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FASE PREANALITICA 

Tipologia di provetta per la corretta raccolta del campione 



 

FASE PREANALITICA 

 

 

Tempistica entro la quale deve essere eseguita la conta cellulare 

Le provette devono essere trasportate in laboratorio a 

temperatura ambiente ed analizzate il più rapidamente possibile 

 

Non devono passare più di 4 ore dal momento del prelievo al 

momento della conta cellulare 



  ESAME MACROSCOPICO 

 

Aspetto: limpido, torbido, lattescente, ematico 

 
Colore: rosso, marrone, verde, bianco, giallo 

 

Deve essere segnalata la eventuale presenza di  

coaguli di fibrina 

 

FASE ANALITICA 



L’analisi microscopica in camera è il gold standard. 

 

CONTA DELLE CELLULE NUCLEATE E DEI GLOBULI ROSSI 

FASE ANALITICA 

 

ANALISI DELLA COMPONENTE CELLULARE 

 



CONTA MICROSCOPICA IN CAMERA 

La conta microscopica in camera presenta alcuni svantaggi: 

 

Alta imprecisione, scarsa riproducibilità e standardizzazione  

 

Risultato operatore-dipendente 

 

Time-consuming (media tra più letture) 

 

Personale qualificato h24 

Conta in camera Nageotte 

Cellule a fresco 



CONTA  AUTOMATIZZATA  CON I CONTAGLOBULI 





Int J Lab Hematol. 2018 Feb;40(1):26-33.  

Two-site evaluation of the diagnostic performance of the Sysmex XN Body Fluid (BF) 

module for cell count and differential in Cerebrospinal Fluid. 

Buoro S1, Peruzzi B2, Fanelli A2, Seghezzi M1, Manenti B1, Lorubbio M2, Biagioli T2, Nannini 

S2, Ottomano C3, Lippi G4 

XN-BF provides rapid and accurate counts in clinically relevant ranges of CSF values, thus providing a 

valuable alternative to conventional LM analysis. However, microscopic review remains advisable in 

samples with abnormal cell counts or high fluorescent (HF-BF) cell parameter exceeding 

5×106  cells/L 

Clin Chim Acta. 2016 Jan 15;452:92-8.  

Cell Population Data and reflex testing rules of cell analysis in pleural and ascitic 

fluids using body fluid mode on Sysmex XN-9000. 

Buoro S1, Mecca T2, Azzarà G2, Seghezzi M2, Dominoni P2, Crippa A2, Ottomano C3, Lippi G 

Our results suggest that the XN-BF module on Sysmex-9000 may be a suitable alternative to OM for 

screening BF samples, especially when specific validation rules are used 
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Am J Clin Pathol 2010 Feb;133(2):291-9.  

Use of the Cell-Dyn Sapphire hematology analyzer for automated counting of blood 

cells in body fluids. 

De Smet D, Van Moer G, Martens GA, Nanos N, Smet L, Jochmans K, De Waele M. 

Performance evaluation and results comparison of the automated hematology analyzers 

Abbott CD 3700, Sysmex XE 2100 and Coulter LH 750 for cell counts in serous fluids. 

Yang D, Zhou Y, Chen B. 

 

Clin Chim Acta 2013, feb 12 
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J Clin Lab Anal. 2016 Sep;30(5):381-91.  

Automated Cerebrospinal Fluid Cell Counts Using the New Body Fluid 

Mode of Sysmex UF-1000i. 

Buoro S1, Apassiti Esposito S2, Alessio M2, Crippa A2, Ottomano C3, Lippi G3 

The UF1000i-BF provides rapid and accurate WBC and RBC counts in clinically relevant values 

of CSF cells. The use of UF1000i-BF may hence allow to replace routine optical counting, except 

for samples displaying abnormal WBC counts or abnormal scattergram distribution, for which 

differential cell counts may still be required 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26302990
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CONTA  AUTOMATIZZATA CON I CONTAGLOBULI 

Adattare un apparecchio nato per contare e differenziare le cellule 

presenti nel sangue pone problemi per i seguenti motivi: 

 

•La presenza oltre le normali cellule ematiche di elementi diversi 

(cellule mesoteliali, macrofagi, elementi neoplastici isolati o in 

gruppi). 

 

•Le cellule si trovano in ambienti solitamente diversi per 

costituzione da quelli plasmatici. 

 

•In alcuni liquidi le conte sono talmente basse per cui è difficile 

avere risultati accurati con analizzatori ematologici. 

