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Riassunto

Lo studio delle neutropenie utilizza e trae beneficio
in modo evidente dai risultati della diagnostica di la-
boratorio. Da sempre, infatti, il contributo dei test &
risultato importante nell’inquadramento, nella dia-
gnosi di stato, nel grading e nel follow up della pato-
logia, primitiva o secondaria, acquisita o congenita
che causa o accompagna questa entita clinica. Par-
tendo dal semplice emocromo, oggi realizzato con
Putilizzo dei contaglobuli di ultima generazione, si
attivano, in sequenza, vie analitiche che possono
coinvolgere, di volta in volta, diversi settori della
Patologia Clinica, quali la citofluorimetria, ’autoim-
munita, la genetica medica, la biologia molecolare,
la microbiologia.

In questo modo, i risultati ottenuti in tutto il campo
che attiene modernamente alla Medicina di Labora-
torio, possono inserirsi con notevole utilita all’inter-
no della rete di dati provenienti da tutte le discipline
diagnostiche implicate nel complesso studio dei pa-
zienti neutropenici, con Papplicazione alla routine
delle sofisticate filosofie analitiche oggi a disposi-
zione e provenienti dalla ricerca scientifica avanzata.

Summary

Neutropenia: Clinical Pathologist’s point of view
The study of the neutropenias draws consistent benefits
from laboratory diagnostic activity. This contribution has
continuous evidence and becomes more and more im-
portant and appreciated in patient management during sta-
ging and grading pathologies, in disease diagnosis and fol-
low up. The several different clinical situations neutropenia
related, both acquired and congenital, that cause or come
out together with this clinical entity, can be find and de-
monstrated performing a simple test as the emocromoci-
tometric one, with a last generation haematological system.
From here on, news and sophisticated laboratory investi-
gations can be performed using many sequential flow charts
and, time by time, different fields of Clinical Pathology
can be involved, so as flow cytometry, autoimmunity,
medical genetics, molecular biology and microbiology. In
this way, Laboratory Medicine, applying to the routine ac-
tivity the sophisticated analytic philosophies coming from
the today advanced scientific research, with remarkable
usefulness becomes a part of the data network built with
all the diagnostic disciplines implied on the whole study of
the neutropenic patients.

I granulociti neutrofili sono le principali cellule fagociti-
che responsabili, nell’organismo, della difesa da batteri e
miceti. La loro funzione, a differenza di quella delle pia-
strine e dei globuli rossi, si svolge nei tessuti periferici ed ¢
decisivo per il controllo delle infezioni. Prodotti nel mi-
dollo osseo, hanno un’emivita di circa 7 ore nel circolo
sanguigno.

Solo il 50 % dei neutrofili circolanti, tuttavia, ¢ rilevabile
nel sangue periferico, perché una sostanziale porzione, de-
finita marginata, rimane reversibilmente adesa all’endote-
lio. La marginazione spiega, in parte, la mancanza di infe-
zione in soggetti con grave diminuzione dei neutrofili cir-
colanti.

La neutropenia ¢ definita da una conta assoluta di neu-
trofili <1.500 /L

La sigla comunemente usata ANC (absolute neutrophil

count) ¢ equivalente alla conta totale dei leucociti per mi-
crolitro (ML) moltiplicata per la percentuale di neutrofili,
incluse le forme segmentate e a bastoncino (band cells)
riportata comunemente nella conta automatizzata. Per in-
dividui di origine europea, il limite al di sotto del quale si
patla di neutropenia ¢ circa 3.500/l alla nascita, ma dimi-
nuisce a 1.000/pl nei primi 6 mesi; aumenta a 1.500/l nel
primo anno e arriva a superare 1.800/ Ul dopo i 10 anni.
In certe popolazioni, quali quella Afro-Americana, Africa-
na ¢ Nera Beduina, il limite ¢ piu basso (<1.200/l); tale
situazione ¢ definita neutropenia etnica'.

Oggi, grazie all’utilizzo dei moderni contaglobuli che
eseguono di routine la conta differenziale dei globuli bian-
chi ¢ possibile una stima corretta dell’incidenza della neu-
tropenia: essa ¢ stata rilevata nel 2,5% di individui appa-
rentemente sani; ¢ di comune riscontro in molte malattie,
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piu rara ¢ invece una forma isolata, la cui incidenza ¢ pari a
circa 5-10 su 1 milione di esami per anno.

La neutropenia, sinonimo di granulocitopenia, differisce
dal concetto di agranulocitosi che implica una neutropenia
severa in cui la conta dei neutrofili ¢ <500/Hl. In accordo
con la WHO si possono definite quattro gradi di neutro-
penia:

- lieve: grado 1 con PMN >1000 ed <2000/ M,

- moderata: grado 2 con PMN >500 ed <1000/ pl,

- severa: grado 3 con PMN >100 e <500/ W,

- a rischio di vita: grado 4 con PMN<100/ HL

11 significato ¢ tuttavia influenzato dal contesto clinico:
una forma lieve o moderata ¢ normalmente reperibile in
corso di infezioni virali (es. mononucleosi, immunodefi-
cienza acquisita) e nelle malattie autoimmuni (es. Lupus
Eritematoso Sistemico); frequente ¢ il riscontro in corso di
malattie ematologiche e neoplastiche, in questo caso il gra-
do ¢ in stretto rapporto con la fase clinica della malattia e
ne puo influenzare il decorso.

Con neutropenia moderata o severa, segni e sintomi
come febbre, malessere, faringite o artralgie possono es-
sere manifestazioni di infezioni virali e/o piuttosto di ma-
lattie immunologiche/inflammatorie che sottendono alla
neutropenia, ma la possibilita di una grave o fatale sovrain-
fezione batterica da agenti opportunisti deve essere asso-
lutamente presa in considerazione. Sintomi meno specifici
che si accompagnano a neutropenia possono essetre costi-
tuiti da tosse, dispnea, diarrea, congestione nasale, prurito
vaginale, disuria**.

Inquadramento

Una distinzione delle neutropenie prevede forme congenite
e forme acquisite.

Le neutropenie congenite sono condizioni ematologi-
che ereditarie normalmente diagnosticate in eta neonatale
o infantile, spesso in occasione di seri eventi infettivi oppu-
re inquadrate in sindromi piu complesse. Le acquisite in-
cludono eziopatogenesi molteplici e possono presentarsi
in ogni eta. In questo gruppo sono comprese anche le for-
me immuni primarie (allo-immuni ed auto-immuni) e se-
condarie, quelle indotte da farmaci e la forma non immu-
ne idiopatica cronica dell’adulto, la post-infettiva e quella
da deficit nutrizionali

1 meccanismi patogenetict’ riconoscono diverse origini:

* Inadegnata produzione da parte del midollo osseo dovuta a
riduzione del numero di cellule staminali, sostituzione
del midollo osseo ed a granulocitopoiesi inetficace.

o Distrugione dovuta ai macrofagi midollari ed ad altre cellule del
sistema reticolo endoteliale.

* Sequestro splenico.

* Riduzione della durata di vita del pool circolante (ad es.: nelle
neutropenie autoimmuni).

o Alterata dismissione da parte del midollo osseo (ad es.: nella mie-
locatessi, mielodisplasia).

o Ridistribuzione nel sistema vascolare (ad es.: nelle prime fasi
dell’emodialisi).

* Rapida ridistribugione ai tessuti quando la dismissione midollare
non compensa adeguatamente le richieste (ad es.: nelle sepsi ne-
onatali).

Su queste basi funzionali ¢ stato possibile costruire una
classificazione cinetica utile nell'inquadramento sia diagno-
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stico che clinico delle varie forme di neutropenia (vedi

Tab. I)°.

