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Riassunto
In citometria a flusso il metodo ottico precedette
il metodo ad impedenza e la prima applicazione
viene fatta risalire al 1934 per opera di A. Molda-
van.
L’utilizzazione dell’analisi in campo scuro (dark
field) e l’introduzione dello “sheath flow” da par-
te di P.Crosland-Taylor nel 1953 rappresentarono
due tappe fondamentali per poter ottenere con-
teggi cellulari sufficientemente accurati. A parti-
re da queste esperienze vennero prodotti i primi
strumenti commerciali per l’esecuzione dei con-
teggi delle cellule ematiche basati sul metodo ot-
tico. In particolare la Technicon (oggi Bayer) in-
trodusse nel 1965 gli SMA 4A/7A
Il decennio successivo è stato caratterizzato dal
susseguirsi di studi teorici e sperimentali sugli
effetti dell’interazione fra un fascio di luce di pic-
colo diametro (100 – 300 µµµµµ) e le singole cellule
mentre attraversano una cella a flusso. L’obietti-
vo era quello di ottenere il maggior numero pos-
sibile di informazioni sulle caratteristiche cellu-
lari.
L’intensità della luce dispersa ad angoli sufficien-
temente piccoli (forward scatter) si dimostrò cor-
relata al volume della cellula, mentre ad angoli
maggiori diventano più rilevanti gli effetti dell’in-
dice di rifrazione (correlato al contenuto), e della
complessità strutturale della cellula.
L.Kamentsky nei primi anni ’60 costruì il “Rapid

Cell Spectrophotometer”, il primo citometro a
flusso che associava una misura dimensionale
basata sullo scattering con una misura di assor-
banza.
L’uso combinato di questi due metodi di misura
venne applicato commercialmente dalla Techni-
con nel 1974 con l’Hemalog D che eseguiva la
differenziazione leucocitaria completa.
La misura del volume dei globuli rossi con il me-
todo ottico risentiva sia della loro forma a disco
biconcavo sia del diverso indice di rifrazione del-
le singole cellule (dipendente dalla concentrazio-
ne emoglobinica). La sfericizzazione isovolume-
trica e la misura multiangolo introdotte nel 1985
con l’analizzatore Technicon H1 risolsero defini-
tivamente queste problematiche.
Gli ultimi 2 decenni sono stati caratterizzati dal-
l’applicazione ai citometri per uso ematologico
delle misure in fluorescenza con l’utilizzo di co-
loranti specifici per alcuni componenti cellulari
(gli acidi nucleici in particolare) o più di rado as-
sociati ad anticorpi monoclonali. Attualmente le
misure fluorescenti sono soltanto qualitative o
semiquantitative e vengono utilizzate da alcune
Aziende (Abbott, ABX-Horiba, Sysmex) per ot-
tenere il conteggio dei reticolociti e degli eritro-
blasti, o in taluni casi, la differenziazione leuco-
citaria o il conteggio delle piastrine.
Parole chiave: analizzatori ematologici, metodo
ottico, light scattering, fluorescenza

Summary
Hematology flow analyzers: history of  continuo-
usly evolving technology.
Part 2: the optical method
In flow cytometry the optical method was developed
before the impedance method and the first applica-
tion dates back to 1934 by A.Moldavan.
The use of dark field analysis and the introduction of

sheath flow by P.Crosland-Taylor in 1953 represent two
fundamental steps toward obtaining relatively accurate
cell counts.
Following these developments the first commercial
instruments based on optical method to perform the
blood cell counts were produced. Specifically Techni-
con (now Bayer) introduced the SMA4A/7A in 1965.
The next decade was characterized by theoretical and
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experimental research on the effects of interaction
between narrow light beams (diameters 100-300 µ) and
individual cells while they pass through a flow cell. The
goal was to obtain the greatest amount of  informa-
tion on cell characteristics. The amplitude of  scattered
light collected at narrow angle (forward scatter) was
found to be correlated to cell volume while at greater
angles refraction index and the structural complexity
became more important.
L.Kamentsky in early ’60 built the “Rapid Cell
Spectrophotometer”, the first flow cytometer to asso-
ciate a cell volume measurement based on scattering,
and absorbance measure. The combined use of these
two methods was applied commercially by Technicon
in 1974 with Hemalog D which performed the com-
plete differential leukocyte count.
The red blood cell volume measurement using optical
method was influenced both by the biconcave disk

shape and the different refraction index of each cell
(depending on hemoglobin concentration). The iso-
volumetric sphering and the multiangle measurement
introduced in 1985 with the Technicon H1 definitively
resolved these problems.
The last two decades have been characterized by the
application of fluorescence measurements using dyes
for specific cell components (i.e. the nucleic acids), or,
less frequently dyes bound to monoclonal antibodies.
Currently the fluorescence measurements are only qua-
litative or semiquantitative and are utilized by some
Manufacturers (Abbott, ABX-Horiba, Sysmex) to
obtain the reticulocyte and erythroblast counts or in
some cases the differential leukocytes or platelet coun-
ts.
Key words: hematology analyzers, optical metod, light
scattering, fluorescence.

Introduzione
Le applicazioni del metodo ottico in citometria a

flusso precedettero il metodo ad impedenza e analo-
gamente a quest’ultimo avevano come fine prevalente
il conteggio delle cellule del sangue. Mentre per il me-
todo ad impedenza le applicazioni e gli approfondi-
menti sono rimasti inizialmente confinati all’ambito
ematologico e solo in seguito sono stati estesi all’indu-
stria e ad altri campi della biologia, per il metodo otti-
co gli sviluppi si ebbero fin dall’inizio in settori diversi-
ficati quali la citologia oncologica, l’ematologia, l’im-
munologia, la batteriologia, (in particolare con l’utiliz-
zo di misure quantitative e di coloranti che rendevano
possibili misure di assorbanza o di fluorescenza), e il
trasferimento delle applicazioni da un settore all’altro
fu rapido e continuo.

