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RESUMO

Introducado: A contagem diferencial dos leucécitos dos analisadores hematolégicos
automatizados é mais precisa do que a microscopia Optica devido a contagem de um
ndamero maior de células. Porém, em amostras alteradas, a microscopia é padrao de
referéncia. A analise da distensdo sanguinea vem sendo substituida pelos resultados
automatizados, restringindo a revisdo da lamina apenas para amostras com alarmes (flags)
emitidos pelos equipamentos e por critérios estabelecidos pelo laboratério. Com o uso dos
analisadores automatizados os laboratérios aumentaram sua capacidade produtiva, uma
vez que estes analisadores permitem uma analise mais rapida, precisa, reprodutivel e com
mais parametros do que os métodos manuais. Objetivo: Determinar a confiabilidade e a
acuracia dos analisadores hematologicos, utilizados no laboratério do Instituto Nacional de
Cancer (INCA), Sysmex XN-3000 e Coulter LH 750 para avaliagdo quantitativa e qualitativa
do hemograma. Métodos: A concordancia dos parametros quantitativos da série vermelha
e branca e plaquetas obtidos pelos dois analisadores foi avaliada por meio de graficos de
Bland-Altman e pelo coeficiente de correlagao intraclasse (CCl), também utilizado para
avaliar a concordancia entre os dois microscopistas. A correlagdo entre os alarmes dos dois
analisadores automatizados e a microscopia foi estimada pelo kappa simples. Para avaliar a
acuracia dos flags morfolégicos, foram calculadas as sensibilidades, especificidades,
eficiéncias (acuracia total), valores preditivos e razdes de verossimilhanca. Resultados: Os
analisadores tiveram alta concordancia entre eles de forma geral (CCl >0,90), exceto
concentragdo de hemoglobina corpuscular media (0,72), mondcitos (0,89), baséfilos (0,03) e
eritroblastos (0,65). O analisador Sysmex XN-3000 apresentou melhor correlagdo com a
microscopia para eritroblastos (0,89) e basoéfilos (0,32). Em relagdo aos flags os
analisadores apresentaram uma baixa concordancia entre eles, o Sysmex XN apresentou
melhores sensibilidades para os alarmes de blastos (81,8), granuldcitos imaturos (75,6) e
linfécitos atipicos (50,0), e sensibilidadepara bastdes de 55,2, semelhante ao Coulter(60,1).
Conclus6es: Em relagdo aos parametros quantitativos, os analisadores possuem
desempenho comparavel. O analisador Sysmex XN-3000 é melhor na geracao dos alarmes
morfolégicos e na correlagdo com a microscopia para basofilos e eritroblastos. Sugerimos
0 ajuste da sensibilidade do flag de linfécitos atipicos do Sysmex XN-3000 a fim de reduzir a
taxa de falsos positivos, e do flag de blastos do Coulter LH 750 para aumentar os
verdadeiros positivos. Propusemos critérios para liberagdo automaatica direta dos
hemogramas no setor de Laboratério de Patologia Clinica do INCA.

Palavras-chave: Hemograma, Sysmex XN-3000, Coulter LH 750, acuracia, correlacao,
alarmes.
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ABSTRACT

Introduction: Differential counting of leukocytes from automated haematological analyzers
is more accurate than optical microscopy due to the counting of a larger number of cells.
However, in altered samples, microscopy is a reference standard. The analysis of the blood
distension has been replaced by the automated results, restricting the revision of the slide
only to samples with flags emitted by the equipment and by criteria established by the
laboratory. With the use of automated analyzers the laboratories have increased their
productive capacity, since these analyzers allow a faster, accurate, reproducible and with
more parameters analysis than the manual methods.Objective: To determine the reliability
and accuracy of hematological analyzers used in the National Cancer Institute (INCA),
Sysmex XN-3000 and Coulter LH 750 for quantitative and qualitative evaluation of the
hemogram. Methods: The agreement of the quantitative parameters of the red and white
series and platelets obtained by the two analyzers was evaluated by means of Bland-Altman
plots and by the intraclass correlation coefficient, also used to evaluate the agreement
between the two microscopists. The correlation between the alarms of the two automated
analyzers and the microscopy was estimated by the simple kappa. To evaluate the accuracy
of the morphological flags, sensitivity, specificities, efficiencies (total accuracy), predictive
values and likelihood ratios were calculated. Results: The analyzers had good agreement
among them in general. The Sysmex XN-3000 analyzer presented better correlation with
microscopy for erythroblasts and basophils. In relation to the flags the analyzers presented a
low agreement among them, the Sysmex XN presented better sensitivities for the alarms of
blasts, immature granulocytes and atypical lymphocytes, and Coulter-like sensitivity for
bands. Conclusions: Regarding the quantitative parameters, the analyzers have
comparable performance. The Sysmex XN-3000 analyzer is better at generating
morphological alarms and correlating with microscopy for basophils and erythroblasts. We
suggest adjusting the sensitivity of the atypical lymphocyte flag of the Sysmex XN-3000 in
order to reduce the rate of false positives and the blasts flag of the Coulter LH 750 to
increase the true positives. We proposed criteria for direct automatic release of hemograms
in the Laboratory of Clinical Pathology sector of INCA.

Key words: Hemogram, Sysmex XN-3000, Coulter LH 750, acuracy, correlation, flags.
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1 INTRODUCAO

Durante as Uultimas décadas ocorreu um grande avanco tecnolégico na
automacao do hemograma. Os atuais analisadores hematol6gicos automatizados
(ou contadores eletrdnicos) fornecem paréametros na realizagdo do hemograma de
série vermelha, branca e plaquetas, com contagem diferencial de leucécitos em trés,
cinco ou mais partes. Além disso, os analisadores oferecem parametros que nao
podem ser obtidos manualmente, como o RDW (distribuicdo das hemacias por
volume), um indice que avalia a presenca de anisocitose; os indices PDW
(amplitude de distribuicao das plaquetas) e MPV (volume médio plaquetario) para
avaliacao plaquetaria e, em alguns modelos, o FPI (fracdo de plaquetas imaturas).
Este Ultimo parédmetro permite uma avaliagdo precoce da resposta medular
evitando, desta forma, transfusées de plaquetas desnecessarias (MARTINHO, 2012;
SILVA et. al., 2015).

Os analisadores automatizados estdo substituindo totalmente os métodos
manuais na realizacdo do hemograma em laboratérios de médio e grande porte,
com excecao da contagem diferencial de leucdocitos e, em alguns casos, de
contagem de plaquetas. Os laboratérios aumentaram sua capacidade produtiva,
uma vez que os analisadores automatizados permitem uma analise mais rapida,
precisa, reprodutivel e com mais parametros do que os métodos manuais (SILVA et.
al., 2015).

Diversos estudos mostram que, em amostras normais (sem alteracdes
significativas nas trés séries hematoldgicas), o desempenho analitico da maioria dos
analisadores hematoldgicos é altamente satisfatério com diferencas minimas entre
os diferentes equipamentos (BUTTARELLO, 2008; KANG et. al., 2008).

A contagem diferencial dos leucécitos através dos analisadores
hematolégicos € mais precisa do que a analise manual através da microscopia
Optica, devido a contagem de um numero muito maior de células do que por
microscopia (MARTINHO, 2012). A realizacdo da contagem diferencial leucocitaria

através da contagem de 100 células por microscopia Optica apresenta trés tipos de
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erros: um erro estatistico, um erro produzido pela distribuicao desigual das células
na distensdo sanguinea e um erro na identificacdo das células relacionado com a
subjetividade do observador. O erro mais importante € o erro estatistico, uma vez
que a variacao estatistica ocorre devido a pequena quantidade de células contadas,
0 que leva a baixa reprodutibilidade nas contagens diferenciais manuais. Entretanto,
em amostras alteradas, a microscopia éptica é o método de referéncia. Somente
através da microscopia € possivel: escalonar os neutrofilos em segmentados,
bastées, metamieldcitos, mielécitos e promieldcitos; verificar a presenca de
alteracoes displasicas nos leucocitos como granulagdes toxicas, corpos de Ddhle,
hipo e hipersegmentacdo dos neutrofilos; descrever os linfocitos atipicos e a
morfologia dos blastos (BUTTARELLO, 2008; MARTINHO, 2012).

Os analisadores hematoldgicos emitem alarmes (flags) na presenca de
células que normalmente ndo sao encontradas no sangue periférico, como blastos,
linfocitos atipicos e neutrofilos imaturos, alteragbes nas séries vermelhas e
plaguetas, e, alteragcdes na amostra. A analise da distensdo sanguinea vem sendo
substituida pelos resultados automatizados, restringindo a revisao da Iamina apenas
para amostras com alarmes emitidos pelos equipamentos. Dessa forma, pode-se
diminuir os custos com as confecgdes das laminas e reduzir o tempo de liberacao
dos resultados. Porém grande parte dos alarmes gerados sao falso-positivos,
comprometendo a rotina laboratorial (BRIGGS, 2011; FAILACE, 2009; HAWKER,
2002; PIERRE, 2002).

O Setor de Hematologia do Laboratério de Patologia Clinica do Hospital do
Céancer | (HCI) do Instituto Nacional de Cancer (INCA) conta atualmente com os
analisadores hematolégicos Coulter LH 750 (Beckman, Brea, Califérnia) e Sysmex
XN-3000 (Sysmex Corporation, Kobe, Japan) que processam em media 110 e 200
hemogramas/ hora respectivamente, utilizando as tecnologias de impedancia e
citometria de fluxo fluorescente (FERNANDEZ, 2011; SYSMEX, 2015).

O analisador Coulter LH 750 realiza a contagem dos eritrocitos, dosagem de
hemoglobina, determinagdo dos indices eritrocitarios e plaquetarios, contagem de
plaquetas, contagem total de leucdcitos, contagem diferencial de leucocitos,
contagem de eritroblastos e reticuldcitos e fragdo de reticuldcitos imaturos. A
contagem total de leucécitos € corrigida automaticamente na presenca de

interferentes, tais como eritroblastos, plaquetas gigantes, grumos plaquetarios,
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eritrécitos nao lisados ou seus fragmentos (FERNANDEZ, 2001). Em um estudo
comparando os analisadores hematolégicos CELL DYN Sapphire, ADVIA 120,
Coulter LH 750 e Sysmex XE-2100, a sensibilidade para a contagem diferencial do
Coulter LH 750 foi de 94,9% e eficiéncia de 84,1%. A sensibilidade dos flags
morfolégicos de blastos, granulécitos imaturos e/ou desvio a esquerda, linfocitos
atipicos e eritroblastos foram 63,6%, 52,2%, 0% e 75%, respectivamente, e a
eficiéncia desses flags foram 95,8%, 88,8%, 94,7% e 95,8% respectivamente
(KANG, 2008).

O analisador Sysmex XN-3000 realiza a contagem de granulécitos imaturos
(compreende a soma dos metamielécitos, mieldcitos e promielécitos), e fragdo de
plaquetas imaturas (FPI), além das contagens realizadas pelo Coulter LH 750. Esse
equipamento demonstrou uma sensibilidade de 81% e especificidade de 98% na
contagem de eritroblastos; sensibilidade de 97% e especificidade de 54% na
deteccéao de linfocitos atipicos; sensibilidade de 100% e especificidade de 96% na
deteccao de blastos; e sensibilidade de 88% e especificidade de 84% na deteccao
de granulécitos imaturos (HOTTON, 2013).