 





Prima di inserire nella diagnostica routinaria la conta automatizzata 

degli elementi cellulari nei liquidi cavitari ogni laboratorio deve: 

 

•Verificare il limite funzionale dello strumento in uso, cioè il 

numero più basso di cellule nucleate e di eritrociti che lo 

strumento conta in modo accurato  CV<20%  

 

•Verificare come sono contate le cellule non leucocitarie 

 

•Verificare come sono identificate le particelle non cellulari 

 

•Definire e condividere all’interno del laboratorio regole di 

accettazione e validazione degli esiti del conteggio ed eventuali 

reflex test da eseguire in camera 

 

•Validare l’intero procedimento analitico  

 
  

CONTA  AUTOMATIZZATA CON I CONTAGLOBULI 



VALUTAZIONE DELLA MORFOLOGIA  

Citocentrifugazione con colorazione di May Grunwald Giemsa 

o Wright Giemsa modificato 

Serie eritroide, mieloide e linfoide 

Serie monociti/macrofagi 

Lining cells 

Cellule neoplastiche 

Cellule varie 

Microorganismi 

 

•La conta differenziale dei globuli bianchi nei liquidi cavitari è uno 

strumento essenziale per la diagnosi e il trattamento dei pazienti. 

ANALISI DELLA COMPONENTE CELLULARE 







Limiti 

Tutti quelli di una metodica manuale  

apparentemente semplice, operatore dipendente, Specialista di 

Laboratorio esperto in morfologia cellulare dei liquidi cavitari e 

liquor, imprecisione elevata ecc. 









ANALISI MORFOLOGICA 
Processo ricognitivo interpretativo che consente di prendere 
decisioni di differenziazione e/o catalogazione delle cellule 

Morfologia con analizzatore di immagini: vantaggi analitici 

• Standardizzazione della zona di analisi  

 

• Conteggio rapido e meno faticoso 

 

• Pre classificazione dei globuli bianchi con possibilità di 

confronto con immagini di riferimento 

 

• Maggiore oggettività morfologica 

 

• Maggiore sensibilità nel riconoscimento di cellule rare 

 

• Possibilità di analizzare diversi tipi di materiali (liquor, liquidi 

cavitari, midollo osseo) 

 

 



ANALISI MORFOLOGICA 
Processo ricognitivo interpretativo che consente di prendere 
decisioni di differenziazione e/o catalogazione delle cellule 

• Visualizzazione a distanza delle immagini da operatori diversi 

 

• Progetti di telemedicina 

 

• Archiviazione di immagini semplice e non deteriorabile 

 

• Progetti di insegnamento 

 

• Competency software per armonizzare la professionalità degli 

specialisti 

 

• Sussidio all’addestramento e alla formazione continua del 
personale di laboratorio  
 

Morfologia con analizzatore di immagini: 

 vantaggi fella connettività 



ANALISI MORFOLOGICA 
Processo ricognitivo interpretativo che consente di prendere 
decisioni di differenziazione e/o catalogazione delle cellule 

Morfologia con analizzatore di immagini: 

 vantaggi operativi  

• Standardizzazione dei processi con miglioramento del 

workflow 

 

• Totale tracciabilità dei dati 



ANALISI MORFOLOGICA 
Processo ricognitivo interpretativo che consente di prendere 
decisioni di differenziazione e/o catalogazione delle cellule 

Morfologia con analizzatore di immagini: 

svantaggi 

• Visualizzazione ottimale richiede attrezzature di alta qualità e 

competenze 

 

• Hardware e software richiedono standardizzazione 

 

• Gli utilizzatori devono avere esperienza con la lettura dei vetrini al 

microscopio e confidenza con le prestazioni strumentali 

 

• Non viene visualizzato tutto il vetrino  

 



EasyCell 

Bloodhound™ System  





LIQUOR E LIQUIDI CAVITARI 2016   
ESAME CHIMICO FISICO LIQUOR 2016:

1007 CAMPIONI 
2416

2055

2031

2066

2098

altri

ESAME CHIMICO FISICO LIQUIDO ASCITICO 2016:

177 CAMPIONI 2436

2039

2440

2417

2031

2093

2416

2462

2042

2420

2100

2065

2064

ALTRI

28% 

23% 

21% 

44% 

14% 

ESAME CHIMICO FISICO LIQUIDO PLEURICO 2016: 

251 CAMPIONI 2326
2064
2416
2032
2088
2042
2093
2038
2066
2440
2436
2087
2430
2420
2023
2417
2040
2031
2024
2297



Materials and Methods: A total of 40 body fluids samples (10 CSF, 12 

AF, 16 PlF, 1 SF, 1 PeF) were analysed with the XE-5000 to obtain cell 

count and WBC differentiation into Mononuclear and Polymorphonuclear 

cells. A cytospin preparation (Cytofuge2, Iris Int.) were performed using 

250-300 ul of a cells suspension (20 cells /ul) to obtain a cell pellet of 

approx. 5000 cells; slides were left to air-dry and stained with the Wright-

Giemsa method. Slides were analyzed using the DM96. PMN% and 

MN% reported by the XE-5000 were compared with PMN% (Neutr.+Eos.) 

and MN% (Lymph.+Mono/Macroph.) obtained at the DM96 after cells re-

classification. Statistical analysis was performed by Pearson correlation 

and by Bland-Altman plot. % of Other cells classified with the DM96 (eg. 