Molte di queste scoperte vennero poi utilizzate sugli
analizzatori ematologici commerciali con la possibilità
di eseguire conteggi cellulari accurati, misure volume-
triche, differenziazione dei leucociti e, più recentemen-
te, grazie alla disponibilità di coloranti dotati di affinità
per gli acidi nucleici, il conteggio dei reticolociti e degli
eritroblasti.

Gli strumenti ematologici (anche i più completi) uti-
lizzano soltanto in parte le potenzialità offerte dal me-
todo ottico. Infatti, delle possibili misure quantitative
sulle singole cellule, sono utilizzate soltanto quelle rela-
tive alla determinazione del volume o della concentra-
zione emoglobinica degli eritrociti. Più diffuse sono
invece le misure qualitative o semiquantitative, utilizza-
te per differenziare le varie cellule o per la suddivisione
in livelli maturativi (in base al contenuto in RNA) dei
reticolociti e delle piastrine.

La Tabella I riassume le misure spettroscopiche uti-
lizzate in citometria a flusso distinguendo quelle in cui
la luce reirradiata ha la stessa lunghezza d’onda della
radiazione incidente (dispersione elastica), da quelle ca-

ratterizzate da uno shift nella lunghezza d’onda (disper-
sione anelastica)1.

Scattering e assorbanza
Conteggi cellulari: dagli esperimenti alle applicazioni
pratiche

La prima proposta per il conteggio automatizzato
di cellule sospese in un fluido di trasporto viene fatta
risalire a A. Moldavan2 che nel 1934 a Montreal (Cana-
da) descrisse un metodo per il conteggio degli eritro-
citi introdotti attraverso un tubo capillare collegato ad
un microscopio e rilevati con un sistema fotoelettrico.
Un principio analogo fu proposto da J.Kielland3 di
Bergen (Norway) nel 1941. I problemi principali di
questo metodo consistevano nella facile ostruzione del
capillare utilizzato e nella scarsa sensibilità dell’appara-
to fotoelettrico di rilevazione basato sull’analisi in cam-
po chiaro.

Nel 1947 FT. Gucker e Coll.4 presso la Northwe-
stern University (IL) misero a punto quello che è rite-
nuto il primo sistema di focalizzazione. Si trattava di
un metodo per la focalizzazione di particelle colloidali
sospese in aria per mezzo dell’iniezione della sospen-
sione al centro di un più ampio flusso aereo fluente a
velocità differente. L’obiettivo era la rilevazione di bat-
teri e spore negli aerosol. Nel 1953 PJ. Crosland-Taylor5,
che lavorava al Middlesex Hospital di Londra, applicò
il principio del flusso laminare e propose l’uso dello
“sheath flow”, un metodo in cui la sospensione conte-
nente le cellule viene iniettata al centro di un secondo
flusso liquido coassiale avente lo stesso indice di rifra-
zione, fluente a velocità maggiore, e tale da costringere
le cellule ad allinearsi nella zona centrale. Questa solu-
zione anticipò dunque la focalizzazione idrodinamica
più tardi proposta anche per alcuni analizzatori con
principio resistivo6. Ciò ha consentito di usare percorsi
fluidi di diametro maggiore prevenendo le ostruzioni
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con l’ulteriore vantaggio di allineare le cellule al centro
del percorso dove avviene la miglior interazione fra
luce incidente e particella.

Nel 1954 T. Bierne e JM. Hutcheon7 utilizzando un
apparato simile a quello di Moldavan cercarono di
misurare la dimensione delle cellule dalla durata del-
l’impulso ma ciò ebbe poco successo per la difficoltà
a mantenere uniforme la velocità del flusso in cui era-
no sospese le cellule. Nel 1958 Crosland-Taylor e Coll.8
descrissero un analizzatore basato sul principio dello
sheath flow, che utilizzava l’analisi in campo scuro,
messo a punto presso il Bland-Sutton Institute of Pa-
thology di Londra in collaborazione con la Evans
Electroselenium Ltd (denominato EEL Counter). Nel
1965 anche la Vickers Instruments propose uno stru-
mento basato sulla proposta originale di Crosland -
Taylor: il J12 cell counter.

Questo principio è stato ulteriormente sviluppato
negli anni successivi e alcune delle sue caratteristiche
sono state riprese da molti analizzatori commercializ-
zati nel decennio successivo, come gli SMA 4A e 7A
prodotti dalla Technicon di Tarrytown (NY) (oggi
Bayer Diagnostics), ed il Fisher Hem-Alyzer.

Gli SMA 4A introdotti nel 1965 erano in grado di
fornire con una cadenza di 30 campioni all’ora i con-
teggi eritrocitario e leucocitario e la determinazione della
concentrazione emoglobinica con il metodo alla cian-
metaemoglobina. L’ematocrito veniva determinato
misurando la conduttività elettrica del sangue in toto.
Questo analizzatore poteva essere convertito nel mo-
dello 7A aggiungendo un elaboratore per il calcolo dei
tre indici derivati (MCV, MCH, MCHC). Il metodo
per la misura dell’ematocrito era però lontano dall’ide-
ale sia per la facilità di occlusione del sottile canale di
flusso, sia perchè la diluizione basata sul metodo Tech-
nicon a flusso continuo (sistema di separazione fra cam-
pione e reagente per mezzo di una bolla d’aria, messo
a punto da LT. Skeggs nel 1957)9 era instabile e richie-
deva calibrazioni frequenti. Nel successivo modello,
l’Hemalog 8, commercializzato nel 1970, vennero mi-
gliorati alcuni aspetti inserendo una microcentrifuga per
la determinazione dell’ematocrito e potenziando il con-
teggio a 60 campioni all’ora con l’uso di un campiona-
tore automatico. Con questo analizzatore era anche
possibile contare le piastrine in un canale dedicato nel

quale erano preliminarmente emolizzati i globuli rossi
e l’interferenza dei loro stromi era annullata utilizzando
un mezzo di sospensione avente lo stesso indice di ri-
frazione.