Approccio diagnostico

In questo campo di applicazione il ruolo della Medicina
di Laboratorio ¢ cruciale; in particolare, attraverso le piu
recenti scoperte tecnologiche passate dal mondo della ri-
cerca all’applicazione routinaria, essa ¢ in grado di fornire
contributi scientifici importanti anche alle altre discipline
medico- diagnostiche nel percorso clinico dedicato al pa-
ziente, con risoluzione di problematiche e quesiti differen-
ziali spesso complicati.

La metodologia di approccio diagnostico nella neutro-
penia varia in relazione ai livelli di gravita, alle modalita e
tempi di insorgenza, acuta o cronica, ed all’eziopatogenesi.

I primo esame di laboratorio utilizzato ¢ 'emocromo
e, su questa base, si innestano in sequenza test pit comples-
si, risolutivi per la comprensione della patologia in atto.

I’emocromo ¢ imprescindibile nella definizione di neu-
tropenia, concorre all'inquadramento eziopatogenetico ed
alla classificazione, diventa necessario nel follow-up tera-
peutico e per la valutazione delle complicanze e del rischio
clinico.

11 percorso inizia con la conferma del dato strumentale
e prosegue considerando, in ogni singolo caso, il contesto
clinico in cui la neutropenia si presenta accertando fin dal-
Iinizio se trattasi di:

* Neutropenia isolata, costante o intermittente.
oppute

* Neutropenia associata ad altre condigioni (es.secondarie ad in-
fezioni, somministrazioni di farmaci, epatopatie croni-
che, deficit di B12 e Folati, malattie con ipersplenismo,
chemio/radioterapia, malattie ematologiche, patologie
su base immunologica, malattie oncologiche).

Questa distinzione ¢ molto importante perché da I'av-
vio a scenari diagnostici’”!" diversificati.

Considerando che molto spesso la diagnosi eziologica ¢
di presunzione, un quadro di orientamento piu chiaro si ha
integrando clinica e laboratorio'* attraverso il confronto
del dato analitico con I'anamnesi e 'esame obiettivo del
paziente al fine di capirne la patogenesi ed individuarne la
causa.

e La storia clinica, deve tener conto, innanzitutto dell’eta ed
evidenziare Petnia e la familiarita; deve essere definita I'in-
sorgenza come acuta o cronica (se superiore a 6 mesi).
Tra i dati anamnestici sono fondamentali le patologie
associate (neoplasie, collagenopatie, ipertiroidismi, pre-
senza di disturbi metabolici ecc.) come anche le infezioni
recidivanti, le abitudini di vita (assunzione cronica d’al-
cool), 'uso di farmaci ed esposizioni a sostanze tossiche
(es. antiblastici).

In questi ultimi casi la minuziosa raccolta dei dati con
attenzione alla tipologia, modalita e durata di sommini-
strazione diventa di vitale importanza al fine di identificare
la causa iatrogena e di evitare cosi 'eventuale insorgenza di
una grave agranulocitosi che rappresenta un’emergenza
medica®.

e Lesame obiettivo verifichera la presenza di splenomegalia,
epatomegalia, eventuali linfoadenopatie, artralgie, ecchi-
mosi, alterazioni dello stato nutrizionale, stati anoressici,
presenza, sedi e frequenza d’eventuali focolai infettivi,
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Tabella I. Classificazione cinetica delle neutropenie®.
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Neutropenie da Ridotta Produzione
Congenite

¢ Ciclica

¢ Croniche

¢ Sindrome di Kostmann

¢ Sindrome di Shwachman
¢ Sindrome di McKusick

* Associata a deficit di Ig
¢ Familiare

* Disgenesia reticolare

¢ Sindrome di Fanconi

¢ Discheratosi congenita

Acquisite
¢ Farmaci o sostanze tossiche
¢ Infezioni

¢ Infiltrazioni midollari

Neutropenie da Aumentata Perdita
Aumentata distruzione

* Neutropenie immuni associate a forme
sistemiche o isolate

¢ Farmaci

¢ Infezioni

Aumentato utilizzo

¢ Infezioni severe da Gram Negativi

Aumentato sequestro SRE
* Ipersplenismo

Neutropenie da Mielopoiesi Inefficace

* Mielocatessi
¢ Sindrome di Chediak-Higashi
* Deficit di Felati e Vitamina B12

Neutropenie da Aumentato Shift Marginale

¢ Pseudoneutropenie

Neutropenie da ridotta uscita dal pool di deposito

¢ Sindrome del Leucocita pigro

anormalita fenotipiche e accrescitive.

Accertata la neutropenia e precisato il grado e la durata,
i dati devono essere integrati con una valutazione micro-
scopica della morfologia cellulare. Gli esami di laborato-
rio necessari alla conferma dell’ipotesi diagnostica saranno
stabiliti, diversificati ed attivati secondo la severita della
neutropenia'*® e selezionati, in sequenza o contemporane-
amente, dalle informazioni cliniche.

Le indagini
In caso di neutropenia lieve persistente o moderata, (spesso do-

vuta a distruzione e/o marginazione dei polimotfonuclea-

ti), sara necessario eseguire:

* Indagini infettivologiche (causa di piu frequente riscon-
tro insieme alle terapie farmacologiche).

* Dosaggi di anticorpi antineutrofili, anticorpi anti-
nucleo(ANA)>1617,

* Esami concernenti la funzionalita epatica e renale.

Nei cast in cui la neutropenia assume le caratteristiche di
un aumentato grado di severita e/o di alterazioni su altre
linee cellulari, sara necessario inserire nel pannello dei test:
* Uno studio midollare per chiarirne la patogenesi anche

nel sospetto di patologie che provocano un’alterata pro-

duzione/dismissione cellulare (ad es. neoplasie, mielodi-

splasie).

In caso di neutropenia grave oltre ai test succitati, dovra es-
sere eseguito, sin dall’inizio:

* L agoaspirato midollare (morfologia, immunofenotipo,
cariotipo, coltura, valutazione delle riserve e del rischio
di AML/MDS) ed una eventuale biopsia osteo-midol-
lare.

L’orientamento diagnostico, se sono interessate piu li-

nee, vertera verso una forma di aplasia o leucemia acuta o
una forma di mielopoiesi inefficace’™?; se ¢ coinvolta solo
la linea granuloblastica potrebbe trattarsi di una forma
congenita, immunologica, tossica o ciclica: le ulteriori in-
dagini saranno guidate dalla storia clinica.

Nelle nentropenie associate a disturbi nutrigionali (stati anores-
sici, alcolisti cronici) e/o ad alterazione degli indici corpu-
scolari medi, sara importante valutare anche i livelli di vita-
mina B12 e di acido folico.

In caso 'anamnesi sia indicativa per sospetta zz.autoimmmnne
itest differenziati per patologia, saranno quelli relativi alla
ricerca di autoanticorpi (ENA, ds-DNA, ANCA, ER., anti
CCP, transglutaminasi).

Per lo studio delle neutropenie nei pagienti con inmunodeficien-
za sara necessario esaminare I’assetto immunologico® (Im-
munoglobuline sieriche, CIC, C3 e C4, sottopopolazioni
linfocitarie); nelle forme di neutropenia congenita con sintoni di
alterazioni funzional? di pit organi saranno fondamentali,
oltre alla valutazione dei polimorfonucleati, i parametri
emato-chimici implicati in diversi metabolismi quali:

* Hsami relativi alla funzionalita epatica e renale.
* Hsami relativi alla funzionalita pancreatica.
* Emogasanalisi, aminoacidemia e aminoaciduria.

Nelle forme di neutropenia congenita ed in alcune ac-
quisite ¢ oggl imprescindibile ai fini diagnostici e progno-
stici, esecuzione di esami di approfondimento quali i test
genetici.