Os analisadores Coulter LH 750 e XN-3000 oferecem alarmes com
sensibilidades ajustaveis. Baseado na populagcédo de pacientes atendidos, qualquer
laboratério pode introduzir seus critérios ou usar os critérios ja estabelecidos pelo
fabricante. Com o estudo da acuracia dos flags, pode-se solicitar alteracdo das
configuragcdes dos analisadores, podendo diminuir a necessidade das revisdes de
laminas na rotina laboratorial (BRIGGS, 2012; FERNANDEZ, 2001).

Esse estudo visa contribuir com os ja existentes sobre a acuracia e
confiabilidade dos analisadores Coulter LH 750 e Sysmex XN-3000, propor
recomendacdes para liberagdo direta do hemograma (sem analise microscopica) e
propor alteragdes das configuragdes desses analisadores, se necessario.
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2 REVISAO DA LITERATURA

21 HEMOGRAMA

O hemograma € um dos exames mais solicitados por todas as especialidades
médicas devido a diversidade de informagdes fornecidas. Este exame consiste em
um conjunto de testes que estabelece aspectos quantitativos e qualitativos dos
eritrécitos, leucécitos e plaquetas. Dessa forma, fornece informagcdes sobre a
presengca e o tipo de anemia, condicdo imunoldgica, presenca de infecgoes,
doencas hematologicas e alteracdo da coagulagdo. O hemograma constitui um
coadjuvante de extrema importdncia no acompanhamento de quimioterapia e
radioterapia, no diagnostico e controle evolutivo das doencgas infecciosas e das
emergéncias médicas. O hemograma é composto pelo eritrograma, leucograma e
plaguetograma (FAILACE et al., 2009).

O eritrograma é a secao do hemograma que avalia o perfil hematol6gico da
série vermelha no sangue periférico, ou seja, analisa os eritrécitos (hemécias). E
constituido pelos parametros quantitativos e pela avaliagdo da morfologia dos
eritrécitos. Os principais parametros quantitativos avaliados nessa etapa do
hemograma sao: contagem de eritrécitos (RBC), dosagem de hemoglobina (HgB),
hematocrito (Htc), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular
média (HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM). Esses
trés Ultimos parametros (VCM, HCM e CHCM) sao denominados indices
hematimétricos, e sdo calculados ou obtidos pela andlise dos valores primarios
(RBC, HgB e Htc). A avaliagdo morfolégica é feita em relacdo ao tamanho das
hemacias (microcitose, normocitose e macrocitose), alteracbes na forma ou
poiquilocitose (hemacias “em alvo”, drepandcitos, esferécitos e outras), conteudo de
hemoglobina (normocromia e hipocromia), inclusdes citoplasmaticas (pontilhado
basofilo, corpusculo de Howel Jolly) e distribuicdo das hemécias nas distensdes
sanguineas (aglutinacdo ou rouleaux) (FAILACE et al.,, 2009; OLIVEIRA 2007,
MARTINHO, 2012).
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O leucograma avalia a série branca, ou seja, os leucdcitos no sangue
periférico. E constituido pelas contagens global (total de leucécitos na amostra) e
diferencial de leucdcitos (quantidade relativa dos diferentes tipos celulares), e pela a
analise das suas alteracbes morfolégicas (granulacdes tbxicas, vacuolizacao
citoplasmaticas, hipersegmentagdo dos neutréfilos, atipia linfocitaria, corpusculo de
Déhle) (FAILACE et al., 2009; OLIVEIRA 2007; MARTINHO, 2012).

O plaquetograma engloba a contagem de plaquetas, a avaliacdo da sua
morfologia (macroplaquetas, plaquetas dismorficas e micromegacariocitos), e
identificacdo e diferenciagdo de plaquetopenias das pseudoplaguetopenias.
(FAILACE et al., 2009; OLIVEIRA, 2007; MARTINHO, 2012).

2.2 AUTOMAGAO DO HEMOGRAMA

Uma das mais importantes descobertas no desenvolvimento dos
analisadores hematol6gicos automatizados (ou contadores eletrénicos) foi a
formulacdo do principio da impedancia elétrica, patenteada por Wallace Henry
Coulter em 1953. O método da impedancia, inicialmente usado para contar
particulas suspensas em um fluido, foi adaptado para contagem de células
sanguineas especialmente devido ao aumento da demanda por hemogramas. Em
1973, sete anos apds a confecgdo do primeiro analisador hematologico Coulter, foi
desenvolvido um novo analisador hematolégico da TOA Medical Electronics,
renomeada de Sysmex Corporation desde 1998 (COULTER, 1958; FUJIMOTO,
1999; OKADA, 1999; TATSUMI, 1999). Desde 1980, o uso da analise diferencial de
leucocitos automatizada vem tornando-se comum em grande numero de
laboratorios (MATSUNO, 1998). Os diversos contadores eletrdnicos disponiveis no
mercado baseiam-se em impedéancia ou principios épticos, associados ou nao a
meétodos quimicos, citometria de fluxo e imunofluorometria para a contagem dos
diferentes tipos celulares (OLIVEIRA, 2007).

Atualmente, a maioria dos laboratorios utiliza analisadores hematolégicos
automatizados para a realizagcdo do hemograma. Os analisadores mais robustos,

utiizados em laboratérios de médio e grande porte, substituem totalmente os
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métodos manuais na avaliagcdo quantitativa (valores numéricos) do eritrograma e

plaguetas, exceto em casos de pseudoplaquetopenia (MARTINHO, 2012).

Em relacdo ao leucograma, os analisadores automatizados realizam a
contagem diferencial de leucocitos em trés ou cinco partes. Os analisadores de trés
partes realizam as contagens absolutas e relativas dos granul6citos (soma dos
neutréfilos, basofilos e eosindfilos), mondcitos e linfocitos, e sdo geralmente usados
em laboratérios de médio porte. Ja os contadores com contagem de cinco partes
(completa) fornecem as contagens dos neutréfilos, linfécitos, mondcitos, eosindfilos
e basodfilos, sendo usados em laboratérios de grande porte (MARTINHO, 2012;
OLIVEIRA, 2007). Os analisadores hematolégicos com contagem diferencial
completa sdo de alta precisdo em amostras normais e sem interferentes. Assim, a
microscopia Optica é realizada apenas em casos selecionados, de acordo com 0s
critérios estabelecidos pelo laboratério (MARTINHO, 2012; TOLEDO, 2002). Os
analisadores da série XN da Sysmex fornecem ainda a contagem de granulécitos
imaturos (a soma dos metamielécitos, mieldcitos, promielécitos), além da contagem
dos cinco tipos celulares, sendo denominado, portanto, um analisador com
diferencial de seis partes (SYSMEX, 2017; SILVA et. al, 2015;).

Os analisadores automatizados possuem varias vantagens em relagcdo aos
métodos manuais na realizagcdo dos hemogramas, tais como: aumento da
seguranga (ja que todo o processamento do hemograma se da com o tubo de
sangue fechado, eliminando assim o risco de manipulagao do sangue pelo operador
e diminuicdo de troca das amostras por erro humano); menor volume de sangue
(geralmente abaixo de 150 uL), importante em amostras pediatricas; diminuicdo no
tempo de emissao de laudos, pois os analisadores mais utilizados processam mais
de 100 hemogramas por hora; interfaceamento dos resultados liberados pelo
equipamento e o sistema, evitando erros de digitacdo; avaliagdo de outros
parametros que nao podem ser avaliados de forma manual, como fragcdo de
plaquetas imaturas (FPI), amplitude da distribuicdo das plaquetas (PDW) e volume
médio plaquetario (MPV) (FAILACE, 2009; MARTINHO, 2012; SILVA et. al, 2015).
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2.3 PARAMETROS AVALIADOS NO HEMOGRAMA: MANUAL X AUTOMAGAO

2.3.1  FEritrograma

2.3.1.1 Contagem de eritrocitos (RBC)

A contagem de eritrécitos consiste no numero de eritrécitos por mms? de
sangue. Esse parametro ndo deve ser interpretado isoladamente no eritrograma e
nunca deve ser usado como parametro de anemia (MARTINHO, 2012). A contagem
manual dos eritrécitos € feita na camara de Neubauer, apds diluicdo da amostra
com solugao isotobnica com a finalidade de evitar a lise dos eritrocitos. Esse tipo de
contagem é trabalhosa, imprecisa e necessita de experiéncia do operador. Além
disso, ocorre superestimacao da contagem em casos de hiperleucocitose, pois 0s
leucécitos também nédo sao lisados e sdo contados erroneamente como eritrocitos.
A contagem automatizada de eritrécitos nos analisadores hematologicos geralmente
utiliza os principios da impedancia e/ou da Optica, sendo essa contagem mais
precisa e exata do que a contagem manual (OLIVEIRA, 2007).

2.3.1.2 Dosagem de hemoglobina (HgB)

A dosagem da hemoglobina é utilizada como parametro para diagndstico de
anemia. Quando o resultado obtido for abaixo dos limites de referéncia significa
anemia. Deve-se levar em consideracao o sexo e a idade do paciente (MARTINHO,
2012). A dosagem de hemoglobina emprega o método da cianometaemoglobina.
Nesse método, o sangue total € diluido em ferricianeto de potassio e cianeto de
potassio. O ferricianeto converte o ferro da hemoglobina de ion ferroso (divalente)
em ferro sérico (trivalente), com formagdo de metaemoglobina, que se combina com
o cianeto de potassio produzindo cianometaemoglobina, que € medida
fotocolorimetricamente em 540 nm ou utilizando filtro verde (CHAPMAN, 2000;
OLIVEIRA, 2007).
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Varios analisadores hematologicos empregam uma modificagdo do método
manual da cianometaemoglobina. Contudo, muitos fabricantes estdo substituindo
esse método por outros que nao utilizem cianeto, a fim de reduzir os possiveis
danos ambientais causados por esses compostos toxicos. O cianeto pode ser
substituido por laurel sulfato de sodio, imidazol, dodecil sulfato de sddio e 6xido de
dimetil lauril amina (SILVA et. al, 2015).

2.3.1.3 Hematdcrito (Hct)

O hematécrito € o volume da massa eritroide de uma amostra de sangue,
expresso em porcentagem do volume total de sangue dessa amostra. Possui boa
correlacao com a viscosidade sanguinea, sendo utilizado para avaliar alteragdes na
volemia. O hematdcrito pode ser obtido manualmente através de microcentrifugacéao
do sangue em um capilar de vidro. Na maioria dos analisadores automatizados, o
hematocrito € calculado segundo a férmula Ht = VCM x RBC/10, onde VCM € o
volume corpuscular médio das hemacias e RBC € a contagem de hemacias. O
analisador Coulter LH 750 calcula o hematdcrito através dessa formula. Os
analisadores da Sysmex® determinam o hematdcrito diretamente através dos
métodos de foco hidrodindmico e corrente direta. O hematécrito manual é mais
impreciso do que o automatizado, pois ocorre encarceramento de plasma entre as
hemacias elevando o valor do hematécrito em até 1,5% (FAILACE, 2007;
OLIVEIRA, 2007).