Luce dispersa e angoli di rilevazione
L’interazione tra un fascio di luce di piccolo diame-

tro (100-300 µ) e una cellula provoca la dispersione
della luce in tutte le direzioni, evento noto come “light
scattering”. La dispersione dipende da diversi feno-
meni10: 1) la diffrazione della luce ai bordi della cellula;
2) la rifrazione dovuta al diverso valore dell’indice di
rifrazione del citoplasma, del nucleo, e del mezzo di
sospensione; 3) la riflessione causata da tutte le superfi-
ci riflettenti all’interno e alla superficie della cellula; 4)
l’assorbanza dei vari costituenti cellulari alla lunghezza
d’onda del raggio incidente.

Anche la distribuzione spaziale dell’intensità della luce
dispersa (Fig. 1) è influenzata da molte variabili, alcune
proprie della cellula: dimensione, forma, orientazione,
indice di rifrazione, granularità, eventuale colorazione;
altre dipendenti dalla sorgente luminosa: lunghezza
d’onda e stato di polarizzazione.

E’ stato affermato11,12 che il pattern della luce di-
spersa da una singola particella (scattering spatial pro-
file) rappresenti una unica descrizione fisica della mor-
fologia dell’oggetto. In teoria quindi una appropriata

Tabella I. Misure spettroscopiche utilizzate in citometria.

Metodi elastici
- scattering a piccolo angolo (forward scatter)
- scattering ad angolo elevato (side scatter)
- depolarizzazione
- assorbanza
- estinzione

Metodi anelastici
- fluorescenza
- depolarizzazione in fluorescenza

Angolo di osservazione (θθθθθ°)

Figura 1. Intensità del segnale di scattering (in unità arbitrarie)
in funzione dell’angolo di osservazione. Le tre curve sono
riferite a sfere con indice di rifrazione simile a quello di una
cellula e con diametro di 0.5 (ΟΟΟΟΟ), 1.0 ( ) e 2(∗∗∗∗∗ ) micron.
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raccolta del segnale a ben definiti intervalli angolari
dovrebbe permettere una descrizione univoca delle
proprietà spaziali dell’oggetto. Questa possibilità di ri-
salire alle caratteristiche di una particella ignota parten-
do dai dati del profilo di scattering (noto anche in cito-
metria come “processo inverso”) consentirebbe di dif-
ferenziare vari tipi di cellule, o diversi stati funzionali
della stessa cellula, ed è l’argomento che sta attirando
maggiormente l’attenzione dei ricercatori. Le difficol-
tà costruttive degli apparati di misura sono tuttavia
notevoli, da un lato per la necessità di raccogliere il
segnale su numerosi intervalli angolari, dall’altro per la
grande differenza nell’intensità del segnale ai diversi
angoli (fino a 5-8 ordini di grandezza)13, e infine per-
ché le cellule dotate di asimmetria (che sono la mag-
gioranza) potendo disporsi con differenti orientazioni
nel flusso vanificherebbero tutti gli sforzi interpretativi.

Una tipica grandezza utilizzata in light scattering è il
parametro dimensionale a = πd/λ, cioè il rapporto
fra la circonferenza dell’oggetto e la lunghezza d’onda
del raggio incidente. Per la gran parte delle cellule, uti-
lizzando sorgenti luminose con λ fra 488 nm (laser ad
Argon) e 633 nm (laser He-Ne), a risulta compreso fra
20 e 100.

Per piccoli angoli di rilevazione rispetto alla direzio-
ne del raggio incidente (θm°< 220/a) predomina l’ef-
fetto della diffrazione. Il segnale luminoso dovuto alla
diffrazione si presenta, quando osservato su una su-
perficie piana posta di fronte all’oggetto, sottoforma
di anelli concentrici alternati di luce ed ombra. Se l’in-
tensità del segnale viene riportata in funzione dell’an-
golo di osservazione si caratterizza con una serie di
oscillazioni centrate sull’asse ottico la cui ampiezza de-
cresce all’aumentare dell’angolo (Fig. 1). Con l’aumen-
tare della dimensione della particella aumentano sia l’am-
piezza che la frequenza delle oscillazioni. La diffrazio-
ne è indipendente dall’indice di rifrazione ma dipende
dal profilo che la cellula espone al raggio incidente.
Nel caso di particelle sferiche della dimensione di una
cellula, approssimativamente l’85% della luce dispersa
è contenuta in un piccolo intervallo angolare che va da
0° (corrispondente alla direzione del raggio incidente)
a θm° e denominato “forward angle”14.

 Nel 1969 P. Mullaney applicò il “coated sphered
model” per studiare il comportamento di una singola
cellula. Questo modello prevedeva l’analisi teorica dei
fenomeni di scattering con successiva verifica sperimen-
tale. Assieme ad F. Dean, a Los Alamos, dimostrò che
per sfere omogenee di diametro compreso tra 6 e 14
µ, la quantità di luce raccolta tra 0.5° e 2° a seguito
dell’interazione con un raggio prodotto da un laser He-
Ne, era con buona approssimazione, linearmente cor-
relata al volume delle particelle15. Da questi primi espe-
rimenti iniziò a diffondersi l’idea di utilizzare il “forward
light scattering” per eseguire misure di volume.

All’aumentare dell’angolo di lettura gli effetti della
rifrazione diventano più importanti e poiché i raggi
rifratti attraversano la cellula, la luce rifratta risulta in

qualche modo dipendere dalla struttura interna16. Le
misure di scattering ad angolo elevato risentono per-
tanto della struttura complessiva della cellula: indice di
rifrazione, granularità, corpuscoli, presenza e forma del
nucleo.

Verso la metà degli anni 70 la Bio/physics Systems
fondata da L.Kamentsky produsse l’analizzatore ema-
tologico Hemac, dotato di una sorgente laser He-Ne,
che utilizzava misure di forward scatter per il dimen-
sionamento dei globuli rossi. Nel 1976 questa Azienda
venne acquisita dalla Ortho Diagnostics che continuò
la produzione con gli strumenti della serie ELT basati
sullo stesso principio analitico.

Nel 1981 la Technicon Corp. commercializzò l’ana-
lizzatore H-6000 che pure eseguiva una misura diretta
del volume eritrocitario utilizzando rilevazioni a picco-
lo angolo ma con l’utilizzo di una lampada alogena
come sorgente luminosa.