In un paziente con una storia di neutropenia cronica, in
assenza di assunzione di farmaci o esposizione a sostanze
tossiche e negativita agli esami di laboratorio per sepsi,
malattie inflammatorie o autoimmuni, potrebbe porsi I'ipo-
tesi di una neutropenia stabile e benigna che comprende



RIMeL / 1JLaM 2007; 3 (Suppl.)

casi di neutropenia cronica idiopatica® e forme di pseu-
poneutropenie.

Esse, sia congenite quanto acquisite, si possono ritrovare
in qualsiasi eta e con severita variabile.

I percorso diagnostico nella valutazione delle neutrope-
nie ha dunque delle tappe obbligate attraverso un net-work
a cui devono giungere necessariamente informazioni an-
che da altre discipline per la valutazione del dato analitico
nel contesto clinico complessivo.

Le aree fondamentali della medicina di laboratorio di-
rettamente coinvolte sono:

o L’Ematologia di 1aboratorio.

o L Autoimmmunologia.

* Ia Genetica e la Medicina molecolare.
o L Infettivologia e la Microbiologia.

L'ematologia di Laboratorio

I test che fanno capo allo studio ematologico sono I’esa-
me emocromocitometrico, lo studio del midollo e la ti-
pizzazione immunofenotipica.

L'esame emocromocitometrico

Un accurato conteggio seguito da osservazione micro-
scopica per la valutazione morfologica delle cellule da co-
munemente inizio al percorso diagnostico;

Questo semplice test consente di definire la neutropenia
stabilendone i limiti in base al numero assoluto dei neutro-
fili, differenziato secondo le etnie, il sesso e Ieta.

La prima valutazione da fare ¢ verificare se la neutrope-
nia ¢ isolata o se sono presenti alterazioni di altri parametri
e nel contempo stabilirne la severita attraverso una gra-
duazione.

Tutto cio sottolinea inequivocabilmente il peso dell’ac-
curatezza e della precisione dei conteggi assoluti dei neu-
trofili derivanti dalle letture strumentali, nonché 'impor-
tanza della variabilita biologica per la valutazione clinica.

La conoscenza degli analizzatori, a tal fine, deve essere
totale, per comprendere specificita, sensibilita e significato
dei flags®.

La valutazione del dato strumentale

Al fine di ottenere un dato corretto ¢ indispensabile:
adottare procedure, nel laboratorio di ematologia, al pari
di linee guida condivise con i clinici, per il controllo di
tutte le fasi del processo analitico e per stabilire livelli
decisionali per approfondimenti diagnostici;

potre attenzione alle variabili preanalitiche riferite alle
condizioni del paziente al momento del prelievo, alla rac-
colta del sangue, alla conservazione del campione non-
ché alla presenza di coaguli o paraproteine che possono
inficiare i risultati dell’esame;

valutare eventuali errori dei conteggi dei globuli bianchi
causa di false neutropenie, non molto comuni ma co-
munque possibili. Alcuni di questi errori possono essere
evidenziati da allarmi pit o meno specifici oppure dal
rilievo di determinazioni improbabili nelle misure stru-
mentali®?. Altri erroti, dovuti ad esempio alla presenza
di agglutinine a freddo, possono essere svelati da misure
inverosimilmente alterate di parametri anche non leuco-
citari, quali MCV e MCHC. Si possono riscontrare, infi-
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ne, anomalie rispetto ai quadri comunemente registrati

su citogrammi ed istogrammi di distribuzione dei clu-

ster cellulari;

considerare eventuali errori da fattori interferenti con il

corretto conteggio dei neutrofili (ad es. 1 casi di iperbili-

rubinemia).

Le false nentropenie possono essere attribuite ad una serie

di cause quali:

* conservazione del campione a temperatura ambiente per
24h e/o lisi cellulare da sangue non fresco;

* aggregazione di leucociti e/o di piastrine dovuta ad an-
ticorpi, ad alterazioni delle membrane cellulari o alla pre-
senza di cellule neoplastiche portatrici di caratteristiche
anomale (aggregazione neutrofila anticorpo mediata, ag-
gregazione da mucine nell’adenocarcinoma, aggregazione
di cellule linfomatose o di plasmacellule neoplastiche);

* agglutinine a freddo;

* pseudoneutropenie rilevate da strumenti che utilizzano
la perossidasi leucocitaria per differenziare i neutrofili, in
caso di deficit di mieloperossidasi.

Nella nentropenia persistente attenta valutazione del dato
strumentale e della morfologia permette la prima impor-
tante distinzione tra forme isolate e quelle associate ad even-
tuali patologie.

Andranno pertanto sempre osservati:

* eventuali allarmi indicanti anomalie o precursori cellulari;

e alterazioni numeriche anche a carico delle altre popola-
zioni,

» indici cellulari quali il volume corpuscolare medio (MCV),
spia di una possibile riduzione di vitamina B12 ¢/o fola-
ti'"** da confermare con test specifici (metodi immu-
nometrici).

La riduzione di B12 ¢/ o folati pud causare anemia e neu-
tropenia da mielopoiesi inefficace con ipersegmentazione
dei neutrofili; neutropenia e megaloblastosi possono ri-
scontrarsi nei seguenti casi:
¢ deficit nutrizionali;

e difetti genetici di Folati, Cobalamina e Transcobalamina
II*' (neutropenia associata ad anemia ¢ trombocitope-
nia), la cui conferma ¢ appannaggio della genetica di
laboratorio;

* sindrome di Didmond (diabete insipido, mellito, atrofia
ottica e sordita).

Il follow-up

E’ importante ai fini diagnostici e prognostici, controlla-
re Pesame emocromocitometrico per un breve follow up
per valutare se la neutropenia ¢ transitoria o ciclica.

Sara anche qui il grado della neutropenia a stabilire la
frequenza dei controlli'*'**: dopo 4 settimane se i valoti
assoluti (v.a.) dei PMN sono >1000/pl e <1500 /L ripe-
tuti per 3 volte, dopo 7 giorni se 1 v.a. dei PMN sono
<1000/ L

L’andamento dei conteggi, ripetuti 2-3 volte alla setti-
mana (per un minimo di 6 settimane), con la ciclicita della
sintomatologia (es.infezioni, ulcere) potranno indirizzare la
diagnosi verso una neutropenia ciclica che dovra essere
confermata con lo studio della struttura del gene ELA 2.

Nella neutropenia insorta in paziente sottoposto a tera-
pie farmacologiche e/o con febbre la rivalutazione del-
Iemocromo va effettuata da 4 a 9 giorni dopo la sospensio-
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ne del medicamento e una volta a settimana per 6 settima-
ne dopo un’infezione recente. Tali conteggi saranno parti-
colarmente utili per differenziare le forme da farmaci e le
forme transitorie post-infettive in cui si verifica il ripristino
dei neutrofili da altre forme severe di diversa eziologia.

11 controllo esteso anche ai familiari e ripetuto durante
gli episodi febbrili, in pazienti con negativita al’anamnesi
per altre patologie permette di porre il sospetto diagnosti-
co di neutropenia cronica idiopatica™.

Bisogna considerare che i quadri dell’emocromo posso-
no cambiare in presenza di infezioni batteriche in grado di
apportare, se pur in forma ridotta, un incremento dei neu-
trofili e nelle forme di infestazioni parassitarie in cui si ac-
compagnano ad eosinofilie di vario grado.

Alcune forme di neutropenia severa possono associarsi
ad un aumento dei monociti, nel tentativo attuato dall’or-
ganismo di compensare, sia pure parzialmente, il deficit
presente nella fagocitosi; in questo caso i pazienti possono
non avere infezioni.

L'osservazione microscopica

E’ necessatia per la verifica di alterazioni morfologiche quali:
* Anomalie a carico della granulazione® (ad esempio, il gi-
gantismo dei granuli nella sindrome di Chediack-Higashi).
¢ Cellule displastiche con alterazioni morfologiche a livel-
lo citoplasmatico e nucleare, (nuclei tetraploidi, picnosi
gravi, ipersegmentazioni e/o iposegmentazione, posso-

no deporre per mielocatessi, o sottendere I'esistenza di

mielodisplasie®).