2.3.1.4 Volume Corpuscular Médio (VCM)

O VCM ¢ o indice hematimétrico que permite avaliar o volume das hemacias.
Corresponde a média dos volumes de uma populagdo de hemacias expresso em
fentolitros (fL), sendo uma das medidas mais importantes no diagnéstico diferencial
das anemias, indica microcitose (VCM < 80 fL), normocitose (VCM entre 80 e 100

fL) e macrocitose (VCM > 100fL). O VCM manual é obtido indiretamente segundo a
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férmula: VCM = Htc x 10/RBC, o que torna o VCM manual impreciso, pois depende
da contagem de eritrocitos (RBC) manual que possui pouca confiabilidade. Por
automacao, o VCM é determinado diretamente por impedancia elétrica ou dispersao
optica. Os analisadores da Sysmex® calculam o VCM, pois determinam o
hematocrito diretamente por automagéao (OLIVEIRA, 2007).

2.3.1.5 Hemoglobina Corpuscular Média (HCM)

A HCM é a média do conteudo de hemoglobina de uma populagédo de
hemacias, indicando a quantidade de hemoglobina por hemacia. Sua diminuicdo é
um indicativo de disturbios de hemoglobinizagdo, levando a hipocromia. A HCM
manual ou por automacdo é obtida indiretamente pela féormula: HCM = Hb x
10/RBC. No caso do hemograma manual, € o menos confiavel parametro obtido por
célculo, pois depende da contagem imprecisa dos eritrocitos em camara de
Neubauer e da dosagem de hemoglobina manual (OLIVEIRA, 2007).

2.3.1.6 Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM)

A CHCM ¢é o indice hematimétrico que indica a concentragdo de hemoglobina
em determinado volume de hemacias. Logo, € o indice que avalia a cor das
hemacias. Hemacias hipocrémicas e as policromaticas (os reticul6citos) possuem
baixa concentracdo de hemoglobina, enquanto as hemacias hipercromicas
(esferdcitos, drepandcitos e equindcitos desidratados) possuem alta concentracao
de hemoglobina. Assim, uma populacao de hemacias hipocrémicas ou de heméacias
policromaticas possuem CHCM baixa, enquanto que hemacias hipercromicas tém
tendéncia a elevar a CHCM. A CHCM manual é calculada de acordo com a férmula
CHCM = Hb x 100/Ht e, por automagéo, € CHCM = Hb x 100/ (VCM x RBC/10). A
CHCM automatizada é um indice que depende de todos os outros parametros do
eritrograma (OLIVEIRA, 2007).
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2.3.1.7 Distribuicdo das Hemacias por Volume (RDW)

O RDW representa a variabilidade do tamanho da populagdo de eritrécitos,
ou seja, mede o grau de anisocitose. Pode ser utilizado na detecgao precoce de
deficiéncias de ferro, folato e vitamina B12 em pacientes que ainda ndo sao
anémicos, pois € o primeiro parametro que se altera nesses casos. Esse parametro
s6 pode ser obtido através dos analisadores automatizados. A andlise manual da
anisocitose é feita através de avaliacdo morfoldgica por microscopia Optica
(FAILACE, 2007; OLIVEIRA, 2007).

2.3.1.8 Eritroblastos (Nucleated Red Blood Cells - NRBC)

Os eritroblastos sdo o0s precursores nucleados dos eritrécitos e séao
encontrados na medula éssea em condigdes normais. Podem aparecer no sangue
periférico de pacientes com anemias hemoliticas graves, doencas medulares ou
com bacgo hiperproliferativo. No recém-nascido, os eritroblastos circulam no sangue
periférico até dez dias depois do nascimento (OLIVEIRA, 2007). A contagem dos
eritroblastos manual é feita através da contagem em distensdo sanguinea. Os
eritroblastos sao contados em separado durante a contagem diferencial de
leucécitos, resultando no numero de eritroblastos em 100 leucécitos. Se o numero
de eritroblastos for maior do que 10/100 leucécitos, entdo deve-se descontar do total
de leucdcitos, pois a contagem elevada de eritroblastos aumenta a contagem de
leucocitos. O calculo deve ser feito da seguinte maneira: leucécitos ajustados =
(leucécitos totais x 100)/(100 + numero de eritroblastos). Varios modelos de
analisadores automatizados realizam a contagem de eritroblastos. Os analisadores
Coulter LH 750 e os modelos da Sysmex contam eritroblastos através da citometria
de fluxo e ja fornecem a leucometria ajustada (MARTINHO, 2012; OLIVEIRA, 2007).



24

2.3.1.9 Reticuldcitos

Os reticuldcitos sao eritrocitos imaturos que perderam o nucleo e mantém
algumas organelas como ribossomos, &cido ribonucleico (RNA) mensageiro e
mitocondrias. Sao originados na medula éssea apds as fases de proé-eritroblasto,
eritroblasto basdfilo, eritroblasto policromatico e eritroblasto ortocromatico. A
quantidade de reticulécitos no sangue indica a velocidade e a capacidade de
producao de eritrocitos viaveis na medula éssea. Se houver hiperceluralidade da
medula 6éssea com quantidade de reticulécitos normal ou diminuida, é sugestivo de
anemias associadas a eritropoese ineficaz como, por exemplo, anemias
megaloblasticas. A medula éssea hipocelular com quantidade de reticulocitos
diminuida, sugere anemias nao associadas a eritropoese ineficaz, como anemia em
pacientes com leucemia, aplasias de medula e outros. A contagem manual de
reticulocitos é feita em distensdes sanguineas coradas pelos corantes supravitais
(como o azul de metileno), que tém a capacidade de corar os precipitados de RNA
residual (MARTINHO, 2012; OLIVEIRA, 2007).

2.3.2 Leucograma

O leucograma inclui a contagem global e a contagem diferencial de
leucocitos. A contagem global é o numero total de leucécitos na amostra por mms.
Essa contagem determina a producéo basal dos leucécitos na medula 6ssea e dos
linfécitos nos 6rgéaos linfoides secundarios em um individuo normal, seu aumento ou
diminuicdo em estados infecciosos benignos ou nas neoplasias hematologicas. No
hemograma manual, a contagem global é realizada em camara de Neubauer, apés
diluicdo de amostra de sangue total com solucéo lisante de eritrécitos e plaquetas.
No hemograma automatizado sdo utilizadas as tecnologias de impedancia pelo
analisador Coulter LH 750 ou citometria de fluxo pelo Sysmex XN-3000
(MARTINHO, 2012; OLIVEIRA, 2007).
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A contagem diferencial € a quantificacdo de cada tipo de leucocito e é
expressa em porcentagem e em valores absolutos. A contagem em valores
absolutos € a contagem recomendada pelo ICSH (International Council for
Standardization in Hematology) e é obtida através da multiplicacdo do valor
percentual pelo valor da contagem global de leucdcitos. A contagem diferencial de
leucécitos € realizada através da analise da distensdo sanguinea por microscopia
optica. Os valores percentuais obtidos sao inteiros, pois sdo determinados com base
na contagem de 100 células. Os analisadores hematolégicos fornecem as
contagens em valores absolutos e em porcentuais, e podem fornecer contagens
diferenciais em trés, cinco ou seis partes. O analisador Coulter LH 750 realiza a
contagem diferencial de cinco partes, ou seja, classifica e quantifica neutrdfilos,
linfécitos, mondcitos, eosindfilos e basoéfilos. O analisador Sysmex XN-3000 é um
contador de seis partes, ou seja, quantifica neutréfilos, linfécitos, mondcitos,
eosindfilos, baséfilos e granulécitos imaturos, que compreende a soma dos

metamieldcitos, mieldcitos e promielécitos.

Em amostras normais a contagem automatizada é mais precisa e possui
maior reprodutibilidade do que a manual, pois 0s contadores estabelecem os
valores relativos em um numero maior de células. Entretanto, em amostras
alteradas, a contagem manual é o método de referéncia, pois ndo ha exatidao na
contagem automatizada quando estdo presentes células imaturas ou anémalas na

amostra. Dentre as limitagdes da contagem diferencial automatizada, podemos citar:

° Nao faz o escalonamento dos neutréfilos em segmentados em
bastdes, metamiel6citos, mieldcitos e promieldcitos;

° Nao identifica eosindfilos imaturos;

° Nao avalia alteracdes displasicas nas séries eritréide (eritroblastos
normoblasticos dos eritroblastos megaloblasticos) e leucocitaria como neutréfilos
pseudo-Pelger-Huet, hipogranulagcdo ou hipergranulacao neutrofilica e corpos de
Dohle.

° Nao faz distingcao das atipias linfocitarias;

° N&o caracteriza adequadamente os blastos.
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2.3.3 Plaquetograma

A principal funcado das plaquetas é a formagdo do tampao plaquetario em
resposta a lesédo vascular. Além disso, ela desempenha um papel muito importante
na cascata de coagulacao, pois sua membrana plasmatica contém glicoproteinas
que servem de receptores para o Fator von Willebrand, colageno e fibrinogénio
(HOFFBRAND et. al., 2008).

A contagem manual de plaguetas é realizada em hemocitdbmetros como, por
exemplo, a cAmara de Neubauer, que utiliza varias solugdes diluentes. Este método
€ considerado padrdo de referéncia para a contagem de plaquetas. O uso desta
técnica atualmente estd restrito ao controle de qualidade de contagens
automatizadas, devido a fatores como: demora na realizagdo, dificuldade de
padronizagdo, variacdo na estabilidade e eficacia dos liquidos diluentes e
variabilidade entre os observadores. O método de Fonio € um método indireto de
avaliacao das plaquetas, sendo utilizado para estimar a quantidade de plaquetas e
avaliar sua morfologia e distribuicdo na distensao sanguinea. O analisador Coulter
LH 750 realiza a contagem de plaquetas utilizando a tecnologia de impedancia e o

Sysmex XN-3000 utiliza citometria de fluxo.

2.3.4 Alarmes (flags) suspeitos

Os analisadores hematolédgicos sado equipados com um algoritmo interno que
gera mensagens (alarmes ou flags) suspeitas para os resultados de uma amostra,
com base numa distribuicdo ou populacdo anormal de células. Os alarmes alertam
ao usuario sobre a possibilidade de anormalidades morfoldgicas ou outros tipos de
anormalidades na amostra. Na presenca de um alarme, os resultados devem ser
revistos e pode ser necessaria alguma agao corretiva com, por exemplo, a revisao
morfol6gica através da leitura de lamina (COULTER, 2010; HOUWEN, 2001).

Varios tipos de alarmes sdo emitidos pelos analisadores automatizados,

alertando o usuario sobre alteracdes no eritrograma (dupla populacao eritrocitaria,
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aglutinacao dos eritrécitos, presencga de eritroblastos), no plaquetograma (plaquetas
gigantes, agregados plaquetarios), no leucograma (blastos, granulécitos imaturos,
bastoes, linfécitos atipicos) e na amostra (amostra envelhecida) (FAILACE, 2007;
OLIVEIRA, 2007).

