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OLIVEIRA, R.A.G. Avaliação de métodos automatizados e manuais para 

contagem de plaquetas, em pacientes plaquetopênicos. São Paulo, 2000. 127p. 

Dissertação (Mestrado) - Faculdade de Ciências Farmacêuticas, Universidade de 

São Paulo. 

RESUMO 

É consenso que o advento da automação trouxe grande avanço na 

precisão e exatidão nas contagens de plaquetas em amostras normais. 

Entretanto, a correta contagem em amostras trombocitopênicas ainda é bastante 

controversa. A grande tendência em diminuir os limites de corte para se indicar 

transfusão de plaquetas, principalmente em função dos riscos de transmissão de 

doenças e do seu alto custo, impõe que a precisão e exatidão das contagens 

destes elementos sanguíneos tenham se tornado cada vez mais importantes. 

Desta forma, nosso trabalho procurou avaliar a exatidão e precisão de quatro 

contadores automáticos, o ADVIA (Bayer), o STKS (Coulter), o H1 (Technicon) e 

o T-890 (Coulter), dois métodos manuais diretos em câmara de contagem 

(Maspes-Jamra e Brecher-Cronkite- método de referência) e dois métodos 

indiretos. Em um destes foi utilizado o fator 20.000 para conversão de plaqueta 

por campo para plaqueta por mm3 ("Mét. indireto 1") e o outro que obtém o 

número de plaquetas por mm3 através da relação de equivalência entre o número 

de plaquetas por campo/eritrócitos por campo e o número de plaquetas por mm3
/ 

eritrócitos por mm3 ("Mét. indireto 2"). Esta avaliação foi feita tanto em amostras 

normais quanto em amostras plaquetopênicas, tendo como parâmetro de 

referência os resultados obtidos pelo método preconizado pelo lnternational 

Commitee of Standardization in Haematology (ICSH 1984/1988). Nossos 

resultados demonstraram não haver diferenças significativas entre os aparelhos e 

o método de referência para amostras normais. Entretanto, o método de Maspes­

Jamra apresentou resultados significativamente mais elevados em relação ao 

método ICSH com diferença de +145.400 plaq/mm3 (p < 0,001 ), provavelmente 

em função da retenção de plasma livre de plaquetas entre as hemácias. Os 

aparelhos automáticos apresentaram excelente precisão e exatidão dos aparelhos 
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nas amostras plaquetopênicas obtidas em laboratório a partir de diluições das 

próprias amostras normais. De modo distinto, nos pacientes plaquetopênicos, 

apenas o ADVIA que utíliza dois princípios de contagem (volumetria por dispersão 

da luz laser e índice de refração), demonstrou boa correlação (r) = 0,947 em 

relação ao método ICSH nas amostras com menos de 30.000 plaq/mm3
. Os 

demais aparelhos, que se utilizam apenas da volumetria como princípio de 

contagem, não apresentaram resultados satisfatórios. Entretanto, a análise de 

alarmes demonstrou, em todos os aparelhos, grande capacidade de acusar 

resultados passíveis de erros. Os dois métodos indiretos com CV = 26,02 

demonstraram ser bem menos precisos do que todos os demais (p < 0,001 ). Além 

disso, o "mét. indireto 1" obteve resultados significativamente mais elevados do 

que os obtidos pelo método ICSH (p < 0,001 ). Assim, podemos afirmar que a 

contagem exata de plaquetas em níveis baixos continua sendo um grande 

problema. A falta de concordância de resultados entre os contadores, de um 

modo gerai;- pode dificultar o estabelecimento e uniformização dos limites de 

contagem de plaquetas para a indicação de transfusão. O uso do método de 

referência ICSH para amostras severamente plaquetopênicas sujeitas a erros 

pelos contadores, apesar de menos prática que as estimativas indiretas, ainda é o 

procedimento mais prudente. A utilização das mais novas gerações de aparelhos 

tende a tornar mais segura a tomada de decisões para transfusões terapêuticas 

em pacientes com risco de sangramento. 
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SUMMARY 

The advent of the automated cell counting analyses which has brought a 

great improvement in the precision and accuracy in the counting of the blood cells 

in normal samples, is a consensus. However the counting of the platelets exact 

nurnber in thrombocytopenic patients is still quite controversial. Due to the great 

tendency today of reducing the threshold of the platelets prophylactic transfusion 

for avoiding risks of transmitting diseases and diminishing high costs both for the 

patients and the institutions, we have urged more than never that methods should 

be reaching a more precise and accurate counting of these blood elements. 

Therefore our study tried to evaluate how precise and accurate are four blood cell 

counters; the ADVIA (Bayer), the STKS (Coulter), the H1 (Technicon) and the T-

890 (Coulter), and two count chamber methods (Maspes-Jamra and the reference 

method, Brecher-Cronkite) as well as two indirect methods. One of these last 

mentioned, using the 20.000 conversion factor for transforming platelets per field 

into platelets per microliters (indirect method 1 ); and the other through comparing 

the field platelets/ field erythrocytes proportion to the platelets per 

microliters/erythrocytes per microliters (indirect method 2). This evaluation was 

performed both in normal sarnples as in severe thrombocytopenic ones, having as 

the reference parameter the results obtained by the method of the lnternational 

Committee of Standardization in Haematology (ICSH 1984/1988). The results we 

have reached showed there was no significant differences between the automated 

blood counters and the ICSH method concerning the normal samples. However 

the Maspes-Jamra direct method has showed significantly higher counting results 

presenting average values of + 145.400 plt /µL (p< 0,001) compared to the ICSH 

reference method. This is probabty due to the free platelet plasma retention 

among the erythrocytes. lt was also shown the excellent accuracy and precision of 

the counters concerning the target thrombocytopenic samples reached in 
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laboratory using diluting normal samples. Unlíke these results, only the ADVIA 

counter, which uses two basis for counting platelets (volumetric measure and 

refractive index) has shown good correlation with the reference method results for 

samples with less than 30.000 plt/µL (r = 0,947). The other counters which uses 

only volumetríc measuring as basís for platelets counting have not presented 

satisfactory results. Nevertheless, every counter has shown to be reliable in 

flagging results that could be exposed to counting errors. Toe results for the two 

índirect methods (CV= 26,02% with p< 0,001) have shown to be the less precise 

ones when comperad to aíl the other methOdé, both eutomatic and eounting 

chamber methods in thrombocytopenic samples. Therefore, we can infer that the 

precise counting of platelets in low levels is still a serious problem . The lack of the 

results correlation among counters can, in general, come to turn difficult to 

establish and to standardize of the prophylactic threshold of platelet transfusion. 

Although less practical than the indirect methods, the utilization of the reference 

method still is the most prudent way of verifying the possibility of automation 

spurious counting concerning the severely thrombocytopenic sample. The use of 

other associated basis besides volumetric measuring brought by the new 

generations of counters for platelets counting tends to tum safer the therapeutic 

decision to be taken in case of patients having bleeding risks. 



-
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1. INTRODUÇÃO: 

As plaquetas são elementos sanguíneos provindos dos megacariócitos na 

medula óssea, cuja função está intimamente relacionada ao processo 

hemostático. 

Foram inicialmente descritas por Bizzozero (1882}, que demonstrou sua 

adesividade, sua participação na trombose e seu papel na coagulação do sangue. 

São estruturas heterogêneas em relação ao tamanho, densidade e 

características de coloração. Sua morfologia varia bastante dependendo do 

método empregado para análise, do anticoagulante e da temperatura (Maupin, 

1969). Nos líquidos diluentes, "in vitro", as plaquetas são corpúsculos incolores, 

moderadamente refringentes, discóides ou elípticos. Em esfregaço de sangue 

corado pelos derivados do Romanovsky, aparentam forma arredondada ou mais 

alongada, com grânulos azurofílicos no citoplasma azul-claro. 

Seu volume, para indivíduos sadios, varia entre 4 a 8 fentolitros (Bull et ai., 

1965; Frojmovic et ai., 1982). Em alguns distúrbios caracterizados por acelerada 

destruição plaquetária (por ex. trombocitopenia auto-imune), trombocitopenias 

associadas a disfunção plaquetária, pós-esplenectomias, mielofibrose, policitemia 

vera, etc., pode haver aumento no seu diâmetro (Bithell, 1998). Por outro lado, 

plaquetas anormalmente pequenas podem estar associadas por exemplo a 

anemias aplásticas e hiperesplenismo (Frojmovic et ai., 1982). 

Assim como para os leucócitos e eritrócitos, a acurada contagem do 

número de plaquetas é de fundamental importância na prática médica. É a partir 

destas determinações que decorrem grande parte do diagnóstico e conduta 

terapêutica apropriada. 