* Cellule parassitate (es. malaria).

Diventa insostituibile per confermare la presenza di cellule
progenitrici ematopoietiche: blasti, eritroblasti, larghi Lin-
fociti Granulati, che depongono per patologie ematologi-
che e richiedono un immediato approfondimento con I'esa-
me morfologico del midollo osseo.

Anche se ad oggi ¢ migliorata la performance strumen-
tale nella capacita di suggerirne la presenza attraverso allar-
mi di sospetto, conteggi specifici su canali dedicati, sofisti-
cati algoritmi elaborati da parte del software strumentale,
queste cellule necessitano ancora di verifica diretta da parte
dell’operatore.

L'esame del midollo osseo

I’esame del midollo osseo, in alcune forme di neutro-
penia (Np.) di grado lieve o moderato ¢ ritenuto discre-
zionale™; in particolare nella Np. cronica benigna nell’in-
fanzia, nella Np. benigna familiare, in quelle autoimmuni o
allo-immuni, nella farmaco-indotta e nella post infettiva
come anche in alcuni casi di ipersplenismo.

Invece lo studio morfologico del midollo osseo (mor-
fologia, fenotipo immunologico, cariotipo, colture) si im-
pone da subito:

* nelle forme di neutropenia grave;

* in tutte le citopenie severe nelle quali non sia giustificata la
riduzione dei valori assoluti;

nelle neutropenie in cui la valutazione completa dell’emo-
cromo ha fatto supporre la presenza di una patologia
ematologica; in tal caso, potra essere confermata una
patologia sospettata gia dallo studio della morfologia
cellulare sul sangue periferico;

* nelle forme isolate, ma persistenti oltre otto settimane.

RIMeL / 1JLaM 2007; 3 (Suppl.)

Sui preparati, osservati sia in panottica che con colora-
zioni citochimiche, deve essere sempre valutata:
¢ la cellularita;

* il rapporto leuco-eritrogenico;

* la progressione maturativa delle diverse setie cellulari con
particolare attenzione all’aumento o alla diminuzione dei
precursori mieloidi;

e il grado di riserve midollari.

Le informazioni che si desumono, consentono una di-
stinzione dei meccanismi patogenetici, spesso coesistenti,
delle neutropenie, con quadri midollari correlati alle fasi
della patologia in atto e variamente caratterizzati, da'"'

o Midollo normo-cellulare o con ipercellularita e arresti maturativi
di diversa entita dei precursori mieloidi, preminenti nelle
neutropenie da aumentata perdita, suddivise in Np. da au-
mentata distruzione (neutropenie immuni isolate o asso-
ciate, da farmaci o infezioni), da aumentato utilizzo (in-
fezioni gravi), da sequestro (ipersplenismo).

 Midollo normo-cellulare o con ipocellularita con diverso grado
di insufficienza midollare, possibili blocchi maturativi e
diminuzione delle riserve mieloidi, nelle neutropenie da
ridotta produzione distinte in congenite (cicliche e croni-
che), acquisite (farmaci, sostanze tossiche, infezioni, di-
sturbi nutrizionali) e Np. da mielopoiesi inefficace.

In patticolare®, nelle forme di nentropenia ciclica la motfolo-
gia del midollo osseo, mostra aspetti correlati alla fase cli-
nica della malattia. E” osservabile una ipoplasia con arresto
maturativo allo stadio di promielocita e mielocita, quando
si ¢ vicini al nadir dei neutrofili circolanti, ed un aspetto di
modesta iperplasia nella fase di recupero. Nella Neutropenia
Congenita Severa™*, 1o studio del cariotipo ¢ determinante
per rilevare anomalie cromosomiche clonali con alterata
elastasi leucocitaria. ’osservazione morfologica potra evi-
denziare alterazioni non gravi della cellularita globalmente
considerata. I disturbi maturativi sono a carico della serie
mieloide che mostra un’apoptosi accelerata, con basso rap-
porto mieloide/eritroide, forme post-mielocitiche scarsa-
mente rappresentate, iperplasia megacariocitaria e ipereo-
sinofilia ed un arresto maturativo allo stadio di promielo-
cita e mielocita. Atipie nucleari di diversa entita e degene-
razioni vacuolari citoplasmatiche sono presenti nei pro-
mielociti e mielociti. In questi pazienti si raccomanda di
ripetere, una volta I’'anno, 'esame midollare completo al
tine di verificare 'eventuale comparsa di anomalie, carat-
teristiche di condizioni preleucemiche. Nella mielocatessi si
evidenzia un incremento delle cellule nella fase band e seg-
mentate ma con i fenomeni degenerativi reperiti anche negli
elementi del sangue periferico. 1l deficit di dismissione da
parte del midollo ¢ condizionato da alterazioni funzionali
dei neutrofili.

Nelle neutropenie da carenga di B12 e folati, i1 midollo
presenta anomalie maturative caratteristiche quali la mor-
fologia megaloblastica, i metamielociti giganti e i granulo-
citi ipersegmentati.

Nella Sindrome di Felty (S.E)*', lo studio midollare ¢ neces-
sario soprattutto in considerazione della frequente associa-
zione con la leucemia a grandi linfociti granulari T (T-LGL).
La S.F. rappresenta una forma di Artrite Reumatoide con
impegno sistemico e vasculite; 'osservazione midollare puo
evidenziare una lieve ipercellularita con maturazione mie-
loide con moderata deviazione a sinistra della curva matu-
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rativa, ma anche occasionalmente una ipocellularita con
blocchi maturativi dei precursori mieloidi. Di conseguen-
za 1 progenitori cellulari possono o meno essere sufficien-
temente rappresentati, ma in entrambi i casi 1 neutrofili seg-
mentati o band sono scarsi. Cio suggerisce che la neutro-
penia ¢ il risultato sia di una distruzione periferica da im-
munocomplessi, che di una inibizione della granulocito-
poiesi legata a citochine proinfiammatorie e ad espansione
linfocitaria. Possono essere coinvolte anche le altre linee
cellulari eritroidi e megacariocitiche. La coltura midollare
dimostra una diminuzione di crescita delle colonie granu-
locitarie.

Nella lencemia T-1.GI', frequentemente associata a Sin-
drome di Felty (S.F), il midollo presenta un infiltrato di
cellule T con distribuzione interstiziale e sinusoidale ed una
prevalenza dei precursori mieloidi pit immaturi accanto a
splenomegalia, infezioni della pelle e dell’orofaringe. Di-
scriminante per la diagnosi differenziale con le forme reat-
tive sara 'immunofenotipo e studi di genetica, per i quali
saranno implicate altre aree della diagnostica del laborato-
rio.

Nella neutropenia indotta da farmaci gli aspetti midollari e la
giustificazione ad eseguire I’agoaspirato dipendono da va-
riabili, quali la farmacocinetica (tossicita diretta o immu-
no-mediata), la fase clinica del paziente, la presenza di pa-
tologie che ne possano incrementare la concentrazione (es.
insufficienza renale), il tempo di somministrazione e la ne-
cessita di valutazione delle riserve midollari. Possono esse-
re presenti aspetti fisiologici o ipercellularita con apparente
arresto maturativo™** dei precursori mieloidi dovuto alla
citodistruzione delle cellule degli stadi pit maturi quali il
mielocita, il metamielocita ed il granulocita, o ipoplasia
cellulare. In quest’ultimo caso prevarranno le cellule della
serie linfoplasmacellulare e macrofagiche. In corso di tera-
pie citotossiche anti tumorali si puo incorrere in quadri di
aplasia con una grave agranulocitosi che rappresenta una
emergenza a rischio di vita per il paziente. Nella fase di
ripresa la granulocitopoiesi puo subire un notevole incre-
mento tale da assumere anche aspetti leucemoidi, ponen-
do problemi di diagnosi differenziale che si risolvono con
il ripristino dei valori fisiologici dei neutrofili nel follow-
up.