No leucograma s&o emitidos alarmes morfolégicos, ou seja, alarmes
baseados na presenca de células que normalmente estdo ausentes no sangue
periférico. Esses alarmes alertam para a presenca de: blastos (presentes nas
leucemias), plasmaocitos (mieloma mudltiplo, leucemia plasmocitéria, reacionais, etc),
linfocitos atipicos (em infecgbes virais), Hairy cells (na tricoleucemia) e desvio a
esquerda (bastonetes neutréfilos, metamieldcitos, mielocitos e promieldcitos). Este
ultimo pode ocorrer devido a processos infecciosos bacterianos, tratamento com
estimuladores de produgdo dos neutrofilos e leucemia mieloide crénica. Na
presenca desses alarmes, deve-se confeccionar as distensdes sanguineas e
prosseguir com a identificacdo e quantificacdo dessas células através da
microscopia éptica, pois 0 equipamento apenas registra, sem identificar sob o ponto
de vista qualitativo esses tipos celulares (FAILACE, 2007; HECKNER, 2000,
OLIVEIRA, 2007).

2.4 ANALISADOR HEMATOLOGICO SYSMEX XN-3000

2.4.1 Caracteristicas do analisador XN-3000

Os analisadores da série XN sao analisadores hematoldgicos automatizados
com multi-parametros quantitativos destinados aos diagndsticos in vitro no rastreio
de populacdes de pacientes encontradas em laboratérios de andlises clinicas. O
analisador hematolégico automatizado Sysmex XN-3000 € composto por dois
mébdulos XN-1000 e um sistema para confeccdo e coloragdo de laminas
hematolégicas, o SP-1000 (figura 1). Cada médulo XN-1000 processa 100
hemogramas/hora. Possui capacidade de armazenar 100.000 resultados de
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amostras, incluindo graficos de histogramas, dispersogramas e os dados
demograficos dos pacientes (SYSMEX, 2014).

Figura 1: Analisador Hematolégico automatizado Sysmex XN-3000

Fonte: Instituto Nacional de Cancer.

2.4.2 Tecnologia e métodos de analise

2.4.2.1 Método de deteccao de corrente direta com foco hidrodindmico

A contagem dos eritrocitos e plaquetas € feita pelo detector de eritrocitos
através dos métodos de foco hidrodindmico e corrente direta. Nesse método a
amostra diluida é rodeada por um reativo envolvente e passa através do centro da
abertura. Esse reativo evita a recirculagdo parcial de células e que estas sejam
confundidas com as plaquetas, além de evitar que duas ou mais células passem ao

mesmo tempo através da abertura e sejam contadas como uma sé célula de maior
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tamanho. O método de foco hidrodindAmico melhora a precisdo e reprodutibilidade
das contagens celulares (SYSMEX, 2015).

2.4.2.2 Analise de hemoglobina

O método da cianometahemoglobina foi recomendado pelo Comité
Internacional para a Padronizacdo em Hematologia em 1966 como um método
internacional padrao. Contudo, sua velocidade de conversao de hemoglobina é lenta
e ainda usa compostos de cianeto, que sdo reativos téxicos. Assim esse método
vem sendo substituido por outros mais rapidos e/ou livres de cianeto. O analisador
XN3000 utiliza o método de hemoglobina-lauril sulfato de sédio (SLS-HGB) para
obter a hemoglobina colorimétrica. Esse método utiliza como reagente um sal de
lauril sulfato de sodio, tornando a andlise de hemoglobina livre de cianeto
(OLIVEIRA, 2007; SYSMEX, 2015).

O mecanismo de reacdo do método hemoglobina-SLS funciona da seguinte

forma:

° Etapa 1 - reacdo de hemolise entre o SLS e a membrana dos
eritrécitos levando a liberagédo da hemoglobina;

° Etapa 2- a hemoglobina livre sofre uma modificacdo em sua
estrutura tridimensional devido a ligagdo entre o grupo hidrofébico do SLS e a
globina;

° Etapa 3 - oxidagcao do grupo heme do ferro pelo oxigénio (ferro
divalente para ferro trivalente);

° Etapa 4 - os grupos hidrofilicos do SLS se unem ao grupo
heme do ferro trivalente para formar a unido estavel de SLS-hemoglobina.

A unido SLS-hemoglobina mostra uma curva de absor¢do com um pico maximo a
535 nm de comprimento de onda e uma reativacao aos 560 nm. O analisador irradia

uma luz de 555 nm de comprimento de onda e mede a absor¢édo (SYSMEX, 2015).
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2.4.2.3 Hematdcrito

O hematécrito € medido eletronicamente, através do método de deteccéo de
altura dos pulsos. E expressado como porcentagem, sendo determinado
comparando o volume total ou acumulado de hemacias com o volume de sangue
total na diluicdo (SYSMEX, 2015).

2.4.2.4 Método de citometria de fluxo fluorescente

A citometria de fluxo € destinada a contagem de leucécitos, diferencial de
leucocitos incluindo contagem de granulécitos imaturos, reticuldcitos, fragdo de
reticulocitos imaturos, hemoglobina reticulocitaria, plaquetas fluorescentes como
segundo método de analise e fracdo de plaquetas imaturas (FPI). Nesse método as
células sao analisadas a medida que estas passam através de uma célula de fluxo.
A amostra de sangue é aspirada, medida e diluida, depois corada com um reativo
fluorescente. A amostra posteriormente passa pela célula de fluxo onde as células
passam em fila através da abertura. Um laser semicondutor emite uma luz que
incide sobre as células no momento de sua passagem pela abertura. A dispersao da
luz emitida € avaliada através de trés sinais que variam entre as células de acordo
com a morfologia e grau de maturacéo. A luz dispersa frontalmente é recebida pelo
fotodiodo. A luz dispersa lateralmente e a luz fluorescente lateral s&o recebidas pelo
tubo fotomultiplicador do sistema éptico. Esses sinais de luz sdo convertidos em
pulsos elétricos, tornando possivel obter informacdo sobre o tamanho, a
complexidade e o estado de amadurecimento das células (SYSMEX, 2015).

O analisador XN3000 possui quatro canais onde sado realizadas as
identificacdes dos diferentes tipos celulares: canal WNR, canal WDF, canal de
reticulocitos e canal de plaquetas fluorescentes. No canal WNR é realizada a
contagem global de leucécitos e a diferencial de baséfilos e eritroblastos. Este canal
diferencia os baséfilos de outros leucécitos e os detecta através de suas diferencas

morfolégicas baseados nas modificacbes da luz dispersa frontal (figura 2a). No
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canal WDF ¢ realizada a contagem dos neutréfilos, linfécitos mondcitos e
eosinofilos, assim como a deteccao de células anormais tais como neutréfilos
imaturos e linfécitos atipicos (figura 2b). Primeiro ocorre hemalise e dissolu¢cao dos
eritrécitos e plaquetas, e permeabilizagdo da membrana celular dos leucocitos. Um
corante fluorescente penetra na célula e cora os acidos nucleicos e as organelas
celulares. Depois ocorre distincdo de cada tipo de leucdcito pelas diferencas em
suas morfologias através da incidéncia da luz dispersa lateral. E possivel diferenciar
alarmes de anormalidade e contar varias células através da analise das diferencas
de luz dispersa e fluorescéncia (SYSMEX, 2015).

Figura 2: Representacao esquematica da sequéncia de eventos que ocorrem no canal WNR (a) e
WDF (b) do analisador Sysmex XN-3000
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Figura 2 - Continuacao
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Fonte: Adaptado do guia preparatério para treinamento Sysmex XN1000.

2.5 ANALISADOR HEMATOLOGICO COULTER LH 750

2.5.1 Caracteristicas do analisador Coulter LH 750

O Analisador Coulter LH 750 (figura 3) € um analisador hematoldgico
quantitativo e automatizado destinado a utilizacado para diagnéstico in vitro em
laboratorios clinicos. Possui velocidade de processamento de 110 amostras/hora,
capacidade para armazenar até 50.000 hemogramas, histograma com apresentacao
tridimensional para os parametros leucécitos e reticuldcitos e histogramas para
visualizacdo das populagcbes de hemacias, plaquetas com curva corretora

eliminando interferéncias.
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Figura 3: Analisador hematoldégico automatizado Coulter LH 750

Fonte: Instituto Nacional de Cancer.

2.5.2 Tecnologias e métodos de analise

As contagens globais de leucdcitos, eritrocitos e plaquetas realizadas no
analisador Coulter LH 750 séo realizadas baseadas no principio da impedancia
elétrica. De acordo com esse principio, quando uma célula passa por uma pequena
abertura entre dois eletrodos (um positivo e outro negativo), por ser ma condutora
de corrente, promove o impedimento da passagem de corrente elétrica (impedancia
elétrica), de magnitude proporcional ao seu volume (OLIVEIRA, 2007).

A contagem diferencial de leucécitos e a contagem de reticulocitos sé@o
baseadas no principio VCS (volume, conductivity e scater) — volume, condutividade
e dispersdo da luz. O canal VCS utiliza o foco hidrodindmico célula a célula, que
passam por um fluxo celular continuo. Os sinais elétricos de baixa frequéncia que
sdo emitidos pelas células definem o volume celular. Os sinais de alta frequéncia
(radiofrequéncia) definem a condutividade interna (composicao interna). A dispersao
(scater) da luz emitida pela célula define sua granularidade e formato. Esta
tecnologia permite a diferenciacdo e contagem de neutrofilos, linfécitos, mondcitos,
eosinofilos, basofilos e reticulécitos (figura 4).
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Figura 4: Diagrama de dispersao tridimensional da distribuicao dos leucécitos
no analisador hematolégico automatizado Coulter LH 750 .
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Fonte: Adaptado da tela do sistema do analisador Coulter LH 750

2.6 COMPARACAO ENTRE OS ANALISADORES COULTER LH 750 E SYSMEX
XN-3000

As principais informagdes técnicas e tecnologias utilizadas nos analisadores
hematolégicos Coulter LH 750 e Sysmex XN-3000 estao listadas no quadro 1.
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Quadro 1: Informacdes técnicas e tecnologias empregadas nos analisadores hematologicos Coulter
LH 750 e Sysmex XN-3000.

Beckman Coulter®

Sysmex®

Analisador
Hematoldgico

Coulter LH 750

Sysmex XN-3000

Capacidade de
processamento

110 (testes/hora)

200 (testes/hora)

Diferenciacao dos

5 partes (neutrodfilos, linfécitos,
monacitos, eosinofilos e

6 partes (neutrofilos, linfécitos,
mondcitos, eosindfilos, baséfilos e

leucdcitos basoéfilos) granulécitos imaturos)
Leucécitos Impedancia Citometria de fluxo
Eritrocitos Impedancia Impedancia

Hemoglobina (Hg)

Ciano-meta-hemoglobina
modificado

Lauril sulfato de sédio (livre de
cianeto)

Hematocrito (Htc)

Ht = VCM x RBC/10

Foco hidrodinamico e corrente direta

Volume Corpuscular
Médio (VCM)

Média do volume dos eritrécitos

VCM = Htc x 10/RBC

Hemoglobina
Corpuscular Média
(HCM)

Hb x 10/RBC

Hb x 10/RBC

Concentracao de
Hemoglobina
Corpuscular Média
(CHCM)

Hb x 100/ (VCM x RBC/10)

Hb x 100/ (VCM x RBC/10)

Reticulocitos

Coloragao supravital com azul
de metileno e detecgao através
da tecnologia VCS

Coloragao supravital com corante de
RNA e detecgao éptica da
fluorescéncia

Eritroblastos

Método éptico

Método dptico

Leucédcitos

Tecnologia VCS

Método éptico e coloragao
fluorescente

Plaquetas

Impedancia

Impedancia e método éptico

VCS: volume, condutivity, scatter (volume, condutividade e dispersao da luz)
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3 JUSTIFICATIVA

Os hospitais do Instituto Nacional de Céancer (INCA) integram o Sistema
Unico de Saude (SUS) e oferecem tratamento gratuito e integral as pessoas com
cancer. O INCA é referéncia nacional no tratamento do cancer, reconhecido pela
qualidade do atendimento e servigo prestados por seus profissionais (INCA, 2015).
O Laboratério de Patologia Clinica desta instituicdo possui um importante papel no
acompanhamento dos tratamentos e auxilio no diagnéstico dessas malignidades e
infeccdes decorrentes do tratamento das mesmas. O Setor de Hematologia do
Laboratério de Patologia Clinica do Hospital do Cancer | (HCI) do INCA conta
atualmente com os analisadores hematologicos Sysmex XN-3000 (Sysmex
Corporation, Kobe, Japan) e Coulter LH 750 (Beckman, Brea, Califérnia). O estudo
da performance desses analisadores € importante para o Setor de Hematologia do
Laboratorio de Patologia Clinica do INCA — HCI por diversas razdes, como

elucidadas a seguir.

