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Gli intervalli di riferimento ematologici
In eta pediatrica

M. Buttarello?, P. Bulian®

aDipartimento di Medicina di Laboratorio, Azienda Ospedaliera-Azienda U.L.S.S 16, Padova
bServizio di Onco-Ematologia Clinico-sperimentale, Centro di Riferimento Oncologico I.R.C.C.S., Aviano (PN)

Riassunto

Premesse: per il calcolo degli intervalli di riferi-
mento possono essere utilizzati metodi diretti (ba-
sati sulla selezione di soggetti di riferimento) e
metodi indiretti che utilizzano i dati provenienti
da tutti i soggetti appartenenti al gruppo di inte-
resse opportunamente trattati dal punto di vista
statistico.

In ambito pediatrico, trattandosi di soggetti in con-
tinuo sviluppo, € necessario procedere al calcolo
degli intervalli dopo stratificazione per fasce d’eta.
In questo lavoro vengono presentati gli intervalli
di riferimento per la citoematologia quantitativa,
ottenuti con il metodo diretto e raccolti attraver-
so un’indagine multicentrica.

Metodi: sono stati selezionati a prioti soggetti di
eta compresa fra 0 e 168 mesi, suddivisi successi-
vamente in 6 fasce di eta. I campioni sono stati
analizzati nei singoli centri e ’elaborazione (cal-
colo dei percentili 2,5 e 97,5) ¢ stata eseguita se-
paratamente per le 2 principali tecnologie utiliz-
zate (Sysmex XE 2100 e Siemens ADVIA 120).
Risultati: i risultati ottenuti indicano come alcu-
ni parametri quali i granulociti neutrofili o i reti-
colociti siano relativamente costanti, mente altri
come i linfociti o la concentrazione di emoglobi-
na mostrino dei trend in diminuzione nel primo
caso o in crescita nel secondo, in rapporto all’eta.
Conclusioni: nonostante la casistica sia ancora li-
mitata vengono evidenziati dei comportamenti
ben definiti quali la diminuzione dei linfociti o
Paumento della concentrazione emoglobinica al-
Paumentare dell’eta. Un’interessante osservazio-
ne ¢ il progressivo aumento del volume corpu-
scolare medio che raggiunge valori prossimi a
quelli dell’adulto all’eta di 14 anni.

Summary

Pediatric reference intervals in hematology
Background: the determination of reference intervals is
based on direct methods (with selection of reference
subjects) or, alternatively, on indirect methods (based
on analysis of data from wide database of subjects of
selected groups, and underwent to appropriate stati-
stical procedures). Because of the continuous deve-
lopment changes from birth to adulthood of pedia-
tric subjects, we must estimate pediatric reference in-
tervals after age related stratification.

The aim of this work is to present pediatric reference
intervals for quantitative cytohematology, obtained with
the direct method through a multicentric study.
Medhods: subjects (aged between 0 and 168 months)
were selected with the a priori method and then classi-
fied in 6 age-related group. Each laboratory analized
its specimens while the statistical analysis was perfor-
med centrally for the two main technologies (impe-
dance and light scattering).

Results: the results suggest that some parameters, as
neutrophil or reticulocyte counts, are relatively uniform,
while others as lymphocyte counts, hemoglobin con-
centration and mean corpuscolar volume show a de-
creasing (the first) or increasing (the seconds) trend.
Conclusions: although our data set is still limited, certain
features appear well defined as the progressive increa-
se in hemoglobin concentration and the decrease of
lymphocytes during age advance. It remain unclear
wherefore the mean corpuscolar volume progressively

raises reaching at the age of 14 years values compara-
ble to adulthood.
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Introduzione

11 confronto dei risultati ottenuti per un determinato
analita con i corrispondenti intervalli di riferimento
costituisce ancora oggi il metodo maggiormente adot-
tato per I'individuazione di un’anomalia quantitativa in
un singolo soggetto, sia nel caso di indagini su popola-
zioni che nella distinzione fra stato di salute e malattia.
La citoematologia quantitativa (esame emocromoci-
tometrico, differenziazione leucocitaria pit o meno
estesa, conteggio reticolocitario) non sfugge a questa
regola nonostante gli indici di individualita evidenzino
come tali intervalli risultino utili soltanto nel caso di un
numero limitato di parametri quali i leucociti totali e i
granulociti neutrofili’.