Além do seu uso como um dos parâmetros mais importantes na avaliação 

clínica, para evitar risco de sangramento em pacientes pré-cirúrgicos ou pacientes 

em unidades de terapia intensiva, como monitorizador durante as transfusões 

maciças de sangue, no diagnóstico diferencial e conduta terapêutica de alguns 

estados trombocitopênicos, como nas púrpuras trombocitopênicas idiopáticas 
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(PTI) (George et ai. , 1996), na púrpura trombocitopênico trombótica (PTT) 

(Sarode et ai. , 1997) e em outras coagulopatias de consumo como por 

coagulação intravascular disseminada {CIVD) ou trombocitopenias induzidas por 

drogas como a heparina (Chong et ai., 1993; Nand et ai., 1997; Warketin, 1997), a 

determinação do real número de plaquetas no sangue periférico se torna crucial 

no controle de quimioterapias e de transfusões em pacientes onco-hematológicos 

( Gmur et ai. , 1991; Dickerhoff et ai. , 1995; Lawrence et ai. , 1995; Hanseler et ai. , 

1996; Rebulla et ai., 1997; Finazi, 1998; Navarro et ai., 1998). 

1.1. Relevância clínica das contagens de plaquetas: 

A importância clínica da exatidão e da precisão das contagens de 

plaquetas se torna tanto mais crítica quanto maior for o grau de plaquetopenia. 

Ela é essencial quando as contagens atingem valores abaixo de 50.000 /mm3, 

onde o sangramento pós-traumatismos ou cirurgias pode ocorrer. Nas contagens 

inferiores a 20.000/ mm3, por estarem associadas a sérias tendências a 

sangramento espontâneo e principalmente quando valores estão abaixo de 5.000/ 

mm3
, pode ocorrer sangramentos fatais no cérebro e no trato gastrointestinal 

(Cornbleet et ai., 1985). 

Apesar de ser uma prática comum em pacientes com leucemias agudas e 

trombocitopenias severas consequentes à terapia mielosupressora, o 

estabelecimento de um limite para transfusão profilática de plaquetas ainda 

continua bastante controverso (Finazzi, 1998). 

Baseados nos estudos de Gaydos et ai. (1962), boa parte das instituições 

tradicionalmente indica transfusão de plaquetas quando as contagens se situam 

em torno de 20.000/mm3 (Finazzi, 1998). Outros entretanto, questionam este valor 

e , na maioria dos casos, a preconizam quando os níveis de plaquetas atingem 

valores em torno de 10.000/mm3
. (Slichter et ai., 1978; Solomon et ai. , 1978; 

Gmur et ai., 1991 ; Lawrence et ai. , 1995; Gil-Fernandes et ai., 1996; Beutler et ai., 

1997; Kruskall et ai., 1997; Barbui et ai., 1998). Os valores de 20.000 plaq/mm3 

estariam restritos apenas a pacientes com outras intercorrências clínicas 

simultàneas. Em 1991 , Gmur et ai., apesar de terem utilizado como parâmetro 
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para a administração rotineira de plaquetas o valor de 5.000 plaq/mm3
, para 

pacientes sem manifestações hemorrágicas, reconhecem que este limite de 

contagem pode variar de paciente para paciente, aumentando ainda mais· a 

importância da correta contagem de plaquetas. Dados de Navarro et ai. (1998), 

sugerem que o limite profilático pode ser estabelecido seguramente em 

1 0.000/mm3 durante a fase de indução e consolidação do tratamento de pacientes 

adultos com leucemia mielóide aguda de novo. 

Com base nos mais recentes estudos publicados, a "American Society of 

Hematology'' (Sherrill et ai., 1996), se refere às contagens de plaquetas maiores 

que 10.000/mm3 como de muito pequeno risco de sangramentos. Entretanto, com 

níveis menores que 1 0.000/mm3 afirma não existirem dados suficientes para 

estabelecer em que intensidade os riscos de sangramentos aumentam à medida 

que os níveis de plaquetas se situem abaixo de 1 0.000/mm3 ou quando isto 

ocorre com níveis menores que 5.000/mm3
. Apesar de haver uma tendência cada 

vez maior de os novos protocolos utilizarem limites profiláticos cada vez menores 

para indicação de transfusão. 

Segundo Lawrence et ai. (1995), o uso generalizado do limite de 20.000 

plaq/mm3 pode refletir a falta de confiança na exatidão das contagens em 

amostras plaquetopênicas. 

O desenvolvimento de métodos para avaliar a função plaquetária, requer 

exata e precisa contagem de plaquetas como requisito fundamental. A segurança 

na quantificação da bolsa de plaquetas preparadas para transfusão sanguínea 

também requer acurados procedimentos de contagem para viabilizá-la (Wertz et 

ai., 1977). 

A grande maioria dos principais sistemas de "escore" para tempo de 

sobrevida de pacientes com mielodisplasias tem na determinação de plaquetas 

por mm3 de sangue um de seus importantes fatores de prognóstico (Mufti et ai., 

1985; Varela et ai., 1985; Aul et ai., 1988; Sanz et ai., 1989; Goasguen et ai., 1990; 

Aul et ai., 1992; Velloso, 1992; Morei et ai., 1993; Passmore et ai., 1995). Alguns 

dos quais (Varela et ai., 1985; Sanz et ai., 1989) atribuem sistema de pontuação 

distinto em função do grau de plaquetopenia. 
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A determinação segura de plaquetas também é importante no controle de 

terapia para diminuição do número de plaquetas circulantes em pacientes com 

altas contagens destas células, como por exemplo no tratamento da fase crônica 

de pacientes com leucemia mielóide crônica (LMC) (Kunicka et ai., 1998). 

De um modo geral, a trombocitopenia é um achado comum em doentes 

graves. De 25 a 40% dos pacientes que requerem cuidados em unidades de 

terapia intensiva (UTI) possuem contagem de plaquetas abaixo de 100.000/mm
3

, 

e 2 a 3% apresentam valores abaixo de 20.000 plaq/mm3
. Casos de 

trombocitopênicos mais críticos estão associados a estados graves ou àqueles de 

longa duração nas UTI (Baughman et ai., 1993; Bonfiglio et ai., 1995; Chakraverty 

et ai., 1996). Segundo Chambernand et al.(1995), de 20 a 40% das crianças 

admitidas em UTI possuem trombocitopenia; aproximadamente 30% dos recém­

nascidos com trombocitopenia severa abaixo de 50.000 plaq/mm3
, relacionadas a 

infecções bacterianas, coagulação intravascular disseminada e plaquetopenias 

imuno-moduladas, sob o risco de hemorragia intracranial, recebem transfusão 

plaquetária. Transfusões profiláticas são dadas usualmente para crianças com 

menos de 20.000 plaq/mm3
. A duração da trombocitopenia, bem como a 

avaliação dos níveis de plaquetas de pacientes em UTI, podem definir a etiologia 

da doença (Alving et ai., 1996). 

Segundo a "American Society of Hematology'', estados como de 

coagulação intravascular disseminada, púrpura trombocitopênico trombótica ou 

trombocitopenia induzida por heparina (TIH), que estão sujeitos a rápidas e 

perigosas depleções de plaquetas no sangue periférico, requerem um cuidado 

todo especial na contagem de plaquetas. Pacientes com estas patologias 

frequentemente podem reduzir suas contagens a valores abaixo de 1 O.OOO/mm
3

. 

Há várias publicações abordando os limites hemostáticos mínimos de 

plaquetas em função de condições clínicas distintas. Embora não haja uma 

uniformidade entre os diversos "guidelines", de um modo geral, a manutenção dos 

níveis de plaquetas, para pacientes recebendo transfusões maciças, em valores 

acima de 50.000 plaq/mm3 demonstra significativa diminuição de sangramento 

microvascular (Counts et ai., 1979). Em situações não urgentes requerendo 

procedimentos invasivos, a contagem de plaquetas entre 30.000 e 50.00/mm3 
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pode prover ao paciente condições hemostáticas seguras. Esta conduta é 

comumente utilizada em pacientes com coagulopatias de consumo com pequeno 

risco de sangramento. (Foster et ai., 1992; Deloughery et ai., 1996; Doefer et ai., 

1996 ). 

Além da história clínica do paciente a fim de excluir outras causas de 

trombocitopenias, a contagem de plaquetas é primordial para diagnóstico, 

tratamento e monitorização terapêutica em pacientes com púrpura 

trombocitopênico idiopática (PTI), sejam crianças, adultos ou mulheres grávidas 

(George et ai., 1996). Os limites de corte para mudança de procedimentos 

terapêuticos são bastante próximos e a níveis muito baixo de plaquetas (George 

et ai., 1996). 