A seguito dei risultati ottenuti con le misure in forward
scatter numerosi ricercatori svilupparono metodi per
eseguire misure contemporanee a più angoli.

I primi lavori risalgono all’inizio degli anni ’70 quan-
do A.Brunsting e P.Mullaney17, con l’uso di un model-
lo costituito da sfere concentriche simulanti una cellula
dotata di nucleo, utilizzando un laser He-Ne, e un in-
tervallo angolare di rilevazione fra 2° e 25°, osserva-
rono che ad angoli ampi il profilo di scattering è più
strutturato e sensibile alla dimensione della sfera inter-
na, suggerendo la possibilità di distinguere fra cellule
simili per dimensione ma diverse nella struttura inter-
na. Con questo metodo fu anche possibile misurare
l’indice di rifrazione di cellule di origine animale.

IK.Ludlow e PH.Kaye18 nel 1979 svilupparono uno
strumento che con l’uso di fibre ottiche poteva misu-
rare la luce raccolta fra 3° e 177° con intervalli di 1°.
Con questo apparato e utilizzando la teoria sullo scat-
tering proposta da G. Mie19 nel 1908, fondata sulla
soluzione delle equazioni di Maxwell del campo elet-
trico (ma completamente sviluppata soltanto per po-
che figure geometriche elementari come la sfera), que-
sti Autori determinarono dimensione ed indice di ri-
frazione di vari tipi di spore batteriche.

L’intensità della luce dispersa, anche a piccoli angoli,
non dipende solo dal volume ma è influenzata anche
da altre variabili come la forma, l’orientazione, l’indice
di rifrazione e l’assorbanza. Ciò complica l’interpreta-
zione delle misure di volume ottenute con l’uso del
forward scatter quando riferite a cellule dotate di asim-
metria assiale e indice di rifrazione variabile come gli
eritrociti piuttosto che a sfere omogenee ad indice di
rifrazione costante (che rappresentano il modello più
studiato), e ne limita l’accuratezza di misura 20.

Nel 1948 E.Ponder21 pubblicò degli studi che dimo-
stravano la possibilità di sfericizzare i globuli rossi in
soluzione isotonica senza modificarne il volume origi-
nario. Il risultato ottenuto era tuttavia instabile con
emolisi progressiva. L. Ornstein e YR. Kim scegliendo
accuratamente il tipo e la concentrazione dei detergenti
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migliorarono il metodo e, nel 1981, depositarono per
conto della Technicon Instr. Corp. una richiesta di bre-
vetto dal titolo “Method for treating red blood cells
to effect sphering and reagent therefor”22 che descrive
la metodologia tutt’ora in uso per la sfericizzazione iso-
volumetrica degli eritrociti. Questo ha permesso di eli-
minare l’influenza della forma e dell’orientazione nel
flusso. Gli eritrociti così modificati sono essenzialmen-
te delle sfere dielettriche omogenee alle quali è possibi-
le adattare perfettamente la teoria di Mie.

Per gli analizzatori H-6000 ed ELT che utilizzavano
misure di forward scattering per la determinazione del
volume eritrocitario si poneva un ulteriore problema,
infatti l’accuratezza delle misure sulle singole cellule di-
pende dalla loro concentrazione emoglobinica (HC)
che può variare da un eritrocita all’altro. E’ noto infatti
che per i globuli rossi è la concentrazione emoglobini-
ca a determinare l’indice di rifrazione e questo a pro-
pria volta influenza l’intensità del segnale rilevato all’an-
golo scelto per le misure di volume.

L’indice di rifrazione di un globulo rosso è rappre-
sentabile con un numero complesso23:

 nc = nr-ini, dove i= √-1; nr che costituisce la “parte
reale” dell’indice di rifrazione è correlato ad HC se-
condo l’equazione: nr = no + (α· HC), dove no è l’indi-
ce di rifrazione del fluido cellulare in assenza di emo-
globina ed α è l’incremento specifico della rifrazione
dovuto all’emoglobina; ni è invece la “parte immagi-
naria” dell’indice di rifrazione e dipende dall’assorban-
za della cellula, anch’essa correlata alla concentrazione
di emoglobina per mezzo dell’equazione:

ni = ln10/πM· λ· ε· HC, dove M è il peso moleco-
lare dell’emoglobina, λ è la lunghezza d’onda del rag-
gio incidente ed ε è il coefficiente di estinzione micro-
molare dell’emoglobina alla lunghezza d’onda prescel-
ta. Si nota pertanto come entrambe le componenti si-
ano funzione di HC. L’ effetto dell’indice di rifrazione
venne risolto da DH.Tycho nel 1983 che, ancora per
conto della Technicon Instrument, presentò un brevet-
to dal titolo “Method and apparatus for determining
the volume & index of refraction of particles”24. Il
metodo venne applicato sull’analizzatore H1, prodot-
to nel 1985, che utilizzava sia la sfericizzazione isovolu-
metrica che una misura multiangolo (2 intervalli ango-
lari compresi rispettivamente fra 0-5 e 10-15 gradi).
Ciò permetteva di ottenere per ciascuna cellula misure
accurate sia del volume (V) che dell’indice di rifrazione
correlato alla concentrazione emoglobinica (HC). In
questo caso infatti l’intensità della luce raccolta a cia-
scuno dei due intervalli angolari scelti (θ + ∆θ) è una
funzione (f) di (λ, θ, ∆θ, n, V, HC), dove n è l’indice di
rifrazione del mezzo di sospensione. Per i 2 intervalli
angolari avremo pertanto 2 equazioni (non lineari) che
possono essere risolte nelle 2 incognite: il volume V e
la concentrazione HC.