Per la popolazione adulta esiste una ricca letteratura
tutt’ora valida alla quale si puo attingere per I'indivi-
duazione degli intervalli con 'accortezza che l'uso di
intervalli calcolati su popolazioni presumibilmente di-
verse deve essere preventivamente verificato e confer-
mato utilizzando le raccomandazioni degli organismi
di standardizzazione?’.

Per le eta estreme, quella pediatrica in particolare, 1
dati disponibili sono frammentari e poco esiste per la
popolazione Italiana. Le difficolta sono dovute a piu
fattori: 1) la necessita di considerare il bambino come
una realta in continuo sviluppo; 2) il comportamento
dinamico correlato all’eta per molti analiti che vale an-
che per 1 parametri ematologici; ne consegue la neces-
sita di procedere ad una stratificazione dei risultati in
rapporto all’eta; 3) la difficolta a raccogliere campioni
di bambini sani, in numero congruo per 'elaborazione
statistica, per ciascuna fascia di eta presa in considera-
zione.

Alcuni Autori* hanno aggirato quest’ultimo proble-
ma utilizzando metodi indiretti per il calcolo, basati sui
risultati di tutti i “pazienti” di una determinata fascia di
eta indipendentemente dal loro stato di salute e proce-
dendo all’esclusione dei dati estremi con opportune
metodologie statistiche’. Un’ultetiore complicazione ¢
insita nelle tecnologie utilizzate per le determinazioni
ematologiche. E’ noto infatti che i risultati numerici
prodotti per alcuni parametri ematologici, quali 'indi-
ce di anisocitosi eritrocitaria (RDW), alcune popola-
zioni leucocitarie quali i linfociti e i monociti, i reticolo-
citi e 1 rispettivi indici di maturita (IRF), sono partico-
larmente strumento dipendenti.

Le procedure consigliate dallo standard internazio-
nale IFCC/ICSH® e riprese in buona parte dal piu re-
cente standard NCCLS/CLSI C28-A2’ si basano pe-
raltro sull’uso dei metodi diretti che prevedono la sele-
zione di un numero adeguato di soggetti di riferimen-
to.

Considerate queste problematiche e tenendo conto
delle difficolta per un singolo centro nel procedere alla
raccolta della casistica necessaria per il calcolo di tali
intervalli, il Gruppo di Studio in Ematologia della So-
cieta Italiana di Medicina di Laboratorio (GdS-E SI-
MeL)* ha deciso di avviare un progetto multicentrico
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per la raccolta dei dati, considerando anche la diffe-
renti tecnologie analitiche utilizzate.

Materiali e metodi
a) Popolazioni e classi d’eta

I centri che hanno partecipato alla raccolta dei dati
hanno selezionato 350 soggetti di razza caucasica, di
eta compresa fra 1 giorno e 14 anni (168 mesi). I criteri
di accettabilita come soggetti di riferimento erano sta-
biliti @ priori e basati su dati anamnestici raccolti attra-
verso i familiari (o direttamente dal medico curante nel
caso di soggetti ospedalizzati) e sulla negativita di alcu-
ni test biochimici che dovevano comunque includere
le determinazioni di: creatinina, glicemia, transaminasi
(AST e ALT) e proteina C reattiva.

In questa prima fase, considerata la ridotta numero-
sita soprattutto per i primi mesi di vita, si ¢ deciso di
procedere a una suddivisione in 6 classi di eta (0-12,
13-24, 25-36, 37-72, 73-120, 121-168 mesi) senza di-
stinzione in base al sesso. Nei casi in cui siano stati uti-
lizzati analizzatori ematologici con principi analitici dif-
ferenti i risultati sono stati elaborati separatamente.

Tutti i campioni sono stati prelevati utilizzando sali
bi o tripotassici del’EDTA come anticoagulante e ana-
lizzati entro 4 ore dal momento del prelievo.

b) Analizzatori ematologici e aree geografiche

Gli analizzatori ematologici, per la determinazione
degli intervalli sugli 8 parametri base dell’esame emo-
cromocitometrico, sono stati raggruppati secondo le
due principali filosofie analitiche disponibili: metodo
ad impedenza e metodo a dispersione di luce. Per il
conteggio reticolocitario e per la differenziazione leu-
cocitaria ogni modello ¢ stato considerato singolarmen-
te.