A ausência de transfusão, quando ela é necessária, é prejudicial ao 

paciente, por aumento do risco de sangramentos. Isto pode ocorrer em casos de 

superestimação de resultados. Por outro lado, transfusões desnecessárias 

acarretam elevação do custo para o paciente e a instituição (Ault, 1996). Além 

disso, podem aumentar o risco de transmissão de doenças virais, bacterianas 

(Goldman et ai., 1991; Blajchman et ai., 1992) ou por protozoários (Grant et ai., 

1989; Dodd, 1990; Schmunis, 1991 ), imunossupressão, reação enxerto versus 

hospedeiro, além da prevenção do desenvolvimento de aloimunização plaquetária 

(Consensus conference, 1987; Ault, 1996}. Atualmente, várias estratégias visando 

reduzir a necessidade de plaquetas têm sido estudadas no sentido de diminuir os 

riscos de aloimunização e transmissão de doenças associadas com transfusão de 

hemoderivados. Dentre elas, a diminuição do limite de transfusão profilática de 

20.000 para 10.000 plaq/mm3 (Sherrill et ai., 1996). 

Deste modo, é pertinente uma análise crítica das técnicas e métodos 

automatizados e manuais utilizados na determinação de plaquetas, em 

comparação com método de referência, com vistas à sua utilização, substituição, 

padronização ou adequação às exigências de segurança clínica, eficácia e 

relação custo/benefício, e ao atual estágio de desenvolvimento científico e 

tecnológico do nosso pais. 
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1.2. Evolução histórica na contagem de plaquetas: 

No processo evolutivo das determinações das células sanguíneas. dois 

procedimentos analíticos podem ser claramente definidos: os manuais e os 

automatizados. 

Independentemente da tecnologia utilizada, os métodos de contagem de 

células podem ser divididos em dois grupos distintos: diretos e indiretos. Os 

métodos diretos, são baseados na determinação do número absoluto de células 

por volume, sem a dependência de correlação com qualquer outro fator ou 

método. Neste grupo se encontram as determinações manuais de plaquetas em 

hemocitômetro ( câmara de Neubauer) e as contagens automatizadas. De modo 

distinto, os métodos indiretos necessitam de outras determinações para obter o 

valor de células por volume. As estimativas de plaquetas em extensão sanguínea 

corada, seja por correlação com o valor absoluto de hemácias. seja pelo uso de 

fator de conversão de plaqueta por campo para plaqueta por mm3
, são exemplos 

típicos. 

No que se refere particularmente à contagem de plaquetas, deve-se 

reportar inicialmente os métodos indiretos de contagem. Introduzidos por Rabi em 

1896, sofreram algumas modificações por Gottlieb em 1908, por Fônio em 1912, 

por Stahl em 1921 , Leschke em 1925, Hittmair em 1928, dentre outras (Olef, 

1930; Tocantins, 1937). De um modo geral, suas contagens de plaquetas por 

volume de sangue eram determinadas a partir de estimativas em extensões 

coradas obtidas de sangue capilar. Para isso, era feita uma proporção entre o 

número de eritrócitos e de plaquetas por campo microscópico. Ao final da 

contagem do total de plaquetas por eritrócitos e, tomando por base a 

determinação global de hemácias em hemocitômetro, era obtido o número de 

plaquetas por mm3 de sangue. Assim, as plaquetas eram determinadas 

indiretamente. Para níveis em torno de 250.000 plaq/mm3
, por mais que seja feito 

efetivamente, este procedimento está sujeito a um erro mínimo de 14% quando 

1.000 eritrócitos são contados e 7% quando 4.000 hemácias são determinadas 

(Brecher & Cronkite, 1950). Além disso, a contagem de eritrócitos em câmara, 

que tem um erro em torno de 8%, também é requerida para a determinação da 

contagem de plaquetas (Brecher et ai., 1952}. Não obstante, sugere-se que 
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apenas extensões com distribuição uniforme de plaquetas devam ser avaliados 

(Dameshek, 1932) . A seleção de áreas do esfregaço onde haja distribuição 

uniforme das plaquetas, se por um lado é essencial à maior reprodutibilidade 

deste procedimento, por outro, sacrifica a distribuição aleatória das plaquetas 

(Brecher et ai., 1952). 

As primeiras contagens de plaquetas obtidas diretamente em 

hemocitômetro foram feitas a partir de metodologias que se utilizavam de 

microscopia óptica comum e líquidos diluidores não lisantes de hemácias. Assim 

eritrócitos e plaquetas poderiam ser vistos simultaneamente na câmara de 

contagem. Para isso, por necessitarem de uma boa distribuição das hemácias, 

eram usados graus de diluição bastante elevados (1 :200, 1 :400 , por ex). Mesmo 

em amostras com contagens normais, poucas plaquetas eram visualizadas, 

levando a pequena reprodutibilidade. A visualização simultânea de eritrócitos e 

plaquetas não permitia ao operador diminuir o grau de diluição, em função da 

impossibilidade de visualização segura das plaquetas frente a uma "cortina de 

eritrócitos". Esta limitação técnica tornava estas metodologias pouco precisas e 

exatas, principalmente para pacientes plaquetopênicos que necessitariam 

obrigatoriamente de uma grande redução da diluição prevista na técnica original 

para níveis normais. Métodos como os de Rees-Ecker (Rees & Ecker, 1923), 

Wright-Kinnicutt (Wright & Kinnicutt, 1911 ), Buckman-Hallisey (Buckman & 

Hallisey, 1921 ), são exemplos clássicos deste perfil técnico de contagem. 

Desde os primeiros estudos de Tocantins em 1937, avaliando 116 métodos 

distintos, que a acurácia das contagens de plaquetas é colocada em dúvida. 

Segundo estimativa feita por Maupin, em 1969, somando os métodos mais 

antigos, suas variações e novas metodologias, o número de técnicas para avaliar 

plaquetas excederiam a 160. Este fato refletiria a inadequação das técnicas 

disponíveis e a necessidade de novos sistemas de contagens (Rowan et ai., 

1972). Os valores estipulados para indivíduos normais obtidos pelos diferentes 

métodos indiretos eram os mais divergentes possíveis. Dados que variavam em 

média de 234.000 como os estabelecidos por Fônio, de 469.000 por Pratt, de 

619.000 por Olef (Damesheck, 1932), 750.000 como por Horwitz até valores em 

média de 800.000 plaq/mm3 como os obtidos por Kemp (Olef, 1930). Para os 

métodos diretos, apesar de também haver discordância, de um modo geral, os 
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dados da literatura revelavam como valores médios para indivíduos normais, 

resultados mais homogêneos. Valores de 210.000 obtidos por Aynauld, de 

297.000 obtidos por Wright-Kinnicutt, de 300.000 por Buckman-Hallisey, de 

380.000 por Preiss, de 536.000 por Casey-Helmer, até de 600.000 por 

Puchberger (Olef, 1930). 

O uso de líquidos diluidores lisantes de eritrócitos que proporcionava a 

variação do grau de diluição em função do número de plaquetas por quadrante na 

câmara, associado ao advento da microscopia de contraste de fase, que facilitava 

a distinção entre as plaquetas e debrís celulares, vieram proporcionar uma melhor 

determinação de plaquetas diretamente em hemocitômetro. Foi desta maneira 

que, em 1950, Brecher e Cronkite (Brecher & Cronkite, 1950) criaram o método 

direto de contagem de plaquetas, ainda hoje utilizado como de referência. (Wertz 

& Koepler, 1977; ICSH, 1984/1988). 

Em 1955, Maspes e Jamra, propuseram metodologia alternativa que 

facilitava a visualização das plaquetas em câmara de contagem, utilizando plasma 

rico em plaquetas (PRP) (Maspes & Jamra, 1955). Deste modo, segundo os 

autores, não haveria a necessidade do uso de microscopia de contraste de fase 

para a diferenciação destas células no hemocitômetro. Além disso, também trazia 

a vantagem, como no método de Brecher-Cronkite, especificamente em relação 

aos métodos de Rees-Ecker, Wright-Kinnicutt, Buckman-Hallisey, por ex., de 

poder alterar o grau de diluição dependendo do número de plaquetas dispostos 

nos quadrantes da câmara de contagem, inclusive usar o plasma puro, para 

casos de pacientes severamente plaquetopênicos, sem alterar o grau de 

reprodutibilidade nos resultados. 

Foi somente a partir de 1978 que as contagens manuais indiretas 

determinadas pela multiplicação por fator de conversão de plaquetas por campo 

microscópio para plaquetas por milímetro cúbico, obtidos empiricamente a partir 

de estudos comparativos ( em relação às contagens diretas em câmara ou dos 

contadores automáticos), passaram a ser utilizadas como procedimentos 

alternativos de contagem. Também data desta época os primeiros relatos de 

comparações, para uma mesma casuística, de resultados obtidos direta e 

indiretamente (Abbey, 1978; Nosanchuk et ai., 1978; Apibal et ai., 1979; Bell & 
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Neely, 1980; Mogodan, 1980). 

A automação em hematologia (análise fluxométrica) inicia-se em 1953, por 

obra de Wallace Coulter, que patentiou a impedância elétrica como princípio 

básico para contagem das células sanguíneas. Mais tarde, outras metodologias, 

como a utilização de princípios eletro-óptico por dispersão de luz passaram a ser 

desenvolvidas. Recentemente princípios mais modernos, como através de análise 

simultânea por volume e índice de refração tem sido utilizados. 