Se nel caso dei globuli rossi i problemi sembrano
sostanzialmente risolti, debbono essere tenuti presenti
altri fattori limitanti nell’uso del forward scatter come

metodo per la misura dei volumi cellulari: 1) la presen-
za all’interno della cellula di materiale fortemente as-
sorbente alla lunghezza d’onda di eccitazione, ad esem-
pio sostanze coloranti, riduce il segnale di scattering25;
2) se le membrane cellulari sono danneggiate la cellula
avrà un indice di rifrazione inferiore e produrrà di con-
seguenza un segnale di minor intensità che peraltro
permette, a parità di altre condizioni, di avere infor-
mazioni sulla vitalità cellulare.

Nel 1975 G. Salzmann e Coll.26, a Los Alamos, ana-
lizzando leucociti umani allo stato nativo evidenziaro-
no che l’uso combinato del forward scattering (1° ±
0.1°) e di misure ad ampio angolo (side scatter: 90° ±
12.5°) permetteva di differenziare tre sottopopolazio-
ni (granulociti, monociti e linfociti). Sebbene non siano
mai state formulate soddisfacenti spiegazioni, anche in
questo caso si ipotizza che le misure ad angolo ampio
siano molto più sensibili alle differenze nell’indice di
rifrazione ed alla struttura interna rispetto a quelle in
forward scatter. Nel 1983 RJ. Gersham e Coll. presen-
tarono per conto della Ortho Diagnostics di Raritan
(NJ) un brevetto basato sulla misura a doppio angolo
per la differenziazione leucocitaria a tre popolazioni27,
successivamente applicato sugli analizzatori commer-
ciali della serie ELT 800/WS (wbc screen).

Misure di assorbanza e di estinzione
Parallelamente alle misure di scattering venne intro-

dotta la misura dell’assorbanza, utilizzata per differen-
ziare tra loro diversi tipi cellulari. Nel 1950 JB. Cor-
nwall e RM.Davison28 colorarono le cellule in sospen-
sione con Tripan-Blue e la prima applicazione tenden-
te a distinguere i globuli bianchi dagli eritrociti si ebbe
nel 1953 ad opera di JC. Parker e WR.Horst29 di Dayton
(OH) che utilizzarono coloranti diversi e un’opportu-
na associazione di filtri per differenziare il segnale lu-
minoso prodotto dai due diversi tipi di cellule.

Nei primi anni 60 L. Kamentsky mentre lavorava
presso i laboratori di ricerca della IBM sviluppò il Ra-
pid Cell Spectrophotometer (RCS)30, un citometro a
flusso di alta qualità con una fonte luminosa costituita
da una lampada ad arco in grado di misurare contem-
poraneamente due parametri: scattering e assorbanza.
L’interesse di questo ricercatore era rivolto essenzial-
mente a differenziare le cellule tumorali dalle corrispon-
denti cellule normali in base al contenuto in DNA (mi-
surabile in assorbanza) e alla dimensione (misurabi-
le con il segnale di scattering). A questo citometro ven-
nero successivamente adattate, con l’apporto di R.
O’Brien (che aveva lavorato con L. Ornstein), delle
colorazioni citochimiche-enzimatiche su cellule in so-
spensione31. Nel 1969 la IBM decise di liberarsi della
divisione di elettronica medica e vi fu un tentativo della
Technicon Corp. ad opera di H. Mansberg e L.Ornstein
di reclutare Kamentsky che tuttavia preferì fondare una
propria Azienda31. Nel frattempo le colorazioni cito-
chimiche-enzimatiche su sangue intero vennero perfe-
zionate e applicate alla citometria a flusso, e nel 1970,
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H.Ansley e L.Ornstein depositarono per conto della
Mount Sinai Research Foundation un brevetto dal tito-
lo “Process and apparatus for obtaining a differential
white blood cell count”32. Il brevetto venne concesso
nel 1973 e la licenza venne data alla Technicon che com-
mercializzò nel 1974 l’Hemalog D, un citometro a flusso
dedicato alla differenziazione leucocitaria completa. Il
metodo si basava sulla colorazione citochimica - enzi-
matica e su rilevazioni contemporanee di assorbanza e
scattering e quindi con informazioni sulla intensità di
colorazione e sulle dimensioni. Questo analizzatore uti-
lizzava in 3 distinti canali analitici, alimentati da un’unica
fonte luminosa costituita da una lampada alogena, l’Al-
cian Blue per identificare i basofili, l’anaftol butirrato a
pH 6.1 come substrato per l’esterasi monocitaria, e l’at-
tività perossidasica e l’analisi dimensionale per diffe-
renziare neutrofili, eosinofili e linfociti. Nel 1981 la Te-
chnicon introdusse il già citato H6000 che combinava i
parametri forniti dall’Hemalog 8 (nel frattempo po-
tenziato a 90 campioni all’ora) con quelli dell’Hemalog
D. In questo nuovo analizzatore era stato eliminato il
canale per l’analisi dell’esterasi divenuto oramai super-
fluo data la possibilità di differenziare i monociti utiliz-
zando le informazioni ottenute nel canale della peros-
sidasi. Questo fu il primo analizzatore commerciale in
grado di fornire l’esame emocromocitometrico (CBC)
e la formula leucocitaria completa (LDC).

Il segnale raccolto a 0° (estinzione) è inversamente
correlato sia alla quantità di luce dispersa che a quella
assorbita. Il fenomeno dell’estinzione (“axial light loss”)
rappresenta quindi la risultante degli effetti di assor-
banza e scattering.

JA. Steinkamp33 nel 1983 utilizzò la misura dell’estin-
zione come metodo indiretto per il dimensionamento
cellulare in citometria a flusso. Il segnale negativo pro-
dotto dall’interazione fra una sorgente laser ed una
particella risultò proporzionale al quadrato del diame-
tro (cioè alla sezione trasversa), per diametri compresi
fra 5 e 20 µ e scarsamente influenzato dall’indice di
rifrazione. Il principale limite di questo metodo consi-
ste nella necessità di disporre di sorgenti luminose a
basso rumore di fondo. Questo metodo è attualmente
utilizzato sugli analizzatori ematologici Abbott CD 4000
e Sapphire per ottenere indicazioni dimensionali atte a
differenziare le diverse popolazioni leucocitarie.