In particolare, per 'esame emocromocitometrico
sono stati raggruppati da un lato gli analizzatori Sy-
smex XE 2100 (Dasit, Cornaredo, MI) e Beckman-
Coulter LH 750 (IL, Milano), e dall’altro gli analizzato-
ri ADVIA 120 e 2120 (Siemens Medical Diagnostics,
Milano).

Le prestazioni degli analizzatori sono state controlla-
te per mezzo di un programma di controllo interno
che prevede I'utilizzo di materiali ad almeno 2 diverse
concentrazioni analitiche, oltre che con la partecipazio-
ne a verifiche esterne di qualita.

Le aree geografiche da cui sono pervenuti i risultati
sono rappresentate da: Abruzzo, Emilia-Romagna,
Friuli-Venezia Giulia, Marche e Veneto.

¢) Metodologia statistica

Per ogni classe di eta sono stati utilizzati diversi me-
todi per la ricerca degli outliers: ispezione delle distri-
buzioni, test di Dixon’ (per gruppi con numerosita <
30) e test di Grubbs® (per numerosita > 30 previa not-
malizzazione delle distribuzioni, quando necessaria). Sui
dati rimanent ¢ stato applicato il test di Shapiro-Wilk®!
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Tabella I. Intervalli di riferimento e classi di eta (metodo ad impedenza)*.

Parametri Classi 2.5% Mediana 97.5% n
Leucociti (10°/1) 1 6.08 10.62 13.68 12
2 6.56 9.83 14.54 29
3 5.34 8.40 13.50 23
4 4.75 7.76 11.86 89
5 4.21 6.86 10.83 103
6 4.32 6.48 10.80 74
Eritrociti (10'2/L) 1 4.51 4.70 5.22 11
2 4.41 4.87 5.46 29
3 4.35 4.85 5.42 23
4 4.18 4.87 5.46 89
5 4.44 4.90 5.45 103
6 4.38 4.92 5.58 74
Piastrine (10°/L) 1 215 336 580 12
2 246 334 439 29
3 240 327 512 23
4 196 320 528 88
5 198 293 473 102
6 202 276 410 76
Emoglobina (g/dL) 1 11.8 12.2 13.2 12
2 11.2 12.2 13.3 28
3 11.3 12.2 14.2 23
4 11.3 12.9 14.2 88
5 11.7 13.2 14.5 103
6 12.1 13.5 15.2 74
Volume Medio 1 71 78 82 11
Corpuscolare (fL) 2 67 75 81 29
3 69 78 83 23
4 73 79 86 89
5 74 81 87 103
6 75 83 93 74
Neutrofili(10°/L) 1 0.61 2.61 3.44 12
2 1.40 2.69 6.19 29
3 0.84 2.66 7.70 23
4 1.37 3.19 7.54 89
5 1.34 2.87 6.67 103
6 1.58 3.16 7.48 74
Linfociti (10°/L) 1 4.27 6.52 9.80 12
2 3.06 5.60 9.88 29
3 3.23 4.37 7.03 23
4 1.62 3.33 5.44 89
5 1.63 2.64 4.41 103
6 1.59 2.50 3.83 74
Reticolociti (10?/L) 1 30 48 95 10
2 23 36 64 26
3 14 38 80 22
4 16 40 75 86
5 20 37 79 102
6 21 39 69 70

* Si consulti il testo per la definizione delle classi di eta in mesi.
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Tabella II. Confronto fra intervalli di riferimento ottenuti con il metodo indiretto (letteratura)* e con il metodo diretto utilizzando

lo stesso tipo di analizzatore.