Durante as últimas décadas, houve um grande crescimento na área da 

automação em hematologia. Isto trouxe numerosas mudanças nos laboratórios de 

hematologia clínica. Primeiramente, através dos rápidos avanços dos contadores 

para as contagens de hemácias e leucócitos na década de 60. Nos anos 70, 

surgem os primeiros contadores de plaquetas. A partir da década de 80, além das 

contagens globais para eritrócitos, leucócitos e plaquetas, surge a primeira 

geração de contadores diferenciais de leucócitos, com 1 O parâmetros para as 

contagens globais e 3 parâmetros para diferencial de leucócitos (Gulati et ai., 

1992). 

Os primeiros métodos automatizados de contagem de plaquetas utilizavam, 

como amostra, preparados de plasma rico em plaquetas (PRP) obtidos a partir de 

centrifugação diferencial prévia ou sedimentação gravitacional. Estes 

procedimentos, entretanto, consumiam mais tempo, além do risco de impor 

resultados inexatos (Wertz et ai., 1980) em função de variáveis que poderiam 

interferir na eritrosedimentação (Buli et ai., 1965; Oliveira et ai., 1999). 

O fato de estes primeiros contadores semi-automatizados de apenas um 

parâmetro (contavam apenas plaquetas) e que se utilizavam de PRP, por não 

conseguirem diferenciar as plaquetas dos eritrócitos, levou alguns pesquisadores 

como Eastham et ai. (1963), Bull et ai. (1965)1 Price et ai. (1968), a maiores 

estudos para padronização de protocolos para obtenção de PRP. 

Naturalmente, uma nova geração de contadores em sangue total passou a 

ser desenvolvida. Dotados de sistemas eletrônicos mais sofisticados de avaliação 

do tamanho de células para distinguir plaquetas dos demais elementos 

sanguíneos, não apresentavam mais a necessidade de fase prévia de separação 
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do sangue. 

Com o passar dos anos e a evolução dos modelos e desenvolvimento da 

análise multiparamétrica, os aparelhos mais novos passaram a incluir a contagem 

de plaquetas como parte integrante do perfil hematológico no sangue periférico. 

Entretanto, até final dos anos 70, boa parte dos laboratórios americanos 

ainda perfaziam suas contagens de plaquetas em câmara de contagem (retículo 

de Neubauer) e microscópio óptico convencional (Wertz et ai., 1980). 

Provavelmente pelo fato de proporcionar maior poder de trabalho nas 

grandes rotinas, além de aumentar a exatidão e precisão de resultados houve 

uma tendência natural à maior utilização dos contadores automatizados, e como 

consequência, uma maior valorização dos resultados das contagens de 

plaquetas. 

Apesar de os primeiros procedimentos de automação em hematologia 

estarem bem estabelecidos com respeito a hemácias e leucócitos (Barnard et ai., 

1969; Nelson, 1969) sua satisfatoriedade não se extendia às contagens de 

plaquetas (Rowan et ai., 1972). A acurácia e precisão dos contadores 

aumtomáticos no que se refere às contagens de plaquetas são de mais difícil 

obtenção que para leucócitos e hemácias (Ross et ai., 1979). Estudos de Wertz e 

Triplet (1976) demonstraram grande variação de resultados entre laboratórios, 

principalmente em função da falta de controle primário de calibração para os 

vários aparelhos. Para estes Autores, os contadores automáticos devem ser 

calibrados diretamente, bem como controlados indiretamente por sangue com 

determinação prévia obtida por método de referência. Assim estas discrepâncias 

entre laboratórios poderiam ser evitadas. 

A citometria de fluxo (CMF) é um método moderno de estudo das células, 

que resulta da aplicação de conhecimentos físicos (óptica, tecnologia Laser, 

princípios de difração, refração, impedância, fluorescência etc.), de computação e 

biológicos (produção de anticorpos monoclonais) e bioquímicos. 

A utilização da automação ( citometria de fluxo) no laboratório clínico de 

rotina para as determinações e estudo dos elementos sangüíneos no hemograma
1 
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se restringe, entretanto, às análises de tamanho e complexidade interna das 

células, não utilizando para isso os referidos anticorpos monoclonais marcados 

com fluorocromos (mais utilizados em diagnóstico de neoplasias hematológicas­

leucemias e linfomas). Apesar do seu alto custo, ela passou a oferecer vantagens 

na triagem de hemogramas normais e na melhor análise de algumas doenças 

hematológicas (Faulhaber et ai., 199-; Gulati et ai., 1992). 

Sabe-se hoje que a automação é capaz de nos proporcionar contagens 

seguras e reprodutíveis, em amostras normais, tanto para contagens globais 

quanto para diferencial. (Ross et ai., 1986; Combleet et ai., 1993; Jones et ai., 

1995; Llompart et ai., 1995; Vives-Corrons et ai., 1996). Ela é essencial em 

laboratórios que façam um grande número de exames (Ross et ai., 1980). A 

grande dúvida se limita àquelas amostras em que um determinado parâmetro 

interfere na exatidão de um outro ou quando o número de células por mm3 está 

bastante diminuído (Dickerhoff et ai., 1995; Hanseler et ai., 1996). 

Especificamente, no que se refere à contagem de plaquetas, uma 

possibilidade de limitação do uso dos contadores automatizados é a sua 

inabilidade em discriminar corretamente estes elementos sangüíneos de 

partículas interferentes como fragmentos de eritrócitos, "debrís" celulares, etc ou a 

possibilidade de diminuição na contagem real nos casos de aumento do número 

de macroplaquetas ou de aglutinação ("clumps"). 

Pseudo-plaquetopenias em contagem automatizada podem ocorrer em 

várias situações como presença de macroplaquetas (Stanworth et ai., 1999); 

crioaglutinação plaquetária (Shreiner & Bell, 1973; lsobe et ai., 1983); aglutinação 

EDTA dependente (Gowland et ai., 1969; Solanki et ai., 1983; Lombarts et ai., 

1988; Ohnuma et ai., 1988) como em algumas malignidades, doenças hepáticas 

agudas e crônicas, condições auto-imunes ocasionais (Schreiner & Bell, 1973; 

Veenhoven et ai., 1979); satelização (Bolton & Boyd, 1963; Crome & Barkan, 

1963; Field & Macleod, 1963; Signy & Green, 1963; Kjeldsberg et ai., 1974; 

Solanki et ai., 1983 ). Por outro lado, contagens de outras partículas celulares e 

inclusões do tamanho equivalente ao ,imite estabelecidos pelos contadores, 

associadas a numerosos fatores incluindo Corpúsculos de Jolly ou de 

P appenheimer (Morton et ai., 1980), fragmentos de eritrócitos e leucócitos 
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(Rowan et ai., 1972; Stass et ai., 1977; Stass et ai., 1979; Morton et ai., 1980) 

microesferocitose (Akwari, 1982), leucemia de células cabeludas (Stass et ai., 

1977), linfoma em fase leucêmica (Stass et ai., 1979) podem causar contagens 

errôneamente elevadas. Em todos estes casos, a comprovação das contagens 

espúrias obtidas pela automação foi determinada por contagens manuais. 

A possibilidade da não identificação pelos contadores de possíveis 

anormalidades nas amostras (alarmes - "flags") decorrentes de alterações 

morfológicas nas célule~ sanguíneas ou dlà pteiénça de artefatos, que poaBem 

gerar resultados falsamente-elevados também pode acarretar má conduta 

terapêutica. Segundo Cornbleet et ai. ( 1985), cerca de 30% das amostras 

plaquetopênicas com "flags" (alarmes) nos aparelhos apresentam falsa contagem 

e devem ser determinadas por método de referência manual em hemocitômetro. 

Mesmo nos dias atuais, a correta contagem de plaquetas ainda continua 

sendo uma matéria delicada. Isto se deve ao fato, acima descrito, de os 

instrumentos que são usados para contagem de plaquetas não discriminarem 

bem plaquetas de outras partículas celulares e precipitados que causem sinais 

similares (Dickerhoff et ai., 1995). Segundo estes Autores, métodos visuais em 

hemocitômetro ainda são frequentemente usados na rotina laboratorial para 

verificar baixas contagens de plaquetas e, apesar de oferecerem algumas 

desvantagens técnicas, ainda devem ser utilizados. 

Por outro lado, muitos laboratórios usam como método de avaliação de 

possíveis erros nos contadores, a contagem manual a partir da determinação 

indireta de plaquetas em estenção corada e liberam seus resultados tomando por 

base os valores obtidos por estas metodologias indiretas. Segundo Lawrence et 

ai. (1995), grande parte dos laboratórios americanos utilizam este critério 

laboratorial para controle de resultados dúbios. 

