CONCENTRAZIONE DI CONCENTRAZIONE DI 

GLUCOSIOGLUCOSIO



Prelievo eseguito in prossimitPrelievo eseguito in prossimitàà
di una flebo glucosatadi una flebo glucosata

(from(from Zandecki)Zandecki)

MCV e concentrazione di MCV e concentrazione di 
glucosio (glucosio (van Duijnhoven  Clin Chem van Duijnhoven  Clin Chem 1996 )1996 )



INTERFERENZA DA INTERFERENZA DA 
IPERLIPEMIAIPERLIPEMIA

LIPIDI E LIPIDI E 
IPERTRIGLICERIDEMIAIPERTRIGLICERIDEMIA

•• Possono creare micelle delle dimensioni di Possono creare micelle delle dimensioni di 
una piastrina (raramente di un leucocita)una piastrina (raramente di un leucocita)

•• Aumento spurio di Hb e MCHC (da Aumento spurio di Hb e MCHC (da 
torbidittorbidit àà))

•• Hb corretta con metodi basati sulla misura Hb corretta con metodi basati sulla misura 
diretta della concentrazione emoglobinica diretta della concentrazione emoglobinica 
cellularecellulare



Abbott cellAbbott cell--dyn 4000 e Siemens H2: dyn 4000 e Siemens H2: 
ipertrigliceridemia e parametri eritrocitari ipertrigliceridemia e parametri eritrocitari 

(Grimaldi, AJCP 2000)(Grimaldi, AJCP 2000)

Abbott cellAbbott cell--dyn 4000 e Siemens H2: dyn 4000 e Siemens H2: 
ipertrigliceridemia e conteggio piastrinico ipertrigliceridemia e conteggio piastrinico 

(Grimaldi, AJCP 2000)(Grimaldi, AJCP 2000)



Lipidi e canale diff : XELipidi e canale diff : XE--21002100

MICROCOAGULI, FIBRINA, MICROCOAGULI, FIBRINA, 
AGGREGATI  E SATELLITISMO AGGREGATI  E SATELLITISMO 

PIASTRINICOPIASTRINICO



Microcoagulo da prelievo Microcoagulo da prelievo 
difficoltosodifficoltoso

Filamenti di fibrina Filamenti di fibrina 
((M. Zandecki et al. 2006)M. Zandecki et al. 2006)



Aggregati piastrinici e satellitismo Aggregati piastrinici e satellitismo 
((Zandecki et al.2006Zandecki et al.2006))

Siemens ADVIA 120 eSiemens ADVIA 120 e
aggregati piastriniciaggregati piastrinici



Satellitismo piastrinicoSatellitismo piastrinico
((Zandecki et al. 2006)Zandecki et al. 2006)

ARTEFATTI DA ARTEFATTI DA 
CRIOGLOBULINECRIOGLOBULINE



Crioglobuline (Bain 2005)

CRIOGLOBULINECRIOGLOBULINE

•• Aumento spurio delle PltAumento spurio delle Plt
•• PiPiùù evidenti con gli analizzatori che non evidenti con gli analizzatori che non 

preriscaldano il campionepreriscaldano il campione
•• Se clusters di grandi dimensioni Se clusters di grandi dimensioni èè

possibile un falso aumento dei WBCpossibile un falso aumento dei WBC
•• In alcune situazioni possono formare un In alcune situazioni possono formare un 

gel che rende impossibile lgel che rende impossibile l’’ aspirazione aspirazione 
del campionedel campione



CrioglobulineCrioglobuline ((Mc Kenna 1999Mc Kenna 1999))

Crioglobuline (Crioglobuline (Zandecki et al. 2006)Zandecki et al. 2006)



Crioglobuline e conteggio Crioglobuline e conteggio 
piastrinicopiastrinico

CRIOAGGLUTININE E CRIOAGGLUTININE E 
PARAMETRI PARAMETRI 

ERITROCITARIERITROCITARI



CRIOAGGLUTININECRIOAGGLUTININE

•• Riduzione RBCRiduzione RBC

•• Riduzione HtRiduzione Ht

•• Aumento MCVAumento MCV

•• Normale HbNormale Hb

•• Aumento MCHC ( di regola > di 360 g/LAumento MCHC ( di regola > di 360 g/L

CrioagglutinatiCrioagglutinati eritrocitarieritrocitari



Citogramma eritrocitario su Citogramma eritrocitario su 
ADVIA 120: crioagglutinineADVIA 120: crioagglutinine