Nelle neutropenie autoimmunt, nella cui diagnosi non sussiste
in genere la stretta necessita di ricorrere allo studio midol-
lare, si pud osservare un arresto maturativo con precurso-
ri mieloidi ancora chiaramente identificati, ma in assenza
degli elementi leucocitari pitt maturi. ’entita di tale arresto
mostra variabilita tra i pazienti dipendente dalla diversa
espressione nelle cellule (neutrofili e/o precursori mieloidi
immaturi) delle molecole bersaglio degli autoanticorpi.

Nelle neutropenie associate a patologie ematologiche le informa-
zioni derivanti dallo studio morfologico, immunofenoti-
pico e genetico del midollo consentono una diagnosi ezio-
logica e differenziale favorendo un corretto indirizzo tera-
peutico. Verra cosi evidenziata la presenza di cellule neo-
plastiche e la possibile sostituzione, patziale o totale, dei
progenitori fisiologici delle diverse linee cellulari.

Nell'approccio diagnostico alle nentropenie, quando la storia cli-
nica e le informazioni provenienti dalle diverse aree anali-
tiche non ne rilevano la causa, ¢ necessario eseguire, su
materiale midollare, ricerche approfondite, che vanno dal-
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I'immunofenotipizzazione, che contribuisce ad evidenzia-
re il grado di maturita, atipia e funzione degli elementi pre-
senti, allo studio del cariotipo per la presenza di eventuali
anomalie cromosomiche.

Risulta a volte utile per I'indirizzo terapeutico, anche quan-
do la diagnosi ¢ gia stata effettuata, allestire colture midollari
con i saggi clonogenici per la crescita di progenitori emo-
poietici, mentre nei casi di grave compromissione cellula-
te, la bigpsia ossea"” pud contribuire a chiarire quadti anche
complessi.

Essa si rendera necessaria quando ’agoaspirato mostre-
ra una “punctio sicca”, come nel caso della fibrosi che
spesso si accompagna a neoplasie anche solide di diverso
tipo o anche ad alcune malattie ematologiche maligne pri-
mitive, quali, ad esempio, la mielofibrosi e la leucemia a
cellule capellute. E’anche determinante per 'indirizzo pro-
gnostico che si avvale di informazioni derivanti dall’osser-
vazione microscopica come la posizione anomala dei pre-
cursori immaturi (es. ALIP nelle mielodisplasie) e lo studio
della cellularita e dell’entita dell’invasione midollare (es.
Leucemie Acute Mieloidi).

Infine le tecniche sopra descritte sono indispensabili nel
monitorare la comparsa di eventuali mutazioni leucemi-
che; a tal fine devono essere ripetute una volta 'anno.

Citofluorimetria ed immunofenotipo

L’analisi citofluorimetrica ¢ un presidio diagnostico, at-
tualmente della massima importanza nello studio delle neu-
tropenie, per verificare la presenza di anticorpi antineutro-
fili, per identificare la funzionalita cellulare attraverso la ri-
levazione di deficit enzimatici (ad es. mieloperossidasi), per
valutare la vitalita dei leucociti e studiarne le fasi di attiva-
zione, di maturazione ed apoptosi®.

I progressi tecnologici (hardware e software) di questa
metodica ne hanno consentito I'utilizzo in routine con pos-
sibilita di analisi multiparametriche e 'impiego di un nu-
mero sempre maggiore di fluorocromi legati ad anticorpi
monoclonali®.

I contributi forniti alla diagnostica ematologica, con la
opportunita di identificare piu antigeni coespressi sulla
membrana e nel citoplasma delle cellule, sono stati utilizza-
ti nella pratica clinica con risvolti di particolare importanza
per il follow-up del paziente.

Lo studio dell’immunofenotipo ¢ essenziale quando le
neutropenie si presentano in associazione con malattie
ematologiche per identificare sia i precursori mieloidi dei
neutrofili normali, immaturi e displastici quanto i cloni pro-
tagonisti della malattia, causa di eventuali neutropenie se-
condarie. L'utilizzo di pannelli di anticorpi quali MPO,
cyCD3, CD79a, CD13, CD33, CD10, CD19, CD2,
CD117, affiancati alla morfologia e alla citochimica con-
sentono uno screening di linea (mieloide, linfoide) delle
leucemie acute*.

In una storia clinica di disordini funzionali, i deficit di
MPO, oggi sono facilmente rilevabili tramite anticorpi
monoclonali.

La chemiotassi attualmente ¢ misurabile attraverso le
variazioni del segnale Foreward Scatter (FCS) causate dalle
modifiche di forma dei neutrofili che precedono la mi-
grazione leucocitaria. I disordini di adesione, fagocitosi e
opsonizzazione, sono identificabili con le differenze di
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concentrazioni degli antigeni di membrana, come nel defi-
cit del recettore beta 2 presente sulle cellule mieloidi
(CD11/CD18) importante per 'adesione e la migrazione
transendoteliale dei neutrofili.

L’ immunofenotipizzazione ¢ molto utilizzata per la dia-
gnosi differenziale tra le forme di neutropenia non immu-
ne e quelle su base immunologica in cui sono identificabili
anticorpi legati ai granulociti o liberi nel sangue®'.

Di piu recente introduzione ¢, infine, I'utilizzo del CD64,
come marker di attivazione dei granulociti, utile nello stu-
dio delle sepsi in quanto correla maggiormente con le fasi
di malattia e con altri marker in uso, quali la procalcitonina.
Tale recettore per I’'Fc delle IgG ¢ espresso a bassi livelli, in
condizioni fisiologiche, sui PMN, invece in corso di sepsi
la presenza di citochine infiammatorie quali interferon-y,
G-CSF e Interleuchina (IL6) ne incrementano I'espressio-
ne.

Un’applicazione particolare della metodica citofluorime-
trica risulta di notevole interesse nello studio dell’Emoglo-
binuria Parossistica Notturna (EPN). Questa patologia,
assimilata alle Sindromi Mielodisplastiche, si accompagna
a neutropenia e tipicamente mostra la mancata espressione
di CD55 e CD59 su eritrociti, piastrine e granulociti nel
sangue petiferico®.

Nelle neutropenie associate a Immunodeficienze Primi-
tive o Acquisite ed a ridotta produzione midollare ¢ im-
portante quantificare e monitorare sia i marcatori di su-
petficie dei linfociti quanto il rapporto helpet/suppressor
per il follow-up terapeutico e per la valutazione del grado
di severita. Sono da considerare indici di progressione di
malattia® l'inversione e la graduale riduzione di tale rap-
potto.

Nella neutropenia cronica idiopatica lo studio dei pro-
genitori midollari e della produzione di CFU-GM ha do-
cumentato una riduzione selettiva dei progenitori mieloidi
con fenotipo CD 34+ ¢ CD33- con un aumento dell’apop-
tosi e della produzione di TNF da parte delle cellule stro-
mali.

Nelle sindromi cliniche di neutropenia cronica associata
ad un aumento persistente in circolo di larghi linfociti gra-
nulari (LGL), si deve porre il sospetto diagnostico di espan-
sione LGL a tipo leucemico™**. Lo studio immunologi-
co dei recettori di membrana ha un ruolo insostituibile
nell’escludere le forme reattive e differenziare le forme di
leucemia ad LGL di derivazione dai natural killer (NK),
negative per il CD3, da quelle appartenenti alla linea T,
CD3 positive™. Tale distinzione ¢ importante per il decot-
so clinico della malattia, pit spesso cronico nella T-LGL e
acuto in quella di derivazione NK.