Pelo fato de os métodos manuais em hemocitômetro, apesar de serem 

mais trabalhosos e demorados, poderem ser úteis em contagens críticas de 

amostras plaquetopênicas em que a automação sugira incoerência na contagem, 

e que o método de referência estabelecido pelo lnternational Committee for 

Standartization in Haematology (ICSH) é em câmara de contagem, far-se-a uma 
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análise comparativa prévia de algumas metodologias manuais, incluindo outro 

método em hemocitômetro e contadores eletrônicos em amostras normaís; 

verificar-se-a a capacidade de precisão e exatidão dos contadores em baixas 

contagens de plaquetas a partir de amostras normais diluidas e a capacidade de 

precisão e exatidão destes aparelhos em amostras verdadeiramente 

plaquetopênicas, tendo como paràmetro de referência os resultados obtidos em 

câmara de contagem utilizando sangue total diluído em oxalato de amônia a 1 %. 

Em virtude da não necessidade de utilização de métodos indiretos em amostras 

normais, estudo comparativo destes com os aparelhos automáticos e métodos 

manuais em câmara será feito apenas nas amostras plaquetopênicas ou com 

risco de erro de contagem pelos aparelhos. 

A comprovação e/ou padronização de contagens fidedígnas em amostras 

plaquetopênicas poderá ser útil no auxílio do diagnóstico, prognóstico e conduta 

terapêutica desses pacientes. 

Não identificar a possibilidade de risco e não proceder transfusão profilática 

em função de uma superestimação na contagem de plaquetas (para 10.000 e 

20.000 plaq/mm3) ou para boa conduta clínica em pacientes pré-cirurgicos, no 

prognóstico de pacientes leucêmicos, com mielodisplasias, ou proporcionar boa 

monitorização terapêutica em pacientes purpúricos, coagulopatas, ou em 

unidades de terapia intensiva dentre outros, justifica a escolha deste tema como 

objeto de trabalho. 
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2 OBJETIVOS 

Estudar a exatidão (acurácia) e a precisão (reprodutibilidade) dos 

contadores automáticos e métodos manuais diretos e indiretos na contagem de 

plaquetas, em amostras com contagens normais e de pacientes 

trombocitopênicos; 

Estabelecer o grau de confiabilidade dos resultados da contagem de 

plaquetas obtidos por técnicas manuais e automatizadas, nas plaquetopenias, 

com base nos resultados do método de referência; 

Avaliarar a exatidão e precisão dos métodos automatizados em 

amostras plaquetopênicas, sem alterações morfológicas ou alarmes, obtidas 

artificialmente em laboratório após diluição seriada de amostras normais; 

Verificar a confíabilidade dos "alarmes" dos aparelhos nas amostras 

plaquetopênicas; 

Determinar, nas amostras plaquetopênicas em estudo, a validade do 

uso da estimativa de plaquetas em extensão corada como controle de qualidade 

de possíveis contagens erradas pelos aparelhos e o uso de seus resultados como 

um dado para conduta clínica em pacientes com risco de sangramento; 
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3- CASUÍSTICA E METODOLOGIA: 

3.1. Casuística: 

Foram investigadas 40 amostras de doadores voluntários normais, 

funcionários do Instituto Adolfo Lutz (IAL), e 70 amostras de pacientes 

plaquetopênicos provindas do Serviço de Hematologia Clínica do Hospital dos 

Servidores do Estado de São Paulo (HSPE). 

Duas amostras com fragmentos de eritrócitos, por nao serem 

plaquetopênicas, foram analisadas à parte. 

3.2. Métodos utilizados: 

O critério de seleção dos respectivos métodos: em extensão sanguínea 

corada (esfregaço); em câmara usando sangue total e plasma rico em plaquetas 

(PRP), por automação usando impedância e/ou sistema óptico de detecção 

(scater de luz) ou até mesmo índice de refração celular, foi no sentido de 

possibilitar discutir todas as possibilidades analíticas pertinentes a grande parte 

dos princípios ainda hoje utilizados para contagem de plaquetas, ou seja, sangue 

total em extensão, sangue total em hemocitômetro (usando líquido diluidor lisante 

de eritrócitos, pela possibilidade de ajuste de diluição frente a plaquetopênicos), 

PRP em hemocitômetro, e por automação usando métodos distintos por 

impedância simples com leitura tripla num mesmo canal (Coulter modelo T-890), 

impedância simples com leitura tripla em 3 canais distintos (Coulter modelo 

STKS), sistema óptico simples para análise volumétrica, com leitura em 1 canal 

(H1 Technicon) e sistema óptico duplo com análise volumétrica e por índice de 

refração, com leitura em um canal de contagem (Bayer modelo ADVIA-120). 
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Contadores automáticos: 

De um modo geral, os contadores automáticos têm como princípio de 

contagem um sistema de impedância (condutividade), um sistema óptico de 

leitura ou ambos. Mais recentemente, alguns aparelhos como o ADVIA-120 da 

Bayer (Kunicka et ai., 1998; Stanworth et ai., 1999) e o Cell-Dyn 4.000 da Abbott 

(Ault, 1996), tem se utilizado de contagens ópticas em duas dimensões (análise 

bidimensional em ângulos distintos). 

O sistema de impedância elétrica (Coulter, 1953) de contagem é baseado 

na detecção e quantificação das mudanças na resistência elétrica produzidas por 

uma partícula suspensa em um líquido condutor. Além dos aparelhos Coulter, os 

Toa Sysmex e alguns dos Cell-Dyn se utilizam deste princípio. 

Os métodos ópticos de contagem se utilizam de um sistema óptico de 

detecção após incidência de uma luz laser. A luz que é refratada, difratada ou 

dispersa pelas células que passam, uma a uma, por uma pequena área iluminada 

em um sistema óptico, é detectada por uma célula fotoelétrica. Esta célula 

detectara gera pulsos elétricos de magnitude proporcional ao tamanho da 

partícula. Assim como o sistema de impedância, os pulsos são contados e 

também usados para determinar o volume da partícula. Os instrumentos 

Technicon H1, H2 e H3, se utilizam deste princípio. Alguns contadores da Abbott 

(Cell-Dyn) se utilizam simultaneamente de princípios ópticos e de impedância. 

3.2.1. ADVIA-120 Hematology System, Bayer: (AOVIA); 

Tem como princípio para contagem de plaquetas uma análise 

bidimensional (sistema 2O-PL T Method) que se baseia na análise integrada das 

medições de glóbulos vermelhos e plaquetas. A diferenciação das plaquetas das 

demais partículas não-plaquetárias (fragmentos de eritrócitos, debrís tissulares ou 

mesmo glóbulos vermelhos bastante microcíticos), a partir da qual é traçado o 

citograma de plaquetas (PL T Scater), é feita a partir de estudo comparativo de 

sinais de dispersão de luz adquiridos em baixos ângulos - 2° a 3° - (amplificado 

30 vezes; alto ganho) e à altos ângulos - 5° a 15° - (amplificado 12 vezes; alto 

ganho) que são convertidos em valores de volume e índice de refração, 



20 

respectivamente (anexo 2). O citograma de plaquetas (PL T Scater) mostra 

células com volumes de O (zero) a 30 (trinta) fentolitros (fl). A identificação das 

células e contagem para células com volumes maiores do que 30 f1 é feita 

utilizando-se o citograma para eritrócitos (RBC Scater). Amostras com plaquetas 

gigantes, apesar de apresentarem volumes que incidam no intervalo limite para 

contagem de eritrócitos, pelo índice de refração não são computados como 

glóbulos vermelhos, mas sim como plaquetas. 

Os valores de índice de refraçao para plaquetas gigantes, maiores que 20 

fl, variam de 1.35 a 1 .40. Deste modo, estas células são computadas no 

citograma PL T Scater. As plaquetas grandes são também identificadas no 

citograma RBC Scater baseando-se em seus referidos valores de índice de 

refração, em volume inferior a 60 fl. Deste modo, o histograma Plaqueta-Volume 

contém plaquetas e plaquetas gigantes com volumes de até 60 fl. 

A determinação da contagem de plaquetas e hemácias por amostra, é feita 

a partir de um só canal, após única contagem. 

Alarmes: 

Sempre que algum artefato não-plaquetário no qual o aparelho não 

conseguiu estabelecer um critério confiável de leitura interferir na caracterização 

da população plaquetária em análise, o aparelho deflagra um sinal de asterisco 

(*), indicando assim que a amostra em questão deverá ser reavaliada por método 

de referência. 