Mesothelial, Tumor cells) were compared by Spearman correlation with % 

HF (High Fluorescence cells) reported by the XE-5000.  



Examples of scattergrams from Sysmex XE-5000 analysis. 

Figures of white blood cells presented on the CellaVision DM 96 computer screen 



Examples of scattergrams from Sysmex XE-5000 analysis. 

Figures of white blood cells presented on the CellaVision DM 96 computer screen 



Examples of scattergrams from Sysmex XE-5000 analysis. 

Figures of white blood cells presented on the CellaVision DM 96 computer screen 



Results: The comparison between XE-5000 and DM96 show very 

good correlation for PMN% (r=0,97; p<0,0001) and MN% (r=0,96; 

p<0,0001).  

A slight positive bias of the XE-5000 (3,71; 0,87 to 6,54; p=0,032) 

was observed for low PMN counts.  

HF-BF% shows a significant correlation with Other cells (r=0,50; 

p=0,0011). 

Conclusion: From our experience the use of the XE-5000 in 

combination with the DM96 can significantly improve automation 

and standardization in the diagnostic work-up of body fluids 

analysis. Furthermore, DM96 represents a valuable tool to 

increase diagnostic accuracy, overall quality in 

morphological analysis, documentation of analysis results 

(digital archiving) and of the identification of the 

responsibility of slide interpretation. 



Materials and Methods: WBC differential and count  cells of a 

total of 43 BFs (5 cerebrospinal, 23 ascitic, 15 pleural fluids) 

were performed on the XE5000 using the dedicated BF mode.  

Flow cytometry analysis of all samples was assess in a FACS 

Canto II  using moAb CD45 FITC; the analysis was performed  

using a gate strategy of a combination of side scatter vs CD45 

expression to differentiated granulocytes (PMN)  from 

monocytes/macrophages and lymphocytes (MN). Debris were 

excluded by eliminating all the events that were smaller than 

lymphocytes. 

 



Results:  

The comparison between 

XE5000 and CFM show very 

good correlation for: 

1. PMN% (r=0,90; p<0,0001); 

mean bias -2,30 (95% IC from -

5,02 to 0,41; p-value=0,0944)  

 

2. MN% (r=0,91; p<0,0001); mean 

bias 1,77 (95% IC from -0,81 to 

4,35; p-value=0,1741)  

 

3. WBC% XE vs %WBC CFM 

(CD45+cells): r=0,89; p value 

<0,0001; mean bias -1,25 (95% IC 

from -2,73 to 0,23; p-

value=0,0961)  

 

4. %HF_TC XE vs % NO WBC 

CFM (CD45- cells): r=0,89; p-

value<0,0001; mean bias 1,25 

(95% IC from -0,23 to 2,73; p-

value=0,0961) 

All those analysis shown no 

significant differences. 
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Conclusion: Our works demonstrate that the BF mode of the 

Sysmex XE5000 is a suitable tool for a rapid and reliable 

screening of WBC differential counts in Body Fluids analysis, 

providing also a good discrimination between WBC and non WBC 

cells. 



We report on a case of ALL- T diagnosis made 

through BF study on a 31 years-old man admitted to 

the Emergency Room in August 2012 due to chest 

pain, dyspnea, cough and fever. The initial blood count 

was normal (WBC 8.55 X 109/L, RBC 4.71 X 1012/L, 

Hb 14.3 g/dL Plt 194 X 1012/L). There was no 

morphological evidence of atypical cells in the 

peripheral blood smear. No lymph node enlargement 

or petechiae was noted.  

Case report  



PROCEDURA  

P/…./… 

Ed. 1 

Rev. 0 

SCOPO 

La presente procedura ha lo scopo di definire  un algoritmo 

“appropriato” che tenga conto di tutte le possibilità diagnostiche 

in corso di sospetta meningite batterica  ottimizzando le risorse 

disponibili ed i test disponibili. 

Tale algoritmo è basato sul consenso di esperti microbiologi 

clinici, chimico-clinici e clinici e sulla revisione delle evidenze di 

letteratura. 