Nella leucemie T-LGL I'immunofenotipo caratteristico
mostra positivita per CD3, CD8, CD16, CD 57°".

Lo stesso fenotipo puo essere reperito sui linfociti, mol-
to spesso aumentati, sia a livello del sangue periferico che
midollare, in pazienti con Sindrome di Felty (S.IF).

L'autoimmunologia

Le neutropenie mediate da processi immunologici®* sono
distinte in:
* alloimmunt, se causate da incompatibilita materno-fetale o
da reazioni trasfusionali dovute a presenza di allo-anti-
corpi;
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o antormmuni (AIN) se legate alla presenza di autoanticorpi.
Le AIN sono definite primarie se non sono associate ad
altre anomalie immunologiche o ematologiche; secondarie
se la neutropenia rappresenta I'estensione di un disordine
quale una m.autoimmune, una patologia linfoproliferativa,
o quando risulta correlata ad infezioni, o utilizzo di farma-
peErey
La prima indagine da effettuare ¢ la ricerca degli anti-
corpi anti neutrofili, agenti causali delle neutropenie im-
muno-mediate: questi riconoscono quali molecole bersa-
glio, le glicoproteine espresse sulla superficie dei neutrofili
maturi.

Diversi sono i metodi per la loro determinazione, ma
nessuno di essi singolarmente copre lo spettro totale di
tutti i possibili anticorpi antineutrofili.

I test di identificazione™ sono: il GAT (granulocyte ag-
glutination test), test di agglutinazione; il GIFT (granulocyte
immunofluorescence test), test di immunofluorescenza di-
retto ed indiretto. I/ zest diretto utilizza 1 neutrofili del pa-
ziente, evidenziandone gli anticorpi adesi, tramite il legame
con sieri anti IgG umane fluorescinate. Il limite della pro-
cedura ¢ principalmente dovuto al ridotto numero dei
neutrofili. I/ fest indiretto (usualmente di maggior utilizzo)
ricerca gli anticorpi del paziente, legati a neutrofili eterolo-
ghi, tramite anti IgG umane fluorescinate. La fluorescenza
puo essere rilevata dall’ispezione diretta o dalla citofluori-
metria. In entrambi i metodi viene impiegata la glutaral-
deide per fissare i neutrofili allo scopo di evitare che la
loro naturale fluorescenza dia luogo ad eventuali falsi po-
sitivi’’.

I test sviluppati successivamente, utilizzano reazioni en-
zimatiche (ELISA) per evidenziare il legame tra gli anti-
corpi ed i neutrofili, sempre mediante anti [gG umane.

I principali limiti dei test sono, per il GAT, la tendenza
alla autoagglutinazione spontanea dei neutrofili e, per il
GIFT, la possibilita di falsi positivi dovuta ad immuno-
complessi legati ai recettori dei neutrofili ed alla possibile
presenza di allo-anticorpi.

11 MAIGA (monoclonal antibody specific immobiliza-
tion of granulocyte antigens) ¢ il test che ha permesso di
superare le difficolta metodologiche™. I neutrofili con an-
tigeni specifici sono incubati con il siero del paziente e con
anticorpi monoclonali diretti contro antigeni sulla superfi-
cie dei neutrofili; gli antigeni sono cosi isolati tramite ’affi-
nita su una colonna ricoperta di anti-mouse-IgG e testati
per la presenza di anticorpi umani. Questo test permette la
simultanea determinazione di anticorpi diretti contro una
varieta di antigeni.

Nel 1998 il Granulocyte Antigen Working Party dell’In-
ternational Society of Blood Trasfusion ha definito tra i
diversi antigeni specifici dei neutrofili quello maggiormen-
te implicato nei casi di neutropenia immuno-mediata. Si
tratta di Human Neutrofil Antigen (HNA-1), glicoprotei-
na modificata del FcgRIIIb (o CD 16)*77,

Tutti questi test sono ampiamente diffusi, ma risultano
ancora di difficile interpretazione per la notevole incidenza
di falsi positivi dovuti alla presenza di recettore Fc, special-
mente in presenza di alti livelli di anticorpi circolanti, ma
anche di falsi negativi da instabilita e bassa avidita di lega-
me dell'immunocomplesso formato da IgG con i recet-
tori Fegllb e FegllIb presenti sui neutrofili attivati.
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Altre problematiche sono legate alla fragilita dei neutro-
fili. A tal fine il secondo International Granulocyte Sierolo-
gy Workshop raccomanda, per la determinazione degli
anticorpi antineutrofili almeno due metodi, con la ripeti-
zione soprattutto se i test sono negativi ad un primo con-
trollo™.

Infatti per diagnosticare una forma di neutropenia cro-
nica idiopatica ¢ consigliabile ricercare gli autoanticorpi
antineutrofili 4 volte in un anno, mentre per quella alloim-
mune o autoimmune gli anticorpi dovranno risultare posi-
tivi in almeno due determinazioni®'”'"***"*. E’ da tener pre-
sente che, I'assenza di anticorpi non esclude la diagnosi di
neutropenia autoimmune in quanto essi possono agire solo
sui precursori immaturi dei neutrofili; invece la loro pre-
senza ¢ stata riscontrata nel 35% di casi diagnosticati come
idiopatici cronici. Nelle AIN secondarie, con positivita di
anticorpi antineutrofili, sara ancora una volta, la storia cli-
nica ad indirizzare le indagini nel campo delle malattie si-
stemiche autoimmuni e/o verso altri disordini immunolo-
gici che si verificano in corso di patologie infettive, emato-
logiche, neurologiche, assunzione di particolari farmaci e
nei trapianti.

Nell’ipotesi di una forma di neutropenia su base immu-
nologica'®", oltre agli anticorpi antineutrofili, alle proteine
inflammatorie quale la Proteina C Reattiva, agli immuno-
complessi circolanti, alle frazioni del complemento, vanno
sempre testati gli anticorpi antinucleo che, nel sospetto di
una malattia reumatica, rappresentano il reperto di labora-
torio fondamentale.

La determinazione deve essere effettuata con metodo
di immunofluorescenza indiretta (IFI), definendo anche il
quadro fluroscopico e il titolo.

Le piu frequenti Malattie Sistemiche implicate sono I’Ar-
trite Reumatoide (AR) e la Sindrome di Felty (S.E), che
rappresenta una forma di AR a maggior impegno siste-
mico, il Lupus Eritematoso Sistemico (LES), la Sindrome
di Sjogren (S.Sjogren), la granulomatosi di Wegener.

Come in tutte le patologie autoimmuni, la conferma dia-
gnostica segue 1 criteri classificativi previsti dall’American
College of Rheumatology (ACR) e si basa sul quadro cli-
nico e su reperti di laboratorio.

Nel sospetto di un LES"* accanto alla neutropenia,
linfopenia, ¢ presente una positivita per anticorpi antinu-
cleo (ANA), anti-ds-DNA, anti-Sm, anti-SSB (La); in circa
il 47% dei pazienti con diagnosi di LES ¢ presente una
neutropenia che ¢ raramente severa ma ¢ un ottimo indi-
catore di attivita della malattia;in questa patologia la neu-
tropenia ¢ stata recentemente correlata sia agli anticorpi
anti-RO/SSA che legano molecole di 64 kDa sulle mem-
brane citoplasmatiche dei neutrofili e fissano il comple-
mento che all’antigene La legato ad anticorpi antineutrofili.

Una revisione del’ACR ha aggiunto, come reperto dia-
gnostico importante, la positivita degli anticorpi anticar-
diolipina e del lupus anticoagulant per i criteri classificativi.

Nel sospetto di S.Sjogren sara effettuata, per conferma
di un ANA positivo con pattern speckled, la ricerca di
autoanticorpi anti-SS-A e SS-B.