A indicação de alterações morfológ~cas, em sistemas de cruzes (+, ++ ou 

+++) ( anexo 1) indica a intensidade da alteração que foi caracterizada com este 

sinal, entretanto sem necessidade de reavaliação, desde que não haja 

caracterização simultânea do parâmetro (plaquetas) com asterisco, havendo 

assim, por parte do aparelho segurança na contagem em relação ao aspecto 

morfológico sinalizado com (+). Deste modo, a ausência de asterisco para uma 

alteração morfológica indica que, dentro do scater de plaquetas não houve 

confusão por parte do aparelho, portanto, pelo índice de refração não houve 

possibilidade de dúvida ou interferência de qualquer outra partícula na contagem 

de plaquetas. 
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3.2.2. Coulter STKS : (STKS); 

Tem como princípio de contagem, o sistema de impedância elétrica 

(Coulter, 1953). Este princípio é baseado na propriedade que as células têm de 

serem elementos não-condutores de corrente. Assim, quando uma suspensão de 

células é aspirada, a proporção que cada uma delas passa por uma abertura 

entre dois eletrodos de platina, sob corrente elétrica constante, leva a um 

impedimento da passagem desta corrente, momentânea diminuição da 

condutância, gerando um pico de voltagem (anexo 4). Uma vez que a magnitude 

de cada pulso é proporcional ao tamanho da célula, cada célula contada tem 

simultaneamente seu volume mensurado. Assim, eritrócitos e plaquetas, por 

serem de tamanhos diferentes, são quantificados separadamente em um mesmo 

canal. A contagem de leucócitos é feita em um canal distinto, onde uma prévia 

lise dos eritrócítos é procedida. Pulsos elétricos equivalentes a valores entre 2 e 

20 fentolitros (fl) são classificados como plaquetas. 

Assim como o VCM para as hemácias, as plaquetas medidas e contadas 

tem seu volume médio determinado como VPM. 

Para determinação do número de eritrócitos e plaquetas, após aspiração e 

diluição específica em solução isotônica, a amostra se destina a três aberturas 

distintas (3 canais de contagem) por onde vão passar as partículas a serem 

analisadas. Para cada canal é determinado o número de plaquetas. O resultado 

final de contagem para aquela amostra será o valor médio obtido pelos três 

canais distintos. 

Para evitar que uma mesma partícula seja contada repetidamente, os 

aparelhos Coulter utilizam um processo de arraste contínuo ("sweep flow'), onde 

um jato contínuo do diluente passa pela parte posterior do tubo onde se encontra 

o canal de abertura (canal de passagem das partículas). Deste modo, todas as 

células que tenham passado por este tubo são imediatamente arrastadas para 

uma câmara de depósito (anexo 5). 

Alarmes: 

Este aparelho é constituido de alertas definitivos, definidos pelo operador, 

em função dos valores pré-estabelecidos como normalidade. Por exemplo: Um 
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valor estabelecido como normailidade para o número de plaquetas por mm3 de 

150.000 a 400.000, terá deflagrado alarme de trombocitopenia, para qualquer 

contagem abaixo deste limite inferior, sem necessariamente haver pedido de 

revisão (review). Além da trombocitopenia, a trombocitose, a presença de 

macroplaquetas (VPM acima do valor pré-determinado) e de microplaquetas 

(VPM abaixo do valor pré-determinado) são alarmes definitivos. 

Os alertas sem controle do operador (alarmes suspeitos) já vem 

predeterminados pelo manufaturador no software do aparelho (dados não 

revelados pelo fabricante). Em relação ao canal de eritrócitos e plaquetas, são 

eles: "clumps" (agregados plaquetários), presença de plaquetas gigantes {"giant 

platelets"), população dimórfica de hemácias, fragmentos de eritrócitos, eritrócitos 

microcíticos, aglutinação de eritrócitos e presença de eritroblastos .. 

Qualquer contagem em que o aparelho não conseguiu estabelecer um 

critério confiável de caracterização das plaquetas, há pedido de revisão (R) 

(anexo 3). Da mesma forma, nas amostras em que houver diferenças 

significativas (critério não revelado pelo fabricante) nas contagens dos 3 canais, 

não terão seus resultados liberados (há apenas o aparecimento de linhas 

tracejadas, bem como do pedido de revisão). Quando uma das contagens tiver 

valor distinto das outras duas, o aparelho libera como resultado a média das duas 

contagens, com pedido de revisão (R}. 

3.2.3. H1 Technicon System: {H1); 

Seu princípio de contagem é baseado na determinação do volume celular 

em função do grau de dispersão da luz laser incidente sobre as partículas que 

atravessam uma pequena abertura. 

Após aspirada a amostra, a alíquota destinada à contagem de hemácias e 

plaquetas vai para um canal específico onde são diluidas, fixadas e sofrem uma 

transformação isovolumétrica (são transformadas em esferas). A medida que 

cada particula passa através de uma célula fotoelétrica (foco hidrodinâmico), 

iluminada por luz laser de hélio/ neônio, há um interrupção deste feixe de luz, e 

uma dispersão (espalhamento} dos raios incidentes. Para as hemácias, a luz 

dispersa, medida a baixos ângulos (2,5° a 3,5°) e altos ângulos (5° a 15º) 

determinará respectivamente, o volume e a concentração de hemoglobina de 
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cada célula contada (Groner & Tycko, 1980; Kim & Ornstein, 1983; Tycko et ai., 

1985) (anexo 7). As plaquetas tem apenas a determinação do seu volume através 

dos baixos ângulos (Groner & Tycko, 1980). Assim, por serem de volume e 

conteúdo distintos, plaquetas e hemácias são determinadas simultaneamente em 

um mesmo canal de contagem. 

A determinação da contagem de plaquetas e hemácias por amostra, é feita 

a partir de um só canal, após única contagem. 

Elementos sanguíneos com diâmetro de até 45 fl, são incluídos como 

plaquetas. Aqueles com volume entre 45 e 65 fl são caracterizados como 

plaquetas gigantes (software versão 1.3 da Technicon). 

Alarmes: 

Quando o percentual de sinais presentes na área destinada a plaquetas 

gigantes (45 a 65 fl) for maior que 10%, há sinal representado pela forma de 

asterisco (pedido de revisão) correspondente ao alarme LP* ("large platelets"). De 

modo similar, a presença maior que 10% de hemácias com menos de 60 fl 

determina a presença de asterisco (revisão) correspondente ao alarme SR* 

("small RBC"). 

Para amostras em que a curva de distribuição do volume de plaquetas não 

siga padrão logarítmico normal, ou o ápice da curva não se encontre entre os 

valores de 4 a 12 fl, há deflagração de sinal representado por um asterisco 

correspondente ao código NF* ("no fit"), indicando interferências por restos 

celulares ou debris. O código NP (noise) significa que, apesar de similares aos 

valores de dispersão das plaquetas, mais de 20% dos sinais não seguiram um 

padrão confiável de contagem. Ruidos, restos celulares ou debris podem causar 

NP. 

Segundo o fabricante, todas as amostras identificadas com alarmes 

merecem revisão de contagem. 

3.2.4. Coulter T-890: (T-890); 

É uma versão anterior ao STKS, sem capacidade para contagem 

diferencial de leucócitos. O T-890 não determina o volume médio de plaquetas 

(VPM) nem possui alarmes específicos para plaquetas gigantes ou "clumps". 
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Para a contagem global de eritrócitos e plaquetas, utiliza o tradicíonal 

princípio Coulter de contagem (ver anexo). Deste modo, quando partículas em 

suspenção numa solução eletrolítica (cloreto de sódio), passam através de um 

tubo com uma abertura de 50 micrômetros por 60 micrômetros de espessura, 

~ntre dois eletrodos e causam uma interrupção momentânea da passagem de 

corrente elétrica correspondente a limites entre 2 e 20 fentolitros, são 

consignadas como plaquetas. 

De modo distinto ao STKS, a contagem em triplicata de eritrócitos e 

plaquetas pelo T-890 se dá consecutivamente através de apenas 1 canal (uma 

abertura). Deste modo, a média obtida como resultado de plaquetas e hemácias, 

para cada amostra, é feita a partir de três contagens sucessivas pela mesma 

abertura. 

Possui sistema "sweep flow" (anexo 5) similar ao do STKS. 

Alarmes: 

Quando os resultados obtidos da contagem em triplicata não se enquadram 

nas diferenças estatísticas definidas pela Coulter (valores não revelados pelo 

fabricante) há pedido de revisão pelo aparelho. Quando uma das contagens em 

triplicata tiver valor distinto das outras duas, o aparelho libera a média obtida 

pelas duas determinações mais próximas, e com asterisco (*). Quando as três 

determinações tiverem valores divergentes (para os valores definidos pela 

Coulter) não há liberação do resultado. Caso os valores parciais para obtenção da 

média não apresentem diferenças estatísticas e/ou pulsos de corrente que sigam 

padrão anormal para plaquetas, o resultado é liberado sem pedido de revisão ou 

asterisco. 

A presença de agregados plaquetários ("clumps"), debris, microplaquetas 

ou qualquer outro interferente onde os pulsos de corrente não sigam um padrão 

que defina com segurança o que é artefato ou plaqueta, o aparelho libera alarme 

e pedido de revisão (R). O aparecimento da mensagem R2 indica resultados não 

tão divergentes. O alarme R3 significa maior possibilidade de erro. A possibilidade 

de erros múltiplos e mais grosseiros tem como alarme o código RM (anexo 8). 