Una problematica connessa alle misure di assorban-
za è legata alla scarsa attitudine delle cellule ad assorbi-
re la luce che le attraversa. Ciò fa si che anche piccole
fluttuazioni nell’intensità della luce incidente abbiano
importanti effetti sulle misure di assorbanza o estinzio-
ne, rispetto ad analoghe misure di scattering o fluore-
scenza e ciò vale in particolare quando si eseguono
valutazioni quantitative34. Le sorgenti luminose comu-
nemente impiegate nei citometri a flusso pur avendo
oscillazioni modeste nell’intensità rendono eccessiva-
mente imprecise le misure in assorbanza. Nelle appli-
cazioni correnti in citometria il problema è meno sen-
tito sia perché si fa uso di misure semiquantitative o

più semplicemente comparative (ad esempio per la leu-
cocitometria differenziale o per il conteggio dei reti-
colociti), sia perchè si utilizzano sostanze che colorano
intensamente le cellule, sia perchè viene eseguito co-
stantemente il controllo dell’intensità della luce inciden-
te.

Altre applicazioni commerciali delle misure di assor-
banza sono state messe a punto nel 1992 per differen-
ziare e contare i reticolociti (positivamente colorati con
sostanze che si legano all’RNA citoplasmatico come
l’Oxazina 750) negli analizzatori Bayer delle serie H3 e
ADVIA. Anche il Costruttore francese ABX ha utiliz-
zato l’analisi in assorbanza fin dal suo primo analizza-
tore in grado di fornire la differenziazione leucocitaria
completa: l’Argos 5 diff, prodotto nel 1990. I leucociti
potevano essere differenziati grazie ad una analisi bi-
parametrica: una misura dimensionale basata sul prin-
cipio resistivo seguita da una misura di assorbanza che
sfrutta la diversa affinità tintoriale delle varie popola-
zioni leucocitarie per il Chlorazol Black E. La necessità
di mantenere allineate le cellule nel tratto compreso fra
i due sistemi di rilevazione era garantita da un doppia
focalizzazione idrodinamica sequenziale.

Misure di luce polarizzata
Con una sorgente luminosa costituita da un laser la

luce incidente sulla particella ha un campo elettrico che
oscilla in un’unica direzione, solitamente quella vertica-
le (luce verticalmente polarizzata). Se questo raggio
colpisce una particella simmetrica, omogenea e dimen-
sionalmente piccola rispetto alla lunghezza d’onda, viene
preservato l’alto grado di polarizzazione della luce in-
cidente qualunque sia la direzione di osservazione. Se
tuttavia l’interazione avviene con una particella com-
plessa come una cellula che contiene vari tipi di orga-
nelli con funzione di strutture riflettenti, l’effetto delle
riflessioni multiple sarà quello di ridurre il grado totale
di polarizzazione. Questo principio è stato sfruttato da
BG. De Grooth e Coll. di Enschede (The Nederlan-
ds)35,36, che nel 1987, misurando contemporaneamente
la quantità totale di luce dispersa e la quota depolariz-
zata, entrambe in side scatter, videro che era possibile
distinguere varie popolazioni leucocitarie, in particola-
re era possibile separare i granulociti eosinofili che eser-
citano un effetto depolarizzante più marcato, dai neu-
trofili. Questo metodo è stato applicato a partire dagli
analizzatori Cell Dyn della serie 3000 prodotti inizial-
mente dalla Sequoia-Turner, (divenuta poi Uniphat) e
successivamente dalla Abbott.

Analisi in fluorescenza
Analisi quantitative

I fattori che limitano la risoluzione delle misure quan-
titative in fluorescenza sono l’uniformità dell’illumina-
zione e l’ampiezza del segnale. La prima dipende dalla
stabilità della sorgente luminosa e dal profilo spaziale
di distribuzione. Le sorgenti luminose presenti negli ana-
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lizzatori ematologici con misure in fluorescenza sono
costituite da laser ad Argon con lunghezze d’onda di
emissione di 488 nm. Il profilo dell’intensità del segna-
le prodotto da queste sorgenti è solitamente gaussiano
(esiste cioè una maggiore intensità al centro del raggio
rispetto alla sua periferia). Di recente sono entrati nel-
l’uso i meno dispendiosi diodi-laser (con emissione a
488 nm utilizzato sull’Abbott Sapphire o a 633 nm
come sul Sysmex XE 2100) che presentano un profilo
d’intensità più complesso dei precedenti. In ogni caso,
con l’uso di lenti, il fascio luminoso viene concentrato
in uno spot di piccole dimensioni e di forma ellittica
con l’asse maggiore perpendicolare alla direzione del
flusso in modo che ogni cellula in transito sia investita
dalla stessa quantità di luce anche qualora subisca pic-
coli spostamenti trasversali. L’ampiezza del segnale fluo-
rescente dipende dalle caratteristiche strumentali e dai
fluorocromi utilizzati (intensità della luce incidente, ve-
locità del campione nel flusso, spettro di eccitazione e
resa quantica del colorante, efficienza delle ottiche nella
raccolta e trasmissione del segnale)37.

Altri fattori da considerare sono la sensibilità del fo-
tomoltiplicatore, la saturazione in fluorescenza, e il ru-
more di fondo (dovuto allo scattering, al colorante non
legato, all’autofluorescenza di alcuni componenti cellu-
lari).

 La luce fluorescente, reirradiata in tutte le direzioni,
viene di regola raccolta, previo uso di filtri selettivi, ad
angoli ampi (intorno ai 90°) in modo da rendere mini-
ma l’interferenza dovuta al raggio incidente.

L’analisi in fluorescenza non consente misure volu-
metriche ma ha una sensibilità molto elevata, pari a
circa 0.01 fL (circa 10 volte superiore al metodo light
scattering e 100 volte quella del metodo ad impeden-
za38).