La neutropenia ¢ raramente associata (meno del 3% di
casi) ad Artrite Reumatoide (RA); circa '1% di questi pa-
zienti sviluppa caratteristiche cliniche di S.F. quali spleno-
megalia, artrite deformante, leucopenia, vasculite. Il pan-
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nello dei test reumatologici da effettuare sara completato
in questo caso, dal fattore reumatoide (IgM), dagli anticor-
pi anticitrullina , ed anti-citoplasma dei neutrofili (ANCA).

Alcuni pazienti con S.F’! presentano nel sangue periferi-
co e midollare un elevato numero di LGL, che includono
le cellule T citotossiche attivate e le cellule Natural Killer e
che possono essere reattive, ma piu spesso (nel 25-33%
dei pazienti) clonali, dando origine alla Leucemia a LGL.

Tali patologie vengono considerate disordini di un uni-
co processo morboso.

In caso di Leucemia a LGL, la neutropenia, lieve o
moderata, con anemia ed epato-splenomegalia, insieme alla
comparsa in circolo delle caratteristiche cellule suggerira la
diagnosi, confermata dalle peculiarita immunofenotipiche
e dal riarrangiamento clonale del gene TCR.

Nel caso dai dati anamnestico-laboratoristici si sospetti
invece una Cirrosi Biliare Primitiva, gli autoanticorpi da
ricercare sono gli AMAZ2, discriminanti per la diagnosi.

Gli Anticorpi anticitoplasma dei neutrofili (ANCA), sono
diagnostici nell’ambito delle vasculiti come la granuloma-
tosi di Wegener.

La genetica e la medicina molecolare

Ulteriori importanti informazioni derivano dall’analisi
citogenetica® che si puo avvalere di tecniche di ibridizza-
zione fluorescente in situ (FISH) per la ricerca di alterazio-
ni cromosomiche in cellule in metafase ed interfase, dal-
I'analisi del DNA con I'utilizzo di tecniche di biologia
molecolare del tipo Southern blot o polymerase chain re-
action (PCR) e dall’esame del’RNA con trascrittasi inversa
(RT-PCR).

Lo scopo di tali indagini ¢ quello di evidenziare anoma-
lie strutturali dei cromosomi tipiche di neoplasie ematolo-
giche con severe neutropenie e monitorare la comparsa di
alterazioni nuove quali:

* la traslocazione (t 15;17) e/o PML-RAR a che si associa
alla Leucemia Acuta M3, vera emergenza ematologica,
che puo esordire con grave granulocitopenia;

* i riarrangiamenti genici che determinano alterazioni di
recettori quali quelli per il G-CSF;

e il riarrangiamento dei geni per il recettore TCR dei gran-
di linfociti granulari nella leucemia T-LGL;

* la presenza di eventuali mutazioni sul gene FAS.

Queste informazioni saranno essenziali, non solo per la
comprensione dei meccanismi fisiopatologici, ma soprat-
tutto ai fini prognostici e terapeutici.

Nella Neutropenia Congenita Severa**® le mutazioni di-
mostrate sono a carico degli esoni 2, 3, 4, 5 ¢ del gene
ELAZ2; altre mutazioni sono state, nel corso degli anni, as-
sociate a questa forma di neutropenia ma hanno un signi-
ficato ancora incerto. La mutazione a carico del gene che
codifica per il recettore del G-CSE, a volte riscontrata in
questa forma, sembra invece essere implicata nella sua evo-
luzione verso una leucemia acuta.

Nella maggioranza dei casi di neutropenia congenita se-
vera, sia la struttura dei cromosomi che del recettore per il
G-CSF presente sulla membrana dei granulociti, necessa-
rio per la trasmissione alla cellula di segnali di maturazione,
divisione e per I'incremento delle sue specifiche funzioni,
possono non evidenziare anomalie.

La loro valutazione al momento della conferma dia-
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gnostica ed il loro monitoraggio nel tempo, una volta 'an-
no, sono necessari per controllare 'eventuale comparsa di
nuove alterazioni, segno di possibile evoluzione leucemica;
ad esempio alterazioni strutturali, come la perdita di alcuni
cromosomi che possono portare alla monosomia del cro-
mosoma 7, sono da considerare una condizione preleuce-
mica.

L’anomalia genetica nella Neutropenia Ciclica ¢, nella
maggior parte dei casi, una mutazione germ-line del-
IPELA2*, gene che codifica per una elastasi neutrofila sin-
tetizzata nella fase di promielocita e promonocita ed im-
magazzinata nei granuli primari. Sebbene si tratti di un di-
sordine benigno, circa il 10% dei pazienti ¢ a rischio di
morte per complicanze infettivologiche durante la fase
neutropenica, per cui si evince I'importanza di un chiaro
inquadramento diagnostico.

Nella Sindrome di Shwachman il gene responsabile
SBDS ¢ stato localizzato lungo il braccio del cromosoma
7 alla fine del 2002.

Nella malattia di Chediak-Higashi le ricerche genetiche
possono rilevare mutazioni a carico del gene CHS1 che
codifica per una proteina determinante nella funzione dei
lisosomi.

Test funzionali

In pazienti in eta pediatrica, con disturbi metabolici e
neutropenie severe, la diagnostica si dovra avvalere neces-
sariamente delle informazioni provenienti da una rete cli-
nico-anamnestica.

Uno scarso accrescimento accompagnato da epatosple-
nomegalia e/o il comparire di disturbi neurologici inditiz-
zeranno il percorso diagnostico da intraprendere nell’am-
bito delle patologie da dismetabolismo.

I test piu appropriati da eseguire, sia per la diagnosi che
nel follow-up, sono quelli relativi allo studio di funzionalita
di organo, le ricerche dei deficit enzimatici e 'equilibrio
acido-base.

I piccoli pazienti con sindrome di Shwachman, accanto
alle anomalie ematologiche, ed insufficienza pancreatica,
mostrano alterazioni epatiche, ritardi di crescita e psico-
motorti.

L’insufficienza pancreatica, puo essere identificata con
test indiretti di funzionalita pancreatica (misura della stea-
torrea, dosaggio degli enzimi pancreatici sierici quali ami-
lasi e lipasi e determinazione della chimotripsina fecale).

Nei neonati o nei bambini molto piccoli una neutrope-
nia associata ad ipoglicemia e/o anormalita neurologiche,
possono rivelare la presenza di disordini del metabolismo
(malattie da accumulo, Sindrome di Barth, iperglicemia,
tirosinemia o una acidosi metabolica). In tali patologie la
valutazione citofluorimetrica del’immunta cellulare al pari
delle determinazioni delle Immunoglobuline IgG, IgA e
IgM puo dare un contributo alla diagnosi di una forma
associata ad anormalita immunologiche ed al trattamento
da attuare.

Altri test quali il dosaggio di citochine circolant®*! (G-
CSE, GM-CSF e M-CSF) sono utili per la valutazione del-
Pattivita granulopoietica.

L'infettivologia e la microbiologia

11 paziente neutropenico puo presentare o meno episodi
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febbrili dipendenti da agenti pirogeni di origine infettivi e
non (citochine, tossine, reazioni autoimmuni, prodotti di
tessuto tumorali), spesso coesistenti nelle diverse fasi del
processo morboso.

La realta clinica in cui la neutropenia puo essere inqua-
drata e che guidera il percorso diagnostico infettivologico
distingue quindi due scenati maggiori**:

* il paziente febbrile con neutropenia non severa associata
ad un processo infettivo;

* il paziente con grave neutropenia ad insorgenza acuta ed
infezioni cutanee e mucosali.

Nel primo caso, le indagini, selezionate dalla storia clini-
ca, prevedono la ricerca dei pitt comuni agenti virali e bat-
terici che presentano tra i sintomi anche la neutropenia.

I test da eseguire prevedono la ricerca degli agenti ezio-
logici in ambito virologico, batteriologico e parassitologi-
co con l'utilizzo di tecnologie immunoenzimatiche, coltu-
rali e/o molecolati o della traccia della loro presenza attra-
verso I'evidenza degli anticorpi specifici.