Entretanto, de modo indistinto, em todos há pedido e necessidade de revisão ( R 

= review). 
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Métodos manuais diretos: 

3.2.5. Método Brecher-Cronkite: (BrCr); 

Fundamento: determinação direta das plaquetas em hemocitômetro, após 

diluição em uma solução hipotônica lisante das hemácias, de modo a obter o 

número de plaquetas por mm3 de sangue. 

Amostra: sangue total colhido com anticoagulante (EDTA); 

Líquido diluidor: solução de oxalato de amônio a 1 %. Seu preparo foi feito 

essencialmente como descrito por Dacie & Lewis (1979;1995). 

Foi pesada uma pequena quantidade de oxalato de amônia (1g); dissolvida 

em 100 mi de água destilada ou deionizada; filtrada através de papel filtro com 

0,22 µm e acondicionado a 4ºC. 

Técnica: 

Através de uma micropipeta de volume fixo, diluir 1: 20 o volume de sangue 

total (previamente homogeneizado), em solução diluidora; misturar por aspiração 

e expulsão; encher a câmara de Neubauer; colocá-la em cuba úmida por 20 min; 

proceder à contagem em aumento de 400x, em microscópio de contraste de fase; 

O8S: Para cada amostra foram procedidas 3 diluições distintas; 

Contagem: foi usado como critério, o valor mínimo de 200 plaquetas para 

cada uma das determinações em triplicata, para cada diluição. Quando o número 

de plaquetas dispostos em 1 /5 do retículo central da câmara foi menor que 200, 

foi diminuído o grau de diluição para 1: 1 O. Para os casos em que, ainda assim 

não se obtinha 200 plaquetas, houve a contagem de toda a área do retículo 

central da câmara (anexo 9), ou, até mesmo mais de um lado do retículo. 

Cálculo: Plaq/mm3 = P x fd x fa 

P: número total de plaquetas contadas; 

fd: fator de correção para o grau de diluição da amostra; 

fa: fator de correção para o volume (área x altura) da amostra, presente na 

área do retículo utilizada para contagem; 
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Exemplo: P = 227 plaquetas; 

Diluição 1: 20 . Portanto, o fator diluição = 20 ; 

Contagem em 1/5 da área central do retículo. Como a área total 

do quadrante central da câmara equivale a 1 /1 O de mm2 e a altura da 

câmara = O, 1 mm (1/1 O do mm), o volume de amostra presente em toda 

área central= 1/10 do mm3
. A quinta parte deste volume será 1/5 x 1/10 = 

1 /50 do mm3
. Portanto fa = 50; 

Plaq/mm3 = 227 x 20 x 50 = 227.000 plaq/mm3 

3.2.6. Método Maspes-Jamra: (Maspes); 

Fundamento: Determinação direta do número de plaquetas em 

hemocitômetro, a partir de plasma rico em plaquetas obtido através de baixa força 

centrífuga ou sedimentação espontânea, diluido em solução istônica, de modo a 

obter o número de plaquetas por mm3 de sangue após correção do número de 

plaquetas por mm3 de plasma pelo valor hematócrito. 

Amostra: Plasma rico em plaquetas (PLP) obtido por centrifugação de 

1.000 rpm por 3min. 

Líquido diluidor: Sulfato de sódio (3 g); cloreto de sódio (0,7g); Tween-80 

(2,0 mi); água destilada qsp 100 mi. 

Técnica: 

Através de uma micropipeta de volume fixo, diluir 20 ~ti de PRP em 1 mi do 

líquido diluidor (diluição 1 :50); misturar por aspiração e expulsão; encher a 

câmara de Neubauer; colocá-la em cuba úmida por 20 min; proceder à contagem 

em aumento de 400x (10x ocular X 40x objetiva) em condensador baixo, na 

mesma região da câmara destinada à contagem de hemácias (1/5 da área central 

do retículo); 

08S: Para cada amostra foram procedidas 3 diluições distintas. Para cada 

diluição foram procedidas contagens em triplicata.; 

Contagem: 

Também foi usado como critério, o valor mínimo de 200 plaquetas para 

cada uma das determinações em triplicata, para cada diluição. 
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Quando o número de plaquetas dispostos em 1 /5 do retículo central da 

câmara foi menor que 200, foi diminuído o grau de diluição para 1 :20 ou 1: 1 O. 

Para os casos que, ainda assim não se obtinha 200 plaquetas, houve diluição em 

1 :5 ou até mesmo 1 :2. Se ainda assim, não fossem obtidas 200 plaquetas, a 

contagem era feita a partir de toda a área do retículo central da câmara (anexo 9). 

Cálculo: 

Plaq/mm3 sangue = Plaq/mm3 plasma x fator hematócrito; 

Fator hematócrito = ( 100 - Ht) / 100; Ht (hematócrito ); 

Plaq/mm3 plasma = P x fd x fa 

P: número total de plaquetas contadas; 

fd: fator de correção para o grau de diluição da amostra; 

fa: fator de correção para o volume (área x altura) da amostra, 

presente na área do retículo utilizada para contagem; 

Exemplo: P = 321 plaquetas; 

Diluição 1: 1 O; portanto, fd = 1 O 

Contagem de 1 /5 da área central ( 1 /5 x 1 /1 O = 1 /50); fa = 50 

Hematócrito do paciente = 27%; fator ht = (100 - 27) / 100 = O, 73 

Plaq/mm3 plasma = 320 x 50 x 1 O = 160.000 plaq/mm3 

Plaq/mm3 sangue= 160.500 x 0,73 = 116.800 plaq/mm3
. 

Métodos manuais indiretos: 

3.2.7. Método de contagem de plaquetas em extensão de sangue corada 1: 

número médio de plaquetas por campo x fator de conversão para mm3
. 

(Apibal et ai., 1979; Bell & Neely, 1980; Nosanchung et ai., 1978): ("mét. 

ind. 1"); 
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Fundamento: Consiste na conversão do número médio de plaquetas por 

campo microscópio (aumento de 1000x), dispostas na região destinada à análise 

da morfologia das hemácias, para número de plaquetas por mm3
, através da 

multiplicação por uma constante (20.000). 

Esta constante foi obtida a partir de estudos comparativos entre o número 

de plaquetas campo e o número de plaquetas por mm3 , onde plaq mm3 
/ plaq 

campo = constante. Os valores experimentais obtidos por (Apibal, 1979; Bell, 

1980; Nosanchung, 1978) determinaram que para cada plaqueta disposta num 

aumento de 1000x, na região de análise das hemácias, corresponderia a 20.000 

plaquetas por mm3
. 

Técnica: contar 10 campos microscópios, em extensão de sangue corada 

por derivados do Romanovsky, em aumento de 1 000x, exatamente na região 

destinada à avaliação da morfologia das hemácias (local onde elas apenas se 

tocam, sem haver qualquer sobreposição) ( anexo 11 ); tirar a média de plaquetas 

por campo; multiplicar o valor médio obtido por 20.000. O resultado final será o 

número de plaquetas por mm3 de sangue. 

3.2.8. Método de contagem de plaquetas em extensão de sangue corada 2: 

nº médio de plaquetas por campo x (n°eritr/mm3 
) / n° médio de eritrócitos por 

campo. (Esta metodologia foi por nós adaptada, a partir dos tradicionais princípios 

indiretos, porém sem limitação do número de eritrócitos por campo avaliados e 

tomando por base as contagens de eritrócitos dos contadores): ("mét. ind. 2"); 

Fundamento: Tem como princípio o fato de que a relação entre plaquetas 

e hemácias dispostas na extensão (esfregaço corado) traduz a relação em valor 

absoluto (por mm3) entre estas células no sangue periférico. Deste modo, uma 

vez determinada esta relação na extensão, e sabendo-se do número de eritrócitos 

por mm3 de sangue, pode ser obtido o número de plaquetas por mm
3 

. 

Técnica: Contar simultaneamente o número de eritrócitos e plaquetas em 

1 O campos microscópios. Multiplicar o número médio de plaquetas por campo 

pelo número de eritrócitos por mm3 e dividir pelo valor médio obtido de hemácias 

por campo. BIBLIOTECA 
faculdade de Ciências Farmacêuticas 
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3.3. Metodologia: 

A avaliação dos métodos para determinação de plaquetas foi dividida em 

conjuntos de procedimentos, executados em 3 fases, a saber: 1ª. Comparação 

dos contadores automáticos, ADVIA, STKS, H1 e T-890, com métodos manuais 

em hemocitômetro, de Maspes-Jamra e de Brecher-Cronkite, em indivíduos 

sadios; 2ª. Avaliação da precisão e exatidão dos contadores automáticos, em 

amostras normais e plaquetopênicas obtidas artificialmente por processo de 

diluição seriada a partir das próprias amostras normais; 3ª. Determinação do grau 

de acurácia e reprodutibilidade dos métodos automáticos, manuais, diretos em 

hemocitômetro e indiretos, através da estimativa de plaquetas em extensões de 

sangue coradas, "mét. ind. 1" e "mét. ind. 2", em pacientes plaquetopênicos. 