Parametri classi di eta metodo diretto metodo indiretto
(mesi) 2.5% 97.5% 2.5% 97.5%
Sysmex XE2100
Leucociti (10°/1) 25 72 4.7 13.3 4.9 13.4
73-144 4.2 11.5 4.3 11.4
Emoglobina (g/dL) 25 72 11.3 14.5 10.2 12.7
73-144 11.7 14.7 10.6 13.4
Volume Medio 25 72 72.2 85.7 71.3 85.0
Corpuscolare (fL) 73-144 73.6 87.1 74.4 87.6
Piastrine (10°/L) 25 72 196 528 189 403
73-144 198 473 199 369
Siemens ADVIA120
Neutrofili (10°/1) 25 72 1.25 6.86 2.1 8.9
73-144 1.49 7.43 2.1 7.8
Linfociti (10°/L) 25 72 1.57 5.5 1.2 4.6
73-144 1.28 4.99 1.0 3.4
Reticolociti (10°/L) 25 72 23.5 94.2 29 83
73-144 26.2 92.8 37 106

per verificare la normalita o meno delle distribuzioni.

Si ¢ quindi proceduto al calcolo della mediana e del-
Pintervallo compreso fra i percentili 2,5 e 97,5°.

Poiché si ritiene di particolare utilita la verifica del
trend dei vari parametri in rapporto all’eta (ricerca di
eventuali distribuzioni plurimodali, andamenti in cre-
scita o in diminuzione costante) tutti i risultati utili sono
stati riportati in funzione dell’eta con sovraimposti i
valori della mediana e degli intervalli di riferimento.
Per visualizzare graficamente le differenze fra le varie
classi di eta sono state utilizzate le distribuzioni cumu-
lative di frequenza''. Cio consente di apprezzare se le
eventuali differenze sono presenti lungo I'intera distri-
buzione o limitatamente ad uno o a tutti e due gli estre-
mi.

Nel caso di parametri per i quali era gia nota la di-
pendenza dal metodo di analisi (ad esempio le con-
centrazioni reticolocitaria e linfocitaria) si ¢ proceduto
a verificare se le differenze riscontrate fra i diversi me-
todi avessero o meno una reale significativita.

Risultati

La Tabella I riporta la mediana, gli estremi degli in-
tervalli e la numerosita per ciascuna classe di eta consi-
derata, per i principali parametri studiati, con riferi-
mento al metodo ad impedenza (2 analizzatori) relati-
vamente ai conteggi leucocitari, eritrocitari, piastrinici,
alla determinazione della concentrazione emoglobini-
ca ¢ al volume corpuscolare medio. Per il conteggio
dei neutrofili, linfociti e reticolociti i dati sono riferiti al
solo XE 2100.

La Figura 1 (a, b, ¢, d) mostra il p/lo# dei vari risultati
in rapporto all’eta, per alcuni parametri scelti per il loro
particolare comportamento: a) i granulociti neutrofili,
che nel primo anno di vita risultano a concentrazione
pit bassa (soprattutto sul limite superiore dell’'interval-
lo), risalgono poi lentamente fino ai 72 mesi per man-
tenere successivamente una certa stabilita; b) i linfociti,
con un frend in calo progressivo a partire dai primi
mesi con ’eccezione di un transitorio incremento in-
torno al 5° anno; ¢) la concentrazione emoglobinica
che evidenzia un aumento progressivo a pattire dai primi
mesi fino ai 14 anni; d) il volume corpuscolare medio
con un costante incremento dalla nascita fino alla pu-
berta.

La Figura 2 (a, b) mostra un diverso modo di con-
frontare i risultati ponendo sullo stesso grafico la di-
stribuzioni cumulative di frequenza per il parametro
considerato e per le varie classi di eta. Con questo
metodo ¢ possibile visualizzare le differenze fra i vari
gruppi in ogni punto della distribuzione. La Figura 2a
evidenzia chiaramente come il limite inferiore dell’in-
tervallo per i neutrofili sia piu basso per la classe 1 e la
classe 3, come la differenze fra le classi si attenui nella
zona centrale e come la classe 1 mostri valori massimi
decisamente inferiori a quelli di tutte le altre classi. Molto
diverso ¢ il comportamento dei linfociti di Figura 2b
dalla quale si nota come i limiti inferiori dell’intervallo
siano molto piu ravvicinati fra le varie classi di quanto
lo siano 1 limiti superiori e come la differenza aumenti
progressivamente verso i percentili pit elevati della di-
stribuzione. Si puo anche notare come i valori diminu-
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Figura 1 (a, b, c, d). Distribuzione delle concentrazioni dei granulociti neutrofili (a), dei linfociti (b), dell’emoglobina (c) e del
volume eritrocitario medio (d) in funzione dell’eta. La linea spezzata continua indica la mediana, quelle tratteggiate 'intervallo di

riferimento.

iscano progressivamente passando dalla classe 1 alla
classe 6.