Procedura attiva dal 2014 per tutti i liquor provenienti da DEA Careggi  



MBMS (Modified Bacterial Meningitis Score), è stato validato 

retrospettivamente su 463 campioni di liquor pervenuti dal DEA della 

AOUC dal 01.01.2010 al 31.12.2012 con sospetta diagnosi di meningite 

batterica, avvalendoci dei risultati chimico-fisici refertati dal Laboratorio 

Generale della nostra Azienda e dei dati microbiologici forniti dal nostro 

laboratorio. Nel corso dei tre anni relativi allo studio la diagnosi di 

meningite batterica è stata confermata nel 3.5% (15/463) dei campioni 

esaminati. Tutti i casi di meningite batterica accertata hanno dimostrato 

di avere uno score ≥4  

PROCEDURA  

P/…./… 

Ed. 1 

Rev. 0 



analita valore punteggio 

Conta cellule nucleate 
del liquor 

>50/ml 2 

Proteine totali liquor >0.8 g/L 1 

Lattato nel liquor >3.3 mmol/L 1 

Glucosio liquor/ 

glucosio siero 
<45% 1 

Conta neutrofili sangue 
perferico 

>10.000/ml 1 

 
Modified Bacterial Meningytis 

Score 
 



Diagramma di flusso 

MBM score 

>2 <2 

Attivare servizio di reperibilità microbiologica 
Esecuzione esame batterioscopico e colturale 

Non viene attivato 
servizio di reperibilità 

Il Dirigente di guardia 
invia mail al Laboratorio 
di microbiologia 
Viene segnalato l’arrivo 
del campione e dove 
vengono conservate le 
aliquote di liquor e 
flaconi per emocoltura  

Indagini molecolari (PCR) a discrezione del 
microbiologo o concordate con il reparto 
richiedente 
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1 

1231 
Prevalenza 

Polimorfonucleati 
 

11,3 4,6 ndt 12600 6 
Streptococcus 
pneumoniae 

2 
1243 

Prevalenza 
Polimorfonucleati 

18,7 4,41 4 45000 6 
Streptococcus 
Pneumoniae 

3 

4088 
Prevalenza 

Polimorfonucleati 
 

14,4 2,25 2 17000 6 
Enterococcus 

faecium 

4 

250 
Prevalenza 

Polimorfonucleati 
 

8,1 
 

2,97 
 

24 6 
Streptococcus 

Gruppo B 

5 

Tappeto di  
cellule con netta 

prevalenza di 
polimorfonucleati 

17,3 
12,5 

 
ndt 14000 6 

Streptococcus 
Pneumoniae 

6 

2680 
Prevalenza 

Polimorfonucleati 
 

7,1 1,18 46 25000 5 
Neisseria 

meningitidis 

7 

870 
Prevalenza 

Polimorfonucleati 
 

13 10,16 18 41000 6 
Escherichia  

Coli 
 

8 

792 
Prevalenza 

Polimorfonucleati 
 

16,8 4,06 ndt 
38000 

 
6 

Streptococcus 
pneumoniae 

Cellule liquor 
n°/microlitr

o 

Lattato 
mmol/L 

Proteine  
g/L 

Rapporto 
glucosio 
liquor/ 

glucosio 
siero  

% 

Neutrofili 
n°/ 

microlitro 

mbm 
Score 

Agente 
eziologico 



 

La conta dei globuli bianchi e la loro differenziazione 

morfologica effettuate con l’analisi automatizzata non 

sembrano superare completamente, nelle attuali 

strumentazioni automatizzate, i limiti dell’analisi manuale. 

 

Infatti, analogamente alla conta manuale, anche i grafici e le 

immagini fornite dagli strumenti necessitano in alcuni casi di 

un occhio esperto in grado di fornire una corretta 

interpretazione. 



LG H56-A: Fase Post-analitica 

Nel referto deve essere sempre riportato: 

Il tipo li liquido esaminato 

La descrizione macroscopia  

Per l’esame citometrico: il conteggio totale degli 

elementi nucleati e la differenzione come previsto. Se 

disponibili i cut-off di cellularità patologica  per tipo di 

liquido e se indicato per età. Se presenti cellule atipiche 

devono essere segnalate ed indicata la necessità di 

approfondimento. 

Per gli esami biochimici, gli esiti e dei dosaggi e delle 

RATIO quando disponibili e relative soglie di patologia 

H56-A IFCC 2006 “Body fluid Analysis for Cellular Composition; Approved Guideline” 

C49-A IFCC 2007  “Analysis of body Fluids in Clinical Chemistry, Approved Guideline” 



Nel referto devono essere chiaramente indicati tutti i tipi 

cellulari identificati e contati in valori percentuali 

 

Ogni altro ritrovamento morfologico deve essere riportato e 

commentato 
 