Le misure quantitative in fluorescenza si basano sul-
l’assunto che l’intensità del segnale fluorescente, a pari-
tà di altre condizioni, sia proporzionale al numero di
molecole di colorante nella cellula. Questa affermazio-
ne (riferita da M. Kerker come “dogma centrale della
citofluorimetria”39) non è affatto scontata in quanto
considerazioni teoriche indicherebbero che anche la
forma della cellula (in particolare se caratterizzata da
importanti asimmetrie), l’indice di rifrazione, la distri-
buzione più o meno omogenea del colorante al suo
interno, le caratteristiche di polarizzazione della radia-
zione incidente e di quella emessa, e l’angolo scelto per
la rilevazione possono influenzare il risultato. Nella pri-
ma metà degli anni ’80 furono condotti vari esperi-
menti per verificare questa proporzionalità e si conclu-
se che nelle usuali configurazioni strumentali la pro-
porzionalità era in genere rispettata1,39. Tuttavia lavori
più recenti rimetterebbero nuovamente in discussione
queste conclusioni40.Per cellule altamente asimmetriche
e ad alto indice di rifrazione è accertato che l’intensità
del segnale dipende anche dalla forma e orientazione
nel flusso41. La perdita della linearità può essere causata
anche da un’eccessiva assorbanza (> 2% della radia-

zione incidente), evento conosciuto come “effetto fil-
tro interno”.

Con sorgenti luminose polarizzate le molecole fluo-
rescenti emettono a loro volta luce polarizzata la cui
entità può tuttavia essere ridotta se queste ruotano in
modo apprezzabile. Poiché sia la fluorescenza che il
tempo di rotazione sono dell’ordine dei nanosecondi,
la depolarizzazione rotazionale dipenderà dalla dimen-
sione e forma delle molecole fluorescenti e dalla dura-
ta dell’emissione fluorescente, ma anche dalle proprie-
tà del mezzo in cui tali molecole sono immerse (o le-
gate). Ciò consente misure sulla fluidità cellulare spesso
correlata a stati funzionali42. L’entità della depolarizza-
zione può essere espressa come anisotropia di emis-
sione EA = (Iv-Ih)/(Iv+2Ih) dove Iv e Ih sono le in-
tensità delle componenti verticalmente e orizzontalmen-
te polarizzate. Nonostante fin dalla seconda metà degli
anni ’70 sia in Europa43,44 che nel Nord-America45,46

siano stati messi a punto degli strumenti sperimentali
per questo tipo di analisi, la polarizzazione in fluore-
scenza non ha ancora trovato applicazione su analizza-
tori ematologici commerciali.

Prototipi e realizzazioni commerciali
Nel 1964 L.Hallermann, R.Thom, e H.Gerhartz, in

collaborazione con la Leitz di Wetzlar (Germany), pro-
posero un analizzatore ematologico che abbinava mi-
sure di fluorescenza a misure di scattering e utilizzava
come colorante l’arancio di acridina con possibilità di
differenziare globuli rossi e bianchi e fra questi i granu-
lociti dalle cellule mononucleate47.

L. Wheeless e Coll. di Rochester (NY), depositaro-
no nel 1967, per conto della Bausch & Lomb, un bre-
vetto che descriveva la possibilità di identificare vari
tipi cellulari associando l’uso di coloranti fluorescenti a
misure dimensionali basate sul light scattering o sul
metodo resistivo48.

Nel 1967 MA.Van Dilla e Coll. dei Los Alamos Scien-
tific Laboratory descrissero un metodo che utilizzava
coloranti fluorescenti, una celletta di conteggio basata
sul principio di focalizzazione di Crosland-Taylor, e
una lampada a mercurio come fonte di eccitazione. La
fluorescenza veniva misurata ortogonalmente agli assi
rappresentati dal raggio di eccitazione e dalla direzione
del flusso.

Un ulteriore perfezionamento si ebbe nel 1969 con
lo sviluppo del primo metodo dotato di rilevazione in
fluorescenza, focalizzazione idrodinamica, sorgente la-
ser (ad argon) e disposizione ortogonale delle 3 dire-
zioni: flusso, eccitazione, rilevazione49. Questa elegante
soluzione costruttiva (geometria ortogonale) è stata
applicata nei decenni successivi sulla maggior parte dei
citometri che eseguono misure in fluorescenza.

La prima commercializzazione di un citometro a flus-
so basato su misure in fluorescenza risale al 1969 con
l’ICP-11 Impulscytophotometer50 costruito a partire
da un’idea di W. Gohde51,52 e distribuito dalla Phywe di
Gottingen (Germany). Questo citometro utilizzava
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bromuro di etidio per colorare il DNA, una lampada
alogena come fonte di eccitazione e applicava il “mi-
croscope based flow” (un metodo in cui le cellule flu-
iscono allineate lungo l’asse di un obiettivo da micro-
scopio utilizzato come condensatore e lente di raccol-
ta). Ulteriori proposte di trasduttori in grado di ese-
guire simultaneamente o sequenzialmente misure in fluo-
rescenza, resistive, di scattering o di estinzione si ebbe-
ro negli anni successivi. Nel 1971 LR.Adams e
L.Kamentsky utilizzando l’arancio di acridina come
colorante fluorescente poterono differenziare tre po-
polazioni leucocitarie (linfociti, monociti e granuloci-
ti)53. JA. Steinkamp et al. a Los Alamos descrissero nel
1973 un trasduttore in grado di eseguire in sequenza
misure resistive e di fluorescenza54.