Durante a rotina laboratorial os hemogramas sao distribuidos entre os
analisadores Sysmex XN-3000 e Coulter LH 750. Como esses dois equipamentos
empregam metodologias distintas, pode ocorrer uma variabilidade analitica entre os
resultados, porém essas diferencas precisam ser de uma magnitude aceitavel.
Assim, devemos fazer uma analise da concordancia entre os seus resultados, para

continuarmos utilizando-os indistintamente no acompanhamento dos pacientes.

Os resultados emitidos pelos analisadores hematoldgicos que estiverem
dentro dos limites dos paradmetros numéricos e sem alarmes morfoldgicos, sao
liberados sem intervencao dos funcionarios do setor através do interfaceamento dos
resultados dos equipamentos com o sistema (salvo em solicitacbes médicas
especificas). O estudo da acuracia dos alarmes torna-se importante na liberacao
direta, para podermos liberar os hemogramas automaticamente com seguranga,

com o minimo possivel de resultados falsos negativos.

Apés uma analise realizada no més de maio de 2016 no Setor de
Hematologia, verificamos que cerca de 40% dos hemogramas apresentaram
alarmes morfolégicos emitidos pelos analisadores. Esse alto indice deve-se aos
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pacientes com doencas hematolégicas ou aos tratamentos como quimioterapia,
radioterapia, transplante de medula déssea e medicamentos que estimulam a
producdo de neutrofilos. Nestes casos, sdo necessarias tanto a confeccdo das
distensdes sanguineas, bem como sua avaliagdo por microscopia Optica. A revisao
dessas laminas acarreta demora na liberacdo dos resultados dos hemogramas,
consequentemente atrasando os tratamentos e transfusdes sanguineas. A analise
da acuracia dos alarmes permitira verificar se essa quantidade de alarmes esta
superestimada devido aos falsos positivos.

Os analisadores Coulter LH 750 e Sysmex XN-3000 oferecem flags
morfolégicos ajustaveis, através da sensibilidade. Baseado na populacdo de
pacientes atendidos, o laboratério pode introduzir seus critérios ou usar os critérios
ja estabelecidos pelo fabricante. Porém as alteragées s6 poderdo ser feitas pelas
equipes técnicas das empresas responsaveis pelos analisadores e mediante
estudos que comprovem a real necessidade de ajuste. Com o estudo da acuréacia
dos alarmes, poderemos verificar se ha necessidade de alterar as configuracoes
dos equipamentos, podendo diminuir as revisdes de laminas na rotina laboratorial
(BRIGGS, 2012; FERNANDEZ, 2001).

OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a confiabilidade e a acuracia dos analisadores hematologicos
Sysmex XN-3000 e Coulter LH 750 para avaliacdo quantitativa e qualitativa do

hemograma.
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4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a concordancia entre os analisadores hematolégicos Sysmex XN-
3000 e Coulter LH 750 para os parametros quantitativos hemoglobina,
hematécrito, hemécias, leucécitos total, VCM, HCM, CHCM, RDW,
eritroblastos, diferencial de leucécitos e plaquetas.

e Verificar a concordancia entre os analisadores hematolégicos Sysmex XN-
3000 e Coulter LH 750 com a microscopia Optica para a contagem diferencial

de leucdcitos e para contagem de eritroblastos;

e Avaliar a acuréacia dos flags morfolégicos dos analisadores hematol6gicos
Sysmex XN-3000 e Coulter LH 750 utilizando a microscopia Optica como
padrao de referéncia;

e Propor critérios para liberacao direta dos hemogramas (sem revisdao das
laminas) no setor de Hematologia do Laboratério de Patologia Clinica do
INCA.

5 METODOS

5.1 DESENHO DE ESTUDO

Estudo seccional de validagdo diagnédstica para avaliar a acuracia de dois
analisadores hematoldgicos automatizados, seguindo as recomendagdes contidas
na diretriz STARD 2015 (KOREVAAR et al., 2016). As analises foram realizadas no
laboratério de patologia clinica do HCI do INCA, hospital que atende pacientes
oncolégicos em diversas areas, exceto ginecologia oncoldgica (Hospital do Cancer
II), cancer de mama (Hospital do Céancer Ill) e cuidados paliativos (Hospital do
Cancer V).
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5.2 AMOSTRAS

Foram estudadas 476 amostras de sangue periférico provenientes dos
pacientes atendidos no HCI do INCA para os quais foi solicitado hemograma no
periodo de abrii a maio de 2016. As amostras foram selecionadas
consecutivamente, por ordem de chegada no setor, pela manha e a tarde, em

diferentes dias da semana, a fim de mimetizar a rotina laboratorial.

Foram incluidas as amostras de sangue colhidas em tubos contendo o
anticoagulante acido etilenodiaminotetra-aceético tri-potassio (KsEDTA) que foram
encaminhadas ao Setor de Hematologia para realizacdo de hemogramas. Foram
excluidas as amostras consecutivas de um mesmo paciente colhidas no mesmo dia
e aquelas com contagem total de células menor que 500/pl, devido a dificuldade de
contar 100 células por microscopia 6ptica em uma lamina proveniente de uma

amostra com leucometria abaixo de 500/pl.

As amostras foram obtidas por profissionais responsaveis pela coleta de
sangue do Laboratério de Patologia Clinica do INCA. Foram utilizadas agulhas
descartaveis 25 x 7 mm ou scalp a vacuo em casos de dificil acesso, garrotes,
equipamentos de protecao individual e alcool 70% para assepsia do local. Foi
realizada a pung&o venosa periférica na fossa antecubital nas veias antecubital
média, cefalica e basilica, em tubos a vacuo de 2 ou 3 ml, contendo KsEDTA. Os
tubos foram identificados com etiquetas contendo codigos de barras e
encaminhadas ao Setor de Hematologia para a realizagdo dos hemogramas. A
utiizacdo dessas etiquetas permite a identificacdo das amostras pelos
equipamentos, e o interfaceamento entre os resultados liberados pelos analisadores

hematoldgicos e o sistema MATRIX adotado pelo laboratério.

5.3 PROCEDIMENTOS E TECNICAS

No Setor de Hematologia, os tubos foram primeiramente inseridos no

analisador hematolégico Coulter LH 750 para processamento. Apds a liberagao dos
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tubos pelo analisador, estes foram processados pelo analisador hematologico
Sysmex XN-3000 e, em seguida, transportados automaticamente para o sistema de
confecgdo e coloragéo de distensdes sanguineas Sysmex SP-1000, que realizou as
distensdes sanguineas em laminas de vidro, identificacdo e coloracdo destas para
analise microscopica. O corante utilizado por esse equipamento é o May-Grinwald-
Giemsa. Ap6s a coloragdo, todas as laminas foram avaliadas pela microscopia
optica por um de dois farmacéuticos treinados e com experiéncia nesta atividade,
mascarados para o resultado dos analisadores hematologicos automatizados.
Foram utilizados microscopios Nikon com objetivas de 40x e 100x (imersédo). Os
resultados da leitura manual de 100 leucécitos, classificados na contagem
diferencial foram expressos em porcentagens. Os eritroblastos também foram
contados na lamina, em paralelo a contagem diferencial de leucocitos. Os
resultados das contagens das laminas por microscopia foram digitados no programa
Epi Info™ versao 7.

As amostras foram descartadas apds sete dias de armazenamento em
geladeira, assim como as demais amostras de hemogramas do setor. Apés a leitura
a microscopia oOptica, as laminas foram armazenadas rotineiramente por quinze dias

para sanar eventuais duvidas dos médicos.

5.4 CONTROLE DE QUALIDADE

Na rotina do laboratorio, sdo realizadas manutencdes didrias, quinzenais e
mensais em todos os analisadores hematoldgicos conforme as instrugcdes dos
fabricantes. O controle de qualidade interno desses equipamentos € feito
diariamente através de amostras de sangue controle fornecidas pelos fabricantes.
Além disso, diariamente selecionamos amostras de sangue dos 20 primeiros
pacientes e processamos nos dois analisadores automatizados, para uma analise
bruta da concordancia entre eles, onde acbes corretivas sdo tomadas quando

observamos variagdes entre os resultados emitidos por eles.

O controle de qualidade externo é fornecido mensalmente pela Controllab,
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uma empresa de controle de qualidade para laboratérios. Esse controle externo é
constituido por sangue controle para verificacdo dos equipamentos, e laminas de

hemograma digitalizadas para analisar as leituras feitas pelos microscopistas.

Para esse estudo, realizamos também um controle de qualidade interno para
a microscopia, a fim de observarmos a concordancia entre os microscopistas na
analise microscépica da lamina do hemograma. Para isso confeccionamos laminas
em duplicata no esquema “duplo-cego” para que os dois farmacéuticos participantes
do estudo realizassem a leitura das laminas por microscopia Optica. Estes
farmacéuticos foram treinados e possuem experiéncia em leitura de laminas,

atuando ha mais de 5 anos no setor de hematologia do laboratério.

Figura 5: Microscépio com duas cabegas binoculares destinado ao ensino.

Fonte: Instituto Nacional de Cancer

55 TAMANHO AMOSTRAL PARA O ESTUDO

Para o controle de qualidade interno, seria necessario um tamanho de 80
observacdes (40 laminas para cada avaliador), considerando um coeficiente de
correlagado intraclasse (CCl) de 0,8, nivel de significancia de 5% e poder de 80%.
Para a avaliagdo de acuracia dos analisadores, seriam necessarias 369 amostras
sanguineas, considerando o nivel de confianca de 95%, uma diferenga aceitavel de
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0,05 e assumindo uma proporcao de 0,4, pois aproximadamente 40% dos

resultados apresentam flags na rotina do setor.

Estes calculos foram realizados no programa WinPepi versao 11.63.

5.6 VARIAVEIS DO ESTUDO

® Parametros quantitativos de série vermelha: hemécias (x10%/uL),
hemoglobina (g/dL); hematdcrito (%), volume corpuscular médio - VCM (fL);
hemoglobina corpuscular média - HCM(pg); hemoglobina corpuscular média -
MCHC (g/dL); grau de anisocitose - RDW (%) e eritroblastos (%).