FRAMMENTI ERITROCITARI FRAMMENTI ERITROCITARI 
E CONTEGGIO PIASTRINICOE CONTEGGIO PIASTRINICO

Frammenti eritrocitari e Frammenti eritrocitari e 
conteggio piastrinicoconteggio piastrinico



AGGREGAZIONE AGGREGAZIONE 
LEUCOCITARIA IN VITRO LEUCOCITARIA IN VITRO 

E PSEUDOLEUCOPENIAE PSEUDOLEUCOPENIA



AGGREGAZIONE AGGREGAZIONE 
LEUCOCITARIA IN VITROLEUCOCITARIA IN VITRO

•• In presenza di EDTA (piIn presenza di EDTA (piùù raramente in citrato raramente in citrato 
o eparina)o eparina)

•• Mediata da IgMMediata da IgM
•• Malattie infiammatorie acute e croniche, Malattie infiammatorie acute e croniche, 

epatopatie, patologie con crioagglutinine (es. epatopatie, patologie con crioagglutinine (es. 
malattie linfoproliferative)malattie linfoproliferative)

•• Il riscaldamento a 37 Il riscaldamento a 37 °° può ridurre il fenomeno può ridurre il fenomeno 
(ma non sempre)(ma non sempre)

•• Anticoagulanti diversi (es CPT possono Anticoagulanti diversi (es CPT possono 
prevenire il fenomeno)prevenire il fenomeno)



Leucopenia spuria con Leucopenia spuria con 
prevalente coinvolgimento dei    prevalente coinvolgimento dei    

neutrofilineutrofili

Leucoagglutinazione mistaLeucoagglutinazione mista



TEMPO E TEMPERATURA 
DI CONSERVAZIONE

STORAGE AND STABILITYSTORAGE AND STABILITY
(EDTA ANTICOAGULATEDANTICOAGULATED BLOOD)

HOURS AFTER COLLECTIONHOURS AFTER COLLECTION

ROOMROOM TEMPERATURE TEMPERATURE 
(18(18--2222°°C)C)

REFRIGERATED REFRIGERATED 
(4(4°°C)C)

BLOOD SMEAR                                  2BLOOD SMEAR                                  2(6)(6) 12 12 (3,5)(3,5) --24 24 (4)(4)

COMPLETE BLOOD COUNT          6 COMPLETE BLOOD COUNT          6 (2,3)(2,3) 24 24 (4)(4)

DIFFERENTIAL COUNT                  6 DIFFERENTIAL COUNT                  6 (2,3)(2,3) 24 24 (4)(4)

RETICULOCYTES                             6 RETICULOCYTES                             6 (1)(1) 7272 (1)(1)

1)NCCLS H441)NCCLS H44--A2, 2002; 2) ICSH, 1993; 3) NCCLS H35A2, 2002; 2) ICSH, 1993; 3) NCCLS H35--P, 1989;P, 1989;
4) WOOD, 1999; 5) LLOYD, 1982; 6) HOWEN, 20004) WOOD, 1999; 5) LLOYD, 1982; 6) HOWEN, 2000



FROM WOOD et al. AJCP 1999FROM WOOD et al. AJCP 1999





STABILITSTABILIT ÀÀ NEL TEMPO A NEL TEMPO A 
TEMPERATURA AMBIENTETEMPERATURA AMBIENTE



STABILITSTABILIT ÀÀ NEL TEMPO A 4NEL TEMPO A 4 °° CC

RELAZIONE TRA MPV E TEMPO RELAZIONE TRA MPV E TEMPO 
DI CONSERVAZIONEDI CONSERVAZIONE



Time (Room)  + 4°CP
Mean P         Mean  P

0 3.02 - 4.24 -
3 3.12 NS 5.08 NS
6 3.08 NS 5.28 0.01
24 3.80 0.01 7.54 0.01

STABILITY STUDIES: IPF %

Fig 2c

Campione conservato  24 ore in EDTA:  echinocitosiCampione conservato  24 ore in EDTA:  echinocitosi



TRASPORTO DEL CAMPIONETRASPORTO DEL CAMPIONE