V. Kachel e Coll. misero a punto nel 1977 presso il
Max-Plank Institut di Monaco il Fluvometricell55. Que-
sto analizzatore combinava inizialmente un orifizio
Coulter, dotato di focalizzazione idrodinamica, con la
parte ottica di un ICP-11. Da questo derivò l’omoni-
mo analizzatore prodotto fra il 1985 e il 1990 dalla
HEKA Elektronic (Germany)50. Fra il 1975 e il 1977
vennero descritte varie versioni del Cytomat, un pro-
totipo di analizzatore ematologico costruito dalla Block
Engineering di Cambridge (MA). Questo analizzatore,
nella prima versione utilizzava una miscela di tre fluo-
rocromi (sviluppati da M.Kleinermann)56, misure di
fluorescenza, di scattering multiangolo e di estinzione.
Ciò consentiva di ottenere la differenziazione leucoci-
taria completa, il conteggio degli eritrociti e delle pia-
strine e la determinazione dell’ emoglobina cellula per
cellula57. RC.Leif  e T.Thomas fra il 1970 e il 1977 pro-
posero una serie di trasduttori denominati “Automa-
ted Multiparameter Analyzer for Cells” (AMAC) ca-
ratterizzati dalla possibilità di eseguire simultaneamen-
te misure ottiche e di impedenza. La versione più com-
pleta (AMAC III) utilizzava la focalizzazione idrodina-
mica su un orifizio a sezione quadrata e consentiva
misure ortogonali di fluorescenza, misure resistive e in
radiofrequenza. Secondo i Costruttori sarebbero state
possibili anche contemporanee misure di scattering58.
Nel 1999 CM.Rodriguez e Coll. depositarono per conto
della Coulter Int. Corp., il brevetto di un trasduttore
che accanto alle misure di volume, conduttività, e scat-
tering, consente di eseguire simultanee misure di fluo-
rescenza (anche a più colori), estendendo le potenziali-
tà del noto VCS59.

Nonostante la grande mole di informazioni acquisi-
te e la costruzione di alcuni prototipi, la produzione su
larga scala di citometri a flusso dedicati alle indagini
ematologiche tradizionali basati su misure di fluore-
scenza è del tutto recente ed ha seguito una diversa
strada costruttiva. Infatti, piuttosto che utilizzare solu-
zioni in grado di combinare misure di impedenza con
misure di scattering e/o di fluorescenza (come il Coul-
ter VCS o il modulo per il conteggio e dimensiona-
mento dei reticolociti degli analizzatori ABX) che com-
portano una certa complessità del trasduttore, due altri

Costruttori (Abbott e Sysmex) hanno preferito utiliz-
zare vie analitiche distinte, dotando quella dedicata alla
differenziazione dei leucociti e al conteggio dei retico-
lociti e degli eritroblasti, di una cella a flusso per esclu-
sive misure ottiche.

Nel 1987 la giapponese Toa Medical Electronics
commercializzò l’analizzatore R-1000, suo primo stru-
mento a flusso per ematologia ad utilizzare misure in
fluorescenza (associate a misure di forward scattering)
e dedicato al conteggio dei reticolociti. Nel 1998 an-
che il costruttore francese ABX mise a punto un mo-
dulo per analisi in fluorescenza dedicato al conteggio
dei reticolociti da inserire nell’analizzatore Vega 120.
La prima vera integrazione delle misure in fluorescen-
za su un analizzatore ematologico completo si deve
alla Abbott con il Cell Dyn 4000 commercializzato nel
1998 che, accanto a un tradizionale canale impeden-
ziometrico dotato di focalizzazione e dedicato al con-
teggio di eritrociti e piastrine, utilizza una cella a flusso
per misure di scattering multiangolo e di fluorescenza
a più colori, con possibilità di differenziare i leucociti e
di contare anche i reticolociti e gli eritroblasti. Nel 2000
la Sysmex ha commercializzato l’XE 2100 dotato di
un trasduttore impedenziometrico con focalizzazione
per l’analisi dei globuli rossi e delle piastrine e di un
banco ottico integrato per misure di scattering a 2 di-
versi angoli e di fluorescenza. Quest’ultimo è utilizzato
per la differenziazione leucocitaria e per il conteggio e
la valutazione del grado di maturazione dei reticolociti
e degli eritroblasti.

Conclusioni e prospettive
E’ necessario riflettere su come le applicazioni attuali

derivino da studi ed esperimenti conclusi da almeno
un ventennio. Risulta arduo ipotizzare qualche nuovo
principio tecnologico utilizzabile in citometria a flusso.
Sicuramente avremo un’espansione dei metodi in fluo-
rescenza con l’uso contemporaneo di fluorocromi a
più colori. Si può anche prevedere un più massiccio
impiego delle misure di luce polarizzata (i fenomeni di
polarizzazione sono completamente descritti dalla co-
siddetta “matrice di Mueller”60,61 che tuttavia impone
particolari modulazioni della luce incidente e sofisticati
sistemi di raccolta del segnale, oltre ad una notevole
complessità di calcolo per particelle diverse dalla sfe-
ra). Notevoli potenzialità sembra offrire l’analisi mul-
tiangolo che con l’utilizzo del pattern angolare del se-
gnale misurato (scattering spatial profile o indicatrix)
potrebbe fornire informazioni sullo stato funzionale
oltre che sul contenuto delle cellule11,12. Ciò richiede
peraltro dei banchi ottici in grado di raccogliere il se-
gnale contemporaneamente su numerosi intervalli an-
golari, e dunque più complessi di quelli attualmente in
uso. Non va neppure dimenticata la possibilità di uti-
lizzare l’analisi d’immagine applicata alla citometria a
flusso, che mediante appropriate colorazioni, fluore-
scenti o meno, permetterebbe l’identificazione di cel-
lule immature o atipiche62-64. Infine si dovrà pensare ad
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una estensione delle misure quantitative come ad esem-
pio la possibilità, con l’uso di probes specifici, di risali-
re al contenuto in acidi nucleici delle cellule (RNA o
DNA) e non solo con indagini in fluorescenza. Ci sono
infatti segnalazioni che indicano come l’uso di correnti
ad elevata frequenza su sistemi miniaturizzati offra la
possibilità di ottenere rilevanti informazioni sul conte-
nuto delle singole cellule, ad esempio misure capaciti-
ve, che sfruttano la polarizzabilità delle molecole di
DNA consentono di ottenere informazioni sul ciclo
cellulare65. Anche gli studi sulla funzionalità cellulare (pH,
concentrazione del calcio, potenziale di membrana…)
eseguibili attualmente soltanto con i citofluorimetri
“multipurpose” potrebbero essere condotti su analiz-
zatori ematologici per le più svariate finalità: identifica-
zione, studio dello stato funzionale, verifica dell’effetto
dei farmaci.

La storia dunque continua!
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