* Parametros quantitativos de série branca: total de leucécitos (x10%/pL),
neutréfilos (%), linfocitos (%), mondécitos (%), eosindfilos (%), basofilos (%) e
granulécitos imaturos % (somente para o Sysmex XN-3000)

e Parametro quantitativo do plaquetograma: plaquetas (x10%/uL).

* Parametros qualitativos (alarmes ou flags): blastos, granulécitos imaturos
(Gl), neutrofilos bastonetes (bastdes) e linfécitos atipicos (LA).

As amostras analisadas por microscopia éptica foram consideradas positivas
quando obedeciam aos seguintes critérios:

e Presenca de blastos - amostra positiva para blastos;

e = 1% de metamieldcitos, mieldcitos ou promieldcitos - amostra positiva

para granulécitos imaturos

e 2> 5% de neutrodfilos bastonetes - amostra positiva para bastdes

e 2> 5% de linfocitos atipicos — amostra positiva para linfécitos atipicos
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5.7 ANALISE ESTATISTICA

5.7.1 Controle de qualidade interno: confiabilidade entre os microscopistas

O coeficiente de correlagdo intraclasse e seu respectivo intervalo de 95% de
confianga foi utilizado para avaliar a confiabilidade de cada parametro quantitativo
de série branca observado. O coeficiente Kappa foi calculado para os parametros

qualitativos (flags).

5.7.2 Confiabilidade dos parametros quantitativos entre os analisadores
automatizados Sysmex XN-3000 e Coulter LH 750 .

A concordancia dos valores obtidos entre cada analisador foi avaliada por
meio do grafico de Bland-Altman, que descreve a dispersdo entre as médias
individuais das duas medidas e as diferencas individuais entre as medidas. Utilizou-
se um limite de concordéancia (LC) de 95% pela seguinte equacao: LC = (1.96 x DP)
+ Mdif; onde DP = desvio padrdao e Mdif = média das diferengas. No eixo y estdo
projetados os valores das diferengcas entre os parametros quantitativos dos dois
analisadores, no eixo x estdo os valores das médias dos resultados obtidos entre
eles. Foram tracados os limites de concordancia, ou seja, os valores da média das
diferencas +1.96 DP (linha superior) e a média das diferengcas -1.96 DP (linha
inferior). Além disso foi tracada a linha correspondente ao viés (linha do meio), ou
seja, a média entre a diferenca entre os analisadores (BLAND e ALTMAN, 1986;
HIRAKATA e CAMEY, 2009).

Foi utilizado o CCl para avaliar a concordancia entre os analisadores

hematoldgicos para todos os parametros quantitativos.
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5.7.3 Concordancia entre os analisadores automatizados e a Microscopia
Optica

Para esta andlise, foi calculado o coeficiente de correlagdo intra-classe e
seus respectivos intervalos de 95% de confianca para as variaveis de série branca e

eritroblastos.

5.7.4 Avaliacao da acuracia dos alarmes (flags) morfologicos emitidos pelos

analisadores automatizados

Para avaliar a acuracia dos analisadores automatizados para detectar os
quatro alarmes morfologicos, foram calculados 0s seguintes parametros:
sensibilidade, especificidade, eficiéncia (acuracia total), valores preditivos positivo e
negativo, e razdes de verossimilhanga, considerando a microscopia éptica o0 método

de referéncia.

5.7.5 Concordancia entre os alarmes morfoldgicos gerados pelos
analisadores Sysmex XN-3000 e Coulter LH 750

Para avaliar a concordancia entre os flags morfoldégicos emitidos pelos dois
analisadores foi calculado o coeficiente Kappa (k) e seus respectivos intervalos de

confiancga, para cada parametro qualitativo.
5.7.6 Analise e interpretacao dos resultados

O coeficiente de correlacao intraclasse e os graficos foram realizados no
programa SPSS versao 16. A interpretacao dos valores foi de acordo com Portney e
Watkins:

CCl > 0,90 - alta confiabilidade

0,89 > CCl > 0,75 - boa confiabilidade
CCl < 0,75 - baixa confiabilidade
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Os calculos do indice Kappa, concordancias positivas e negativas foram
feitos no programa R Gui versao 3.4.1. Os valores de Kappa foram interpretados de

acordo com a proposi¢ao de Landis e Koch, tabela 1.

Tabela 1: Graus de intensidade do indice Kappa. Fonte: Adaptado de
LANDIS e KOCH, 1977

K Interpretagéo
<0 pobre
0.00 -< 0,20 discreta
0.20 — < 0.40 regular
0.40 —< 0.60 moderada
0.60 — <0.80 substancial
0.8 —<1.00 quase perfeita
1.00 perfeita

5.8 ASPECTOS ETICOS

As amostras biologicas deste estudo foram obtidas na rotina do laboratério e
nao caracterizam qualquer acréscimo de condutas, tratamentos ou questionamentos
junto aos pacientes. O projeto desta dissertagéo foi encaminhado aos Comités de
Etica em Pesquisa (CEP) do INI e INCA, que emitiram parecer de dispensa de

apreciagao ética por se tratar de analise de desempenho de equipamentos (ANEXO

).

6 RESULTADOS

O fluxo dos hemogramas, desde a sele¢do, esta representado pela figura 6,
conforme o guideline STARD 2015 para estudos de métodos diagndsticos
(KOREVAAR et al, 2016). Dos 490 hemogramas selecionados, 14 hemogramas
foram excluidos por apresentarem resultado da contagem global de leucécitos
menor que 500/ul. As andlises quantitativas foram entdo realizadas nas 476

amostras restantes, processadas nos analisadores Sysmex XN-3000 e Couler
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LH750. Para a andlise dos alarmes gerados pelos equipamentos, foram
confeccionadas laminas das distensbes sanguineas para andlise microscépica.
Houve perda de 17 laminas devido a quebras (oito) e nao confecgcdo pelo
equipamento (nove). O fluxograma ilustra a quantidade de alarmes gerados pelos
analisadores e sua correlagdo com a microscopia oOptica (padrédo ouro). O mesmo
hemograma pode conter alarmes combinados, ou seja, um hemograma pode
possuir até quatro alarmes (bastdes, granuldcitos imaturos, blastos e linfécitos
atipicos) ao mesmo tempo. Por isso a soma dos alarmes isolados é maior do que o
total de alarmes. Nesse estudo foram utilizados 459 hemogramas para analise do
desempenho analitico dos alarmes gerados pelos analisadores, esse numero de
hemogramas pode gerar até 1836 alarmes isolados (459 hemogramas x 4 possiveis

alarmes).

O analisador Sysmex XN 3000 gerou 510 alarmes isolados em 268
hemogramas, enquanto que o Coulter LH 750 apresentou 336 alarmes isolados em

189 hemogramas.

A analise microscépica das 459 laminas apresentou 99 bastdes, 148

granuldcitos imaturos, 11 blastos e 22 linfocitos atipicos.
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Figure 6: Fluxograma dos hemogramas do estudo
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6.1 Controle de qualidade interno: confiabilidade entre os microscopistas

A confiabilidade entre os resultados das leituras das laminas pelos dois
observadores foi alta para neutrdfilos, linfécitos e eosindfilos; boa correlagdo para
mondécitos e eritroblastos, e baixa correlacdo para basotfilos (tabela 2). A
concordancia dos resultados dos parametros qualitativos entre os dois observadores
perfeita para blastos, substancial para bastdes e linfécitos atipicos, e moderada para
granulécitos imaturos (tabela 3).

Tabela 2: Confiabilidade entre os resultados da leitura das laminas
por microscopia Optica pelos dois farmacéuticos e seus
respectivos intervalos de confianga (IC), n=40.

Variavel Coeficiente de( %)ggl%;éo intraclasse
Neutrdéfilos (%) 0,950 (0,907 — 0,973)
Linfécitos (%) 0,952 (0,911 — 0,974)
Monécitos (%) 0,854 (0,741 — 0,920)
Eosinofilos (%) 0,952 (0,911 — 0,974)
Basofilos (%) 0,535 (0,272 — 0,724)
Eritroblastos 0,756 (0,584 — 0,863)

Tabela 3: Frequéncia e concordancia de blastos, granulécitos imaturos, bastdes e linfécitos
atipicos entre os dois observadores, n=40.

N Concordancia | Concordancia
Parametros positiva Negativa Kappa (IC 95%) Interpretacdo
n (o/o) n (cyo)
Blastos 1(2,5) 39 (97,5) 1,00 (0,69-1,31) Perfeita
Granuldcitos imaturos 6 (15,0) 28 (70,0) 0,57 (0,26-0,88) Moderada
Bastbes 5(12,5) 31 (77,5) 0,66 (0,37-0,95) Substancial
Linfécitos atipicos 3 (7,5) 35 (87,5) 0,72 (0,42-1,02) Substancial
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6.2 Confiabilidade dos parametros quantitativos das séries branca, vermelha
e plaquetas entre os analisadores automatizados Sysmex XN-3000 e
Coulter LH 750.

A tabela 4 apresenta os coeficientes de correlacao intraclasse (CCl) obtidos
para cada analisador automatizado, bem como seus limites superiores e inferiores,
a média e o desvio padrao (DP). Verificamos que, de acordo com os critérios
estabelecidos, os dois analisadores possuem alta confiabilidade (CCI>0,90) para a
maioria dos parametros quantitativos, a excegao do percentual de mondcitos que
apresentou boa concordancia, e baixa concordancia para MCHC, eritroblastos e
basdfilos.

Tabela 4: Distribuicdo e confiabilidade dos parédmetros hematoldgicos entre os analisadores

automaticos XN 3000 e LH 750

Amostras

XN 3000

LH 750

Parametros (n) Média (DP) Média (DP) (,chcsl%)
Hemacias(x10%uL) | 476 3,648 (0,041) | 3,700 (0,041) | 0,995 (0,993 — 0,995)
Hemoglobina(g/dL) | 474 10,529 (0,116) | 10,630 (0,115) | 0,995 (0,994 — 0,996)

Hematdcrito (%) 476 31,635(0,336) | 33,170 (0,353) | 0,988 (0,986 — 0,990)
VCM (L) 476 87,326 (0,360) | 90,216 (0,375) | 0,949 (0,939 -0,957)
HCM (pg) 474 29,060 (0,137) | 28,939 (0,134) | 0,978 (0,974 — 0,982)

MCHC (g/dL) 474 33,250 (0,071) | 32,048 (0,047) | 0,726 (0,681 — 0,766)
RDW (%) 475 15,868 (0,156) | 17,074 (0,180) | 0,940 (0,929 — 0,950)
Plaquetas(x10%uL) | 476 202,38 (5,810) | 203,70 (6,022) | 0,975 (0,970 - 0,979)
Leuctcitos(x10%uL) | 470 10,359 (1,084) | 10,354 (1,058) | 0,998 (0,998 — 0,999)
Neutréfilos (%) 476 58,673 (0,979) | 60,543 (0,982) | 0,961 (0,954 — 0,968)
Linfécitos (%) 476 27,900 (0,859) | 27,124 (0,838) | 0,971 (0,965 — 0,976)
Monécitos (%) 476 10,282 (0,339) | 9,283 (0,337) | 0,889 (0,869 — 0,907)
Eosinéfilos (%) 476 2,308 (0,155) | 2,307 (0,159) | 0,956 (0,947 — 0,963)
Basdfilos (%) 476 0,461 (0,018) 0,744 (0,053) | 0,026 (-0,065—0,116)
Eritroblastos (%) 476 0,305 (0,075) 0,417 (0,107) | 0,655 (0,599- 0,704)

VCM: volume corpuscular médio, HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragao de

hemoglobina corpuscular média; RDW: grau de anisocitose
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Figura 7: Graficos de Bland-Altman para os resultados dos parametros quantitativos dos analisadores
hematoldgicos automatizados Sysmex XN-3000 e Coulter LH 750 .
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Figura 7 - Continuacao
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Figura 7 - Continuacao
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linfécitos; MONO mondécitos; EOSIN eosinéfilos e BASO basofilos.