Le pit comuni malattie infettive di origine virale correla-
te a neutropenia sono:

Rosolia, Mononucleosi, Malattia erpetica (HSV), Paroti-
te, Epatite, infezione da Citomegalovirus (CMV), Adeno-
virus, Parvovirus, HIV.

Nell’ambito delle infezioni batteriche si riscontrano piu
frequentemente: Salmonellosi, Shigellosi, Brucellosi, Ricket-
tiosi, Tubercolosi, infezioni da Stafilococco Autreo.

Le infestazioni parassitarie quali il Kala Azar e la Malaria
si associano in genere a neutropenia con eosinofilia.

Talvolta, una insospettata Leishmania puo essere eviden-
ziata anche per caso, in uno striscio midollare eseguito per
neutropenia ingravescente, in cellule parassitate del sistema
monocito-macrofagico e granulocitico.

E’ necessario ripetere un emocromo di controllo 3 o 4
settimane dopo I'episodio infettivo al fine di verificare il
ripristino dei valori dei neutrofili e confermare la transito-
rieta dell’episodio.

Nel secondo caso, paziente con neutropenia grave (o
moderata ma in rapida discesa), ad insorgenza acuta e
manifestazioni cliniche severe, occorre indagare che essa
non sia una conseguenza di altre patologie quali leucemia
acuta o una agranulocitosi dovuta ad intossicazione far-
macologica. Tali situazioni rappresentano una emergenza
con rischio di vita per grave compromissione midollare.
In questi casi, una scrupolosa anamnesi, con un esame
morfologico del sangue periferico e del midollo potranno
evidenziare la presenza o meno di cloni patologici o ipo-
plasie e blocchi di maturazione.

Nel caso in cui una neutropenia si sviluppa in pazienti
immunodepressi come quelli sottoposti a chemio/radio-
terapia, oltre al controllo dei test relativi alla funzionalita
dei vari organi (coagulazione,rene, fegato, ecc.) le ricerche
diagnostiche, dovranno essere indirizzate anche verso agenti
responsabili di infezioni opportunistiche quali Candida,
Aspergillus, Streptococco pyogenes, Enterococco, Stafi-
lococco coagulasi negativi, Micobatteri atipici, batteri Gram
negativi.

Rispetto alle sedi di infezione dell’organismo 1 micror-
ganismi di piti comune riscontro sono:

* tratto respiratorio superiore: Streptococco, Anaerobi,

Herpes Simplex, Lieviti;
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* tratto respiratorio inferiore: Batteri Gram negativi, Strep-
tococco, Miceti, Mycobacterium tubercolosis, Citome-
galovirus, Pmeumocistis carinii;

* cute e mucose: Streptococco, Stafilococco;

* tratto gastroenterico: Anaerobi e Batteri Gram-negativi.
I’Associazione Italiana di Ematologia ed Oncologia

Pediatrica (AIEOP) ha formulato delle linee guida per il

paziente neutropenico che per la sua malattia di base po-

trebbe sviluppare delle complicanze.

Secondo tale studio, la valutazione infettivologica do-
vrebbe essere effettuata gia dall’inizio con le seguenti inda-
gini di laboratorio: anticorpi anti HSV, CMV, VZV, EBV,
HBYV, HCV, coprocoltura per Salmonella.

In questi pazienti, con I'insorgere della febbre, prima della
terapia antibiotica ¢ necessario eseguire esami colturali quali:
¢ almeno due emocolture;

* un tampone faringeo;

e un’urinocoltura;

* colture di qualsiasi sito sospetto per infezione (coprocol-
tura, liquort, espettorato, aspirati da lesioni cutanee, ecc.).
La valutazione degli indici di flogosi puo essere utile per

seguire il decorso cosi come per distinguere meglio pro-

cessi infettivi da quelli che non lo sono e viene effettuata
attraverso la rilevazione delle proteine e citochine proin-
fiammatorie che vanno dai dosaggi della proteina C Reat-

tiva, alla determinazione delle intetleuchine 11.6, 11.12, 11.14,

IL16 ed del Tumor Necrosis Factor (TNF). La procalci-

tonina al pari del gia citato CD 64, ¢ uno dei marcatori

importanti perché ben correla con le fasi della malattia,
soprattutto in corso di sepsi.

Il laboratorio nella valutazione e nella
sorveglianza del rischio di complicanze

11 paziente neutropenico deve essere mantenuto sempre
al centro della rete diagnostico-clinica®.

La problematica clinica correlata strettamente con il gra-
do di neutropenia ¢ il rischio infettivologico che sara rile-
vato, classificato e monitorato attraverso il conteggio dei
granulociti neutrofili.

I vari gradi di severita delle neutropenie stabiliscono quin-
di il livello del rischio per il paziente.

Una neutropenia lieve, con neutrofili con valori assoluti
(v.a.) >1000 <1500/, definisce il rischio non significativo
ed il paziente puo essere seguito in ambulatorio. In una
neutropenia moderata, (v.a >500 <1000/pl), il rischio &
ritenuto lieve anche se con febbre e segni di infezione.

In caso di neutropenia grave o severa (v.a. neutrofili
=/<a500/Wl) il rischio di infezione diventa significativo,
tale che il paziente deve essere ospedalizzato e trattato con
terapia farmacologica®.

Infine il rischio di complicanze ¢ notevolmente aumen-
tato quando 1 valori assoluti dei neutrofili sono inferiori a
200/l In questi casi, il paziente va comunque curato in
ambiente ospedaliero anche se i segni di infezione posso-
N0 non essere presenti o essere rappresentati in forma lie-
ve.

Nei soggetti sani, quindi, il rischio infettivo ¢ irrilevante
fino a quando la conta dei neutrofili non ¢ inferiore a (v.a.)
500/l ma in soggetti defedati, nei neonati, negli alcolisti
la cui riserva di neutrofili ¢ limitata, il rischio infettivo ¢
maggiore. Allo stesso modo in altre situazioni di immu-
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nodeficienza (malattie linfoproliferative, immunodeficien-
ze acquisite o congenite, diabete e insufficienza renale) an-
che una neutropenia lieve o moderata determina un note-
vole incremento del rischio infettivo.

La presenza di fattori di comorbidita, quindi, trasfor-
ma, a parita di conteggi dei neutrofili i pazienti da basso
ad alto rischio mentre una monocitosi produce un effetto
opposto.

In conclusione, la problematica inerente alla diagnosi, al
follow-up, alla terapia del paziente neutropenico, ruota at-
torno ad un semplice esame quale 'emocromo, pur inqua-
drato in una fitta rete di interscambi di informazioni.

Per garantire una corretta valutazione del dato strumen-
tale, sono indispensabili una buona qualita del materiale da
esaminare e la precisione dei conteggi, specialmente a li-
velli critici finalizzati ad un puntuale governo clinico*. I
concetti fondamentali della Medicina di Laboratorio quali
appropriatezza, accuratezza, precisione e condivisione dei
percorsi diagnostici, necessitano di una adeguata integra-
zione tra clinica e laboratorio, condizione indispensabile
per P'affidabilita e plausibilita dei dati forniti*®.

Anche se oggi i risultati del Laboratorio costituiscono
uno dei presidi essenziali su cui si basa una corretta dia-
gnosi, essi possono essere utilizzati al meglio solo se com-
pletati con le informazioni provenienti dalle altre discipline
diagnostiche proprio come un classico pensiero di Pascal
a cui tutti dovremmo tendere per rendere piu efficace la
nostra ricerca: “Molti sono gli itinerari,diverse le vie, forse
sentieri sconnessi, irti, difficili da seguire ma insieme riusci-
remo ad avvicinarci alla verita” B. Pascal.
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