La Tabella IT mette a confronto alcuni intervalli pub-
blicati*, riferiti all’XE 2100 o al’ADVTIA 120, e calcola-
ti con il metodo indiretto, con quelli ottenuti in questo
studio. Per questa comparazione si ¢ reso necessario
rideterminare 2 classi di eta (25-72 e 73-144 mesi) per
farle coincidere con quelle della letteratura.

La Figura 3 (a, b), infine, riporta le frequenze cumu-
lative per i linfociti e i reticolociti relativamente a 2 clas-
si di eta scelte come esempio al fine di confrontare i
risultati ottenuti con analizzatori a differente metodo-
logia analitica. Si nota chiaramente come questi risultati
siano tecnologia dipendenti; infatti per i reticolociti esi-

ste una costante differenza fra i 2 metodi, con gli ana-
lizzatori ADVIA che forniscono conteggi costantemen-
te piu elevati, mentre per i linfociti, a fronte di una
sovrapposizione per la classe 37-72 mesi, si nota una
costante sovrastima di XE per la classe 13-24.

Discussione

I calcolo degli intervalli di riferimento in ambito
pediatrico si ¢ dimostrato utile sia come metodologia
per verificare la fattibilita di uno studio multicentrico
basato sul metodo diretto che come punto di partenza
per il confronto con quanto disponibile in letteratura.

L'utilizzazione del metodo diretto prevede una defi-
nizione del soggetto di riferimento basata su specifici
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Figura 2 (a, b). Grafici delle frequenze cumulative per i
granulociti neutrofili (a) e per i linfociti (b) per le 6 classi di eta
considerate.

criteri di esclusione. Le difficolta incontrate nella rac-
colta di soggetti con eta compresa fra la nascita e i
primi mesi di vita non sono trascurabili in quanto dif-
ficilmente soggetti di questa eta, se in condizione di
piena salute, accedono ai servizi diagnostici. In tal caso
diventano particolarmente importanti la sensibilizza-
zione dei curanti e la disponibilita dei familiari. Per que-
sto motivo in altri Paesi sono stati avviati progetti par-
ticolarmente ambiziosi con il coinvolgimento di molti
ospedali pediatrici, come ad esempio il “CALIPER”
canadese'?.

Attualmente la disponibilita di dati completi per la
citoematologia automatizzata, suddivisi per tipologia
strumentale e ottenuti con il metodo diretto ¢ assoluta-
mente frammentaria e di fatto inesistente per la popo-
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Figura 3 (a, b). Grafici delle frequenze cumulative riferiti alla
concentrazione dei linfociti (a) e dei reticolociti (b) per le stesse
classi di eta ma ottenuta con analizzatori diversi.

lazione pediatrica italiana.

I dati raccolti in questa fase provvisoria dello studio
presentano almeno 2 limitazioni connesse alla ridotta
numerosita: 1) non permettono considerazioni sulla
fascia d’eta al di sotto del primo anno di vita (classe 1),
periodo che andrebbe ulteriormente stratificato, e 2)
non consentono la separazione secondo 1 sessi.

E’ noto infatti come i primi giorni di vita siano ca-
ratterizzati da elevati valori della concentrazione emo-
globinica con graduale diminuzione fino a 2-3 mesi e
successivo lento incremento™. Questo comportamen-
to ¢ connesso da un lato all’adattamento alla maggior
saturazione di ossigeno del sangue quando il polmone
sostituisce la placenta come organo respiratorio e alla
conseguente brusca diminuzione della concentrazione
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di eritropoietina', e dall’altro alla diminuzione progres-
siva della concentrazione di emoglobina fetale (HbF)
che ha una maggior affinita per l'ossigeno rispetto al-
I'emoglobina adulta (HbA). Un comportamento simi-
le ¢ stato descritto anche per i leucociti totali e per i
granulociti neutrofili che sono elevati alla nascita, decli-
nano rapidamente nella prima settimana e poi piu len-
tamente fino al 4°-5° mese. Anche I’elaborazione se-
condo il sesso ha la sua utilita essendo noti comporta-
menti differenziati, in particolare il minor incremento
dell’emoglobina e della concentrazione eritrocitaria nelle
femmine rispetto ai maschi.