A figura 7 representa os graficos de Bland-Altman de concordancia entre os
dois analisadores automatizados para todos os parametros quantitativos. Houve boa
concordancia entre os analisadores para todos os resultados, pois a maioria dos
pontos encontram-se dentro do limite esperado de concordancia. Exceto para
basofilos (figura 70) que apresentou muitos pontos fora dos limites de confianca, o
que pode ser confirmado pelo baixo CCI (tabela 4).
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6.3 Confiabilidade da contagem diferencial de leucocitos e eritroblastos

entre os analisadores automatizados e a microscopia optica

Os parametros neutrofilos, linfécitos e eosindfilos apresentaram boa
confiabilidade entre os analisadores e a microscopia (tabelas 5 e 6). A contagem de
eritroblastos apresentou boa confiabilidade entre o analisador XN3000 e a
microscopia, e baixa confiabilidade entre o analisador LH750 e a microscopia. O
percentual de baséfilos apresentou baixa confiabilidade nos dois analisadores
comparados com a microscopia. O alarme granul6citos imaturos do Sysmex XN-

3000 apresentou boa correlagdo com a microscopia.

Tabela 5: Distribuicdo e confiabilidade da contagem diferencial de leucécitos e eritroblastos entre o
analisador automatico LH 750 e a microscopia oOptica.

Parametros Amostra LH750 Microscopia CClI (IC 95%)
s (n) Média (DP) Média (DP)
Neutrofilos (%) 451 60,543 (0,982) 62,469 (0,963) | 0,882 (0,860 — 0,901)
Linfocitos (%) 452 27,124 (0,838) 26,196 (0,873) | 0,888 (0,867 — 0,906)
Mondcitos (%) 452 9,283 (0,337) 8,621 (0,309) | 0,725 (0,678 — 0,766)
Eosinéfilos (%) 452 2,307 (0,159) 2,303 (0,157) 0,848 (0,820 — 0,872)
Basdfilos (%) 452 0,744 (0,053) 0,357 (0,035) | 0,043 (-0,049 — 0,135)
Eritroblastos(%) 449 0,417 (0,107) 0,323 (0,0842) | 0,650 (0,593 — 0,700)
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Tabela 6: Distribuicdo e confiabilidade da contagem diferencial de leucécitos e eritroblastos entre o
analisador automatico XN3000 e a microscopia dptica.

Parametros Amostras XN3000 Microscopia CCl (IC 95%)
(N9) Média (DP) Média (DP)

Neutréfilos (%) 458 58,673 (0,979) | 62,469 (0,963) | 0,878 (0,855 — 0,897)

Linfécitos (%) 458 | 27,900 (0,859) | 26,196 (0,873) | 0,890 (0,870 — 0,908)
Monécitos (%) 458 10,282 (0,339) | 8,621 (0,309) | 0,706 (0,657 — 0,749)
Eosindfilos (%) 458 2,308 (0,155) | 2,303 (0,157) | 0,882 (0,860 — 0,901)
Basfilos (%) 458 0,461 (0,018) | 0,357 (0,035) | 0,323 (0,239 — 0,403)
Eritroblastos(%) 458 0,305 (0,075) | 0,323 (0,0842) | 0,890 (0,869 — 0,907)
Granul6citos 458 2,574 (0,238) | 1,379 (0,187) | 0,769 (0,728 — 0,804)

imaturos (%)

6.4 Avaliacao da acuracia dos alarmes (flags) morfologicos emitidos pelos

analisadores automatizados

A tabela 7 mostra o desempenho analitico dos alarmes para blastos,
granulécitos imaturos, bastées e linfécitos atipicos. Mais de 1% de blastos foram
contados em 11 (2,4%) de 459 amostras por microscopia éptica. Para este alarme, o
analisador Sysmex XN-3000 apresentou maior sensibilidade (81,8%) enquanto que o
Coulter LH 750 apresentou maior especificidade (89,9%) e acuracia (89,1%). O
equipamento Sysmex XN-3000 apresentou maior RVP (8,09) e menor RVN (0,22).

Foram contados mais de 1% de granulécitos imaturos (metamielécitos,
mielécitos e promieldcitos) em 148 (32,2%) de 459 amostras. A sensibilidade foi
maior para o analisador Sysmex XN-3000, apresentando 76,4% enquanto que a
especificidade foi maior para o Coulter LH 750 (88,4%). O Sysmex XN-3000
apresentou menor RVN.

De 459 amostras, 99 (21,5%) continham mais do que 5% de bastées. O
analisador Sysmex XN 3000 apresentou maior especificidade (94,3%), acuracia
(82,1%) e RVP (9,6) que o Coulter LH 750 para o alarme de bastdes.
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Tabela 7: Parametros de acurdcia para os alarmes blastos, granuldcitos imaturos, bastdes e
linfocitos atipicos gerados pelos analisadores Sysmex XN-3000 e Coulter LH 750, com
respectivos intervalos de confianga (IC) de 95% (n=459).

Coulter LH 750 (95% IC)

Sysmex XN 3000 (95% IC)

Blastos (= 1% M.O)

Sensibilidade (%)
Especificidade (%)
Eficiéncia (%)
VPP (%)

VPN (%)

RVP

RVN

Granuldcitos Imaturos (= 1% M.O)

Sensibilidade (%)
Especificidade (%)
Eficiéncia (%)
VPP (%)

VPN (%)

RVP

RVN

Bastbes (= 5% M.O)

Sensibilidade (%)
Especificidade (%)
Eficiéncia (%)
VPP (%)

VPN (%)

RVP

RVN

Linfécitos Atipicos (2 5% M.O)

Sensibilidade (%)
Especificidade (%)
Eficiéncia (%)
VPP (%)

VPN (%)

RVP

RVN

54,5 (28,0 - 78,7)
89,9 (86,8 — 92,4)
89,1

11,8 (6,8 —19,7)
98,8 (97,7 — 99,4)
54 (2,9-9,9)
0,5(0,3-0,9)

46,6 (38,7 — 54,6)
88,4 (84,4 — 91,5)
74,9
65,7 (57,4 — 73,1)
77,7 (74,9 - 80,3)
4,0 (2,8-5,7)
0,6 (0,5-0,7)

60,1 (51,9 — 67,8)
73,1 (67,9-77,7)
69,1
50,3 (44,7 — 55,9)
80,2 (76,6 — 83,4)
2,2(1,8-2,8)
0,5(0,4-0,7)

9,1 (2,5 —27.8)
98,4 (96,7 — 99,2)
94,3
222 (6,6 —53,5)
95,5 (94,9 — 96,1)
5,7 (1,2 - 25,7)
0,9 (0,8-1,1)

81,8 (52,3 — 94,9)
80,9 (77,1 — 84,3)
81,0

9,6 (6,9—13,2)
99,5 (98,3 — 99,8)
4,3 (3,1-6,0)
0,2 (0,1-0,8)

75,6 (68,3 —82,1)
79,1 (74,2 — 83,4)
78,0
63,3 (57,7 - 68,5)
87,2 (83,7 —90,1)
3,6 (2,9 - 4,6)
0,3 (0,2-0,4)

55,2 (47,1 - 63,2)
94,3 (91,2 — 96,4)
82,1
81,4 (73,3 — 87,5)
82,3 (79,5 — 84,8)
9,7 (6,0 — 15,5)
0,5 (0,4 - 0,6)

50,0 (30,7 — 69,7)
70,0 (65,7 — 74,1)
69,1
7,7 (5,1 - 11,5)
96,5 (94,8 — 97.7)
1,7 (1,1 -2,6)
0,7 (0,5-1,1)

VPP - valor preditivo positivo; VPN — Valor preditivo negativo; RVP - razdo de verossimilhanca

positiva; RVN - razdo de verossimilhanga negativa
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Vinte e uma (4,6%) de 459 amostras apresentaram mais de 5% de
linfécitos atipicos. O analisador Coulter LH 750 apresentou maior sensibilidade que

o Sysmex XN-3000, enquanto que este mostrou maior especificidade.

6.5 Concordancia entre os alarmes morfologicos gerados pelos analisadores
Sysmex XN 3000 e Coulter LH 750

Os analisadores Sysmex XN-3000 e Coulter LH 750 apresentaram
concordancia moderada para o alarme de granulécitos imaturos (0,51),
concordancia consideravel para os alarmes de blastos e bastdes (0,26 e 0,39), e

discreta concordancia para linfécitos atipicos (0,04) (tabela 8).

Tabela 8: Concordancia entre os analisadores Sysmex XN 3000 e Coulter LH 750
para os alarmes morfol6gicos, n=459.

Parametros Kappa (IC 95%) Interpretacao
Blastos 0,26 (0,18 —0,35) Discreta
Granuldcitos Imaturos 0,50 (0,42 — 0,58) Regular
Bastbes 0,39 (0,31 —0,47) Regular
Linfécitos Atipicos 0,04 (0,01 —0,08) Discreta

7 DISCUSSAO

Nesse estudo avaliamos o desempenho analitico dos analisadores
hematolégicos automatizados Sysmex XN-3000 e Coulter LH 750 do Laboratério de
Hematologia do HCI do Instituto Nacional de Cancer, hospital publico de referéncia
no tratamento de cancer no Brasil. Na primeira parte desse estudo avaliamos a
concordancia dos parametros quantitativos das séries branca e vermelha, e

plaquetas entre os dois analisadores automatizados, a fim de verificar se os
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resultados liberados por esses dois equipamentos sdao equivalentes, podendo ser
usados indistintamente no acompanhamento dos pacientes. Também verificamos a
concordancia dos parametros quantitativos da série branca entre os analisadores
automatizados e a microscopia éptica. Na segunda parte do estudo avaliamos a
acuracia dos alarmes morfoldégicos gerados pelos analisadores automatizados:
blastos, granulécitos imaturos, bastdes e linfécitos atipicos, utilizando a microscopia
Optica como padrdo de referéncia. A concordancia entre os alarmes dos dois
aparelhos também foi verificada.

A andlise estatistica dos parametros quantitativos entre os analisadores
Sysmex XN-3000 e Coulter LH 750 mostra CCl >95%, ou seja, uma alta correlagao
entre eritrocitos, hemoglobina, hematécrito, volume corpuscular médio, hemoglobina
corpuscular média, plaguetas e leucécitos. Ainda nesta faixa de avaliacdo também
verificamos uma alta correlacdo nos diferenciais de neutréfilos, linfécitos e
eosinofilos entre os dois analisadores, esses resultados estdo de acordo com outros
da literatura (OSTA et al., 2014; MEINTKER et al., 2013; SEO et al, 2014).. A
concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) apresentou um baixo
indice de correlagdgo. A CHCM é um parametro que depende da dosagem de
hemoglobina e do hematdcrito. Como a dosagem de hemoglobina realizada pelos
dois analisadores automatizados emprega metodologias semelhantes, entdo essa
correlacdo moderada pode estar vinculada ao hematdcrito, que € dosado no
Sysmex XN-3000 e calculado no Coulter LH 750. Alguns estudos comparativos
utiizando outros modelos de analisadores dessas mesmas marcas (Sysmex e
Beckman Coulter) também mostraram CHCM com indice de correlagéo inferior aos
demais parametros hematimétricos (FERNANDEZ, 2002; LEPEZ, et al., PENG et
al., 2001).

Os parametros quantitativos da série branca (diferencial de leucocitos)
e eritroblastos dos dois analisadores foram comparados com a microscopia optica.
As contagens relativas de neutrdflilos, linfocitos e eosindfilos foram semelhantes
entre os analisadores e a microscopia (boa confiabilidade). A contagem de
mondcitos apresentou baixa confiabilidade entre os analisadores e a microscopia, 0
que corrobora com dados ja descritos na literatura, que sugerem como motivo a ma
distribuicado dos mondcitos nas distensdes sanguineas (FAILACE, 2003; GROTTO
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et al.,, 1995; SPADA et al., 1998). Foi observada uma baixa correlacdo entre os
analisadores hematolégicos, esse fato ja foi mostrado na literatura e pode ser
devido a presengca de blastos ou linfocitos atipicos interferindo na contagem
(BORGES; SIQUEIRA, 2009; KANG et al., 2008; MEINTKER et al., 2013; SEO et
al., 2014). O analisador Sysmex XN-3000 apresentou uma correlagdo de basofilos
melhor do que o do analisador Coulter LH 750, porém ambos apresentaram baixa
correlagcdo com a microscopia. Essa baixa correlagdo também foi observada em
outros estudos, com diferentes analisadores (BORGES; SIQUEIRA, 2009;
MEINTKER et al., 2013). Essa baixa correlacdo pode ser explicada pela pequena
quantidade desse tipo de célula no sangue, o que dificulta a contagem manual que
avalia apenas 100 células, enquanto que os analisadores automatizados de uma
forma geral podem avaliar mais de dez mil células, o que aumenta a contagem de

células raras.

Na avaliacdo dos alarmes emitidos pelos analisadores automatizados foram
observados apenas aqueles flags relativos a morfologia celular dos leucécitos, que
alerta para a presenca de blastos, granulécitos imaturos, bastdes e linfécitos

atipicos.

A deteccao de blastos no sangue periférico possui uma importante relevancia
clinica, pois essas células estdo presentes em pacientes com leucemias e
sindromes mielodisplasicas. O acompanhamento do tratamento, remissdo e recaida
desses pacientes é feito primeiramente pelo hemograma, um exame rapido, barato
e minimamente invasivo. A presenca ou auséncia de blastos € determinante nessas
analises, por esse motivo € mais importante privilegiar a sensibilidade do que a
especificidade do alarme de blastos gerados pelos analisadores hematolégicos.
Nesse contexto o analisador Sysmex XN-3000 foi melhor, pois apresentou
sensibilidade de 81,8% enquanto o analisador Coulter LH 750 apresentou apenas
54,5%. Esse resultado foi consistente com outros da literatura, que mostraram uma
alta sensibilidade para o Sysmex da série XN e sensibilidade pior para o Coulter LH
750 (DEPOORTER et al., 2015; HOTTON et al., 2013; KANG et al., 2008; SEO et
al., 2014). Em relacao aos resultados falsos negativos, o analisador Sysmex XN-

3000 apresentou dois falsos e o Coulter LH 750 apresentou cinco. O ideal seria a
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auséncia de falso negativo para esse alarme, porém o analisador Coulter LH 750

nao detectou 45% dos blastos presentes.

Das 459 amostras, onze apresentaram blastos confirmados pela
microscopia. O analisador Sysmex XN-3000 gerou 94 alarmes de blastos, onde
nove foram confirmados por microscopia, enquanto que o analisador Coulter LH 750
gerou 51 e confirmaram-se seis. Se alterassemos as configuragées do XN3000 para
diminuir o numero de resultados falso positivos e, consequentemente, diminuir a
revisdo das laminas, poderia resultar no aumento de resultados falso negativo,
assim como o Coulter LH 750. Uma alternativa para solucionar o problema do
excesso de falso positivos, nesse caso, seria aliar os alarmes de blastos a uma
analise dos parametros quantitativos que normalmente estdo alterados nas
leucemias e mielodisplasias, como leucometria, plaquetas, hemoglobina e

hematdcrito.

O flag de linfocito atipico também esta superestimado no XN3000, que gerou
142 alarmes em apenas vinte e dois hemogramas confirmados de linfocitos atipicos.
O analisador Coulter LH 750 apresentou sensibilidade muito baixa (9,5%) na

deteccéo de linfécitos atipicos, gerando apenas nove alarmes destas células.

Os linfécitos atipicos podem ter apenas carater reacional frente a alguma
infeccdo, ou podem ser linfécitos caracteristicos de doenga onco-hematolégica,
como os linfécitos encontrados na tricoleucemia, sindrome de Sézary e leucemia
linféide crénica (LLC). Nenhum dos dois analisadores gerou alarme de linfocitos
atipicos isolado para linfocitos relativos a doencgas onco-hematolégicas, mas
geraram alarmes de “blastos” associados ou nao aos alarmes de linfocitos atipicos.
Esse fato pode ser explicado pelo maior tamanho e complexidade da cromatina
desses linfécitos levando a serem “confundidos” com os blastos pelos analisadores.
Por essa razao ndo € necesséario que o analisador tenha alta sensibilidade para
linfécitos atipicos, pois os linfocitos patolégicos provavelmente vao gerar flags de
blastos.

Em relagdo ao flag de bastdes, os dois analisadores mostraram sensibilidades
semelhantes. O Sysmex XN-3000 mostrou uma especificidade maior que o Coulter.

Existem controvérsias em relacao a utilidade da contagem de neutréfilos bastonetes
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(bastées). Enquanto alguns autores consideram que € clinicamente util para o
diagnostico de infeccOes, especialmente na sepse neonatal, outros nao
recomendam seu uso devido a alta variabilidade inter-observadores no
reconhecimento dessas células (MEER et al, 2006; NIGRO et al., 2005;
SCHELONKA et al.,, 1995). Outros neutréfilos mais imaturos como o0s
metamieldcitos, mieldcitos e promieldcitos, denominados de granuldcitos imaturos,
possuem morfologia melhor definida diminuindo a variabilidade entre os
observadores. Estudos tém mostrado que seu aumento é util para o diagnéstico da
sepse neonatal, se mostrando uma ferramenta alternativa a contagem de bastdes
(BUTTARELLO, 2008). Também foi observada uma alta especificidade para a
deteccéao de infecgdes, reportando uma associacao entre 0 aumento de granulécitos
imaturos e a presenca de hemoculturas positivas (ANSARI-LARI et al., 2003).
Outros estudos sugerem seu uso como marcador da sindrome de resposta
inflamatéria sistémica — SIRS (NIERHAUS et al.,2013; MARE et al., 2015). Em
relacdo ao flag de granuldcitos imaturos, os analisador Sysmex XN-3000 e Coulter
LH 750 apresentaram 112 e 69 verdadeiros positivos, respectivamente. O
analisador Sysmex XN-3000 também quantifica os granuldcitos imaturos, e sua
contagem possui boa correlacdo com a microscopia, uma vantagem para esse
analisador. Com o0 avango das pesquisas sobre a importancia dos granulécitos
imaturos e a utilidade questionavel dos bastdes, a tendéncia é que no futuro ocorra

a liberagcado automatica dos granulécitos imaturos pelo analisador XN3000.

8 CONCLUSOES

Os analisadores Sysmex XN-3000 e Coulter LH 750 apresentam boa
concordancia para os parametros quantitativos em geral, exceto para basoéfilos. O
analisador Sysmex XN 3000 apresenta melhor correlagdo com a microscopia éptica
para baséfilos e eritroblastos. No entanto, ndo possuem apresentam boa
concordancia para os alarmes morfologicos, sendo o Sysmex XN-3000 melhor na
geragdo dos alarmes de forma geral. Além disso, esse analisador realiza a

contagem dos granulécitos imaturos, que compreende a soma dos metamielécitos,
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mielocitos e promieldcitos, € essa contagem apresenta boa correlacdo com a

microscopia.

O analisador Sysmex XN-3000 apresenta boa sensibilidade para blastos,
granulécitos imaturos e linfocitos atipicos, isso fornece maior seguranca na
liberagc&o dos resultados devido a menor a taxa de falsos negativos. Assim, deve-se
priorizar o processamento dos hemogramas dos pacientes com doengas onco-
hematoldgicas (Hematologia e Centro de Transplante de Medula Ossea) nesse

analisador.

O Sysmex XN-3000 gera elevada taxa de falsos positivos para o alarme de
linfocitos atipicos. Sugerimos que o fabricante aumente o ponto de corte da
sensibilidade do analisador para esse alarme para diminuir os falsos positivos e

evitar revisdes desnecessarias das laminas.

O analisador Coulter LH 750 possui baixa sensibilidade para blastos, alarme
de maior relevancia clinica. Assim, sugerimos a diminuicdo do ponto de corte da

sensibilidade para esse alarme a fim de diminuir a taxa de falso negativo.

Cada laboratério deve considerar as caracteristicas da populacdo de
pacientes atendidos para estabelecer critérios para revisdo das laminas. Baseados
nos resultados desse estudo, propomos algumas recomendacdes para a revisao

das laminas no setor de hematologia do Laboratério de Patologia Clinica do INCA:

1) Hemogramas sem alteracbes nos parametros quantitativos e sem flags
podem ser liberados diretamente (sem revisdo da lamina);

2) Hemogramas dos pacientes pertencentes as clinicas de hematologia e do
Centro de Transplante de Medula Ossea devem ser revistos sempre na
presenca de alarmes ou no caso de alteracdes na leucometria, plaquetas e

diferencial de leucoécitos;

3) No caso de alarme isolado para blastos, deve-se observar se ha alteragdes
em pelo menos um dos seguintes parametros quantitativos: leucometria,
hemoglobina, hematécrito, plaquetas e monécitos. Em caso de alteragdes,

proceder com a leitura da lamina;
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4) No caso de alarme isolado para linfécitos atipicos pelo Sysmex XN-3000,
associado a hemograma sem alteragbes nos linfécitos, plaquetas ou
leucometria, pode-se proceder com a liberacao direta do resultado.
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Instntuto Nacional de Infectologia Evandro Chagas Evandro Chagas

Rio de Janeiro, 21 de janeiro de 2016.

Do: Comité de Etica em Pesquisa do INI
Para: Dr. Carlos Augusto Ferreira de Andrade

Prezado Dr. Carlos Augusto,

Em relagio ao projeto “Avaliagio da Acuracia de Dois Analisadores
Hematolégicos Automaticos”, dissertagdo de mestrado da aluna Débora Danielle
Balduino Lauzin, encaminhado a este Comité em 19/01/2016, informamos que, pela
natureza do estudo e apds andlise desta Coordenagdo, evidenciou-se que ndo ha
necessidade de sua apreciagéo por um Comité de Etica em Pesquisa; podera ser submetido

a publicagio e divulgaggo dos resultados, com esta comunicagéo do CEP.

Atenciosamente,
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