Seppur con i limiti citati, i risultati ottenuti si prestano
ad alcune considerazioni piuttosto nette:

1) La concentrazione emoglobinica mostra un progres-
sivo aumento fra la 1* e la 6* classe per raggiungere
in quest’ultima i valori tipici dell’eta adulta.

2) I volume corpuscolare medio evidenzia un #rend in
crescita progressiva a partire dai 24 mesi, mantenen-
dosi tuttavia anche a 14 anni al di sotto dei valori
tipici dell’adulto; questo comportamento ¢ stato os-
servato anche in lavori precedentd'. Altri Autori'
affermano tuttavia che il volume tipico dell’adulto
viene raggiunto gia alla 9* settimana, evento che se
confermato, sarebbe seguito da una ulteriore dimi-
nuzione con una inversione di tendenza soltanto
dopo il secondo anno.

3) I leucociti sono caratterizzati da una progressiva di-
minuzione, in particolare della componente linfoci-
taria. Quest’ultima popolazione stabilizza il proptio
limite inferiore intorno ai 36 mesi mentre continua il
calo del limite superiore. ’osservazione visiva della
distribuzione fa anche ipotizzare un possibile aumento
transitorio fra i 48 e i 72 mesi, comportamento che
necessita di conferma su una casistica piu ampia.

4) I granulociti neutrofili mostrano un aumento lento e
progressivo soprattutto del limite superiore dell’in-
tervallo fino ai 72 mesi seguito da una modesta di-
minuzione frai 6 e i 10 anni. Risalgono poi nuova-
mente fino a raggiungere i valori dell’adulto fra i 10
ei14 anni.

L’influenza strumentale ¢ particolarmente evidente
sul conteggio reticolocitario: la Figura 2b indica come
'analizzatore ADVIA 120 produca risultati sistemati-
camente piu elevati rispetto a XE 2100. Questa diffe-
renza sui conteggi ¢ meno marcata per i linfociti ed ¢
irrilevante nella classe 37-72 mesi (nella quale 1 linfociti
sono mediamente a bassa concentrazione), mentre nella
classe 13-24 mesi (dove i linfociti sono a concentrazio-
ne maggiore) la differenza ¢ evidente e aumenta pro-
gressivamente verso i percentili maggiori della distri-
buzione come se le differenze fra strumenti aumentas-
sero proporzionalmente alla concentrazione linfocita-
ria del campione.

La comparazione di alcuni intervalli con quanto pub-
blicato ma basato sui metodi indiretti di calcolo (Tab.
II) evidenzia alcune differenze. Le piu vistose riguar-
dano la concentrazione emoglobinica per la quale sia il
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limite inferiore che quello superiore risultano piu bassi
di almeno 1g/dL. Anche il conteggio dei linfociti
mostra valoti piu bassi (fino a 1.5x10°/L) rispetto al
metodo diretto.

E’difficile stabilire se queste differenze dipendano
dalla ridotta dimensione campionaria del metodo di-
retto o da eventuali limiti intrinseci al metodo indiretto
che, per le modalita di calcolo adottate, potrebbe esse-
re maggiormente influenzato dai valori estremi nella
direzione della patologia (emblematico in tal caso sa-
rebbe il comportamento dell’emoglobina).

Le tecnologie ematologiche mettono oggi a dispo-
sizione nuovi parametri (ad esempio gli indici reticolo-
citari o le frazioni immature dei reticolociti e delle pia-
strine) che si sono dimostrati clinicamente utili ma dei
quali poco conosciamo per I'eta pediatrica e che ne-
cessitano dei rispettivi intervalli di riferimento.

In conclusione possiamo affermare che I'approccio
diretto ¢ perseguibile anche per popolazioni “difficili”
come quella pediatrica. Per raggiungere risultati defini-
tivi ¢ tuttavia necessario il coinvolgimento di molti piu
centri, in particolare per stratificare ulteriormente il
primo anno di vita e per verificare eventuali differenze
legate al sesso. 1l raggiungimento di questo obiettivo
rappresenterebbe un’esperienza unica su scala naziona-
le, con possibilita di generalizzare i risultati coerente-
mente con le tecnologie in uso nei diversi laboratori.
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