Estudo da validade dos seus resultados como valor diagnóstico, conduta 

terapêutica ou para controle transfusional de plaquetas em amostras críticas. 

Na 1ª e 3ª fases do nosso trabalho, foi utilizado como valor padrão de 

referência, o método preconizado pelo lnternational Committee for 

Standardization in Haematology 1984/1988 (ICSH), o método Brecher-Cronkite. 

Na 2ª fase, os valores de referência utilizados para cada aparelho, foram os 

próprios resultados obtidos por cada contador, nas amostras pré-diluição. 

Todas as determinações manuais, diretas e indiretas, preparo de 

reagentes, manipulação de amostras para diluição seriada e padronização dos 

métodos, além das contagens automatizadas pelo Coulter T-890 foram realizadas 

na Seção de Hematologia do IAL. As demais análises por automação através do 

ADVIA (Bayer), Coulter STKS e H1 Technicon, foram realizadas no Laboratório de 

Hematologia Clínica do HSPE, São Paulo/SP. 

3.3.1. 1ª fase: Estudo comparativo entre os contadores automáticos e os 

métodos diretos em hemocitõmetro, em amostras de indivíduos normais: 

Nesta fase foram analisadas 33 amostras de individuas sadios, obtidas de 

funcionários do Instituto Adolfo Lutz (IAL), com prévio consentimento, no período 

de maio/99 a dezembro/99. 

As amostras foram colhidas pela manhã, na própria seção de coleta do IAL 

através de punção de veia periférica e coletadas em tubos Vacutainer com 
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capacidade para 5ml, utilizando K:3EDTA como anticoagulante. Elas foram 

analisadas num período de no máximo 8 horas. Inicialmente por cada um dos 

aparelhos e em duplicata , logo após foram feitas as determinações em câmara 

de contagem (contagem em triplicata) sendo primeiramente feita a diluição de 

sangue total em solução de oxalato de amônia a 1 %, utilizando 1 :20 como grau 

de diluição, para o método BrCr. Só então, procedeu-se a obtenção do PRP para 

o método de Maspes, através de centrifugação diferencial de 1.000 rpm por 3 

minutos (descrito pelos autores) de aproximadamente 4 mi de sangue. Para este 

método foi utilizada a diluição de 1 :50. 

3.3.2. 2ª fase: Avaliação da precisão e da exatidão dos contadores 

automáticos em amostras plaquetopênicas produzidas artificialmente em 

laboratório por processo de diluição seriada, a partir de amostras de 

doadores voluntários com número normal de plaquetas, e que não tinham 

acionado qualquer alarme nos aparelhos: (Metodologia adaptada de Lawrence 

et ai, 1995) 

Nesta fase, foram utilizadas amostras, com prévio consentimento, de 4 

indivíduos normais (25 mi de sangue), uma amostra a cada dia e usados como 

"valores alvo de colagem" a serem obtidos: 2.000; 5.000; 10.000; 20.000 e 30.000 

plaquetas/mm3 de sangue. 

As amostras foram colhidas em tubos com KJEDTA (Vacutainer, Becton­

Dickinson) na seção de coleta do IAL. Após serem homogeneizadas suavemente, 

foram contadas por cinco vezes em cada um dos contadores, previamente 

calibrados, onde a média dos resultados para contagem de plaquetas e contagem 

de eritrócitos serviram de base para, respectivamente, os cálculos de diluição 

para obteção dos grupos alvo de plaquetopênicos, e para averiguação da 

possibilidade de erro na diluição. 

Após a obtenção da média das cinco contagens de cada aparelho, foram 

calculados os respectivos fatores de diluição, para cada grupo alvo. As diluições 

seriadas foram obtidas utilizando solução isotônica (lsoton- Coulter). Elas foram 

preparadas, para cada uma das 4 amostras e para cada contador isoladamente. 

O fator de diluição utilizado para obter as amostras alvo para cada aparelho foi 

calculado isoladamente a partir da média da contagem prévia por cinco vezes, de 
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cada um dos contadores, para cada amostra. Por exemplo: um determinado 

aparelho obteve média de plaquetas/mm3 pós-quintuplicata, de 201.000 

plaq/mm
3

. Para obter contagem alvo de 5.000 plaq/mm3 devemos usar o fator de 

diluição 201.000/5.000 = 40,2. Deste modo, para a obtenção da amostra 

plaquetopênica alvo de 5.000 plaq/mm3 para o referido contador, a diluição seria 
de 1:40,2. 

As pipetas utilizadas no processo de diluição seriada foram previamente 

calibradas. Além disso, a exatidão de cada diluição foi avaliada fazendo-se a 

comparação das contagens prévias dos eritrócitos obtidas em cada aparelho 

(média das cinco contagens pré-diluição) multiplicando-se a média da contagem 

de hemácias de cada doador pelo fator de diluição usado para preparação da 

amostra "plaquetopênica desejada ... Este parâmetro, calculado matematicamente 

pela fórmula: fator de diluição/ valor alvo de diluição, foi chamado de K (constante 

de acurácia da diluição). Valores acima de 1 indicam que a concentração de 

células vermelhas na diluição final foi maior que a ideal, indicando erro de 

pipetagem causador de concentração artefatual na diluição. Valores menores que 

1 indicam que a pipetagem levou a um excesso de líquido diluidor. Os resulatdos 

obtidos para "K'' foram utilizados para correção dos resultados com erros de 

diluição. 

Para cada contagem alvo de plaquetas, foram feitas 3 diluições distintas. 

Para cada diluição, e para cada amostra alvo a ser obtida, em cada aparelho, 

foram feitas contagens em triplicata, perfazendo assim 9 contagens para cada 

amostra alvo, para cada contador, totalizando 45 contagens por aparelho, ou seja: 

s (grupo de contagens alvo) x 9 = 45. Como são 4 aparelhos, então 45 x 4 = 180. 

Além disso, como são 4 amostras, foram realizadas nesta etapa um total de 180 x 

4 = 720 determinações. 

Fase 2b: Estudo da precisão dos contadores automáticos, em diferentes 
3 

níveis de plaquetas: de 50.000 a 800.000 plaq/mm. 

Além do estudo acima referido (fase 2a), para determinação da precisão 

dos contadores em diferentes níveis de plaquetas (de maior amplitude), utilizamos 

3 outras amostras de doadores voluntários com contagens normais de plaquetas, 

a fim de obter-mos 6 níveis distintos com valores que variaram de 
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aproximadamente 50.000 plaq/mm3 a 800.000 plaq/mm3, obtidos a partir de 

manipulação daquelas amostras sem alterações morfológicas ou alarmes nos 

contadores, com plasma rico em plaquetas e plasma livre de plaquetas obtidos 

por centrifugação diferencial e eritrócitos da própria amostra de sangue. Nesta 

fase não se teve a intenção de ajustar as contagens para os mesmos valores para 

cada aparelho, mas apenas níveis distintos de plaquetas aos quais foram obtidas 

1 O contagens por cada aparelho, para cada nível de contagem. 

3.3.3. 3ª fase: Estudo comparativo entre os métodos automáticos e os 

manuais (diretos e indiretos) para contagem de plaquetas em pacientes 

plaquetopênicos; análise de alarmes nos contadores automáticos. 

Nesta fase, após aprovação em Comitê de Ética, foram analisadas 70 

amostras de indivíduos plaquetopênicos obtidas do Serviço de Hematologia do 

Hospital dos Servidores do Estado de São Paulo (HSPE) no período de maio/99 a 

dezembro/99. Em sua maioria, eram pacientes submetidos à quimioterapia 

antineoplásica (anexo 12). 

As amostras foram analisadas por todos os métodos num período de no 

máximo 8 horas. Inicialmente por cada um dos aparelhos e em triplicata , logo 

após procedeu-se ao preparo dos esfregaços de sangue e coloração pelo 

panóptico rápido. Ao final foram procedidas as determinações em câmara de 

contagem sendo primeiramente feita a diluição em sangue total para só então 

proceder-se à centrifugação para obtenção do plasma rico em plaquetas para o 

método Maspes. Como na 1 ª fase, a fim de evitar possíveis tendências, as 

determinações manuais foram realizadas sem que o operador soubesse dos 

resultados dos contadores. As contagens em esfregaço só foram feitas no dia 

seguinte. 

As 70 amostras utilizadas nesta fase foram analisadas separadamente em 

2 grupos: no grupo 1 foram incluídas apenas as 43 amostras que tiveram 

contagem de plaquetas menores que 30.000/mm
3 

(plaquetopênicos críticos) por 

pelo menos um dos contadores utilizados. O outro grupo foi constituido de todas 

70 as amostras que possuiam contagem abaixo de 100.000 plaq/mm
3

. 

Para obtenção de PRP para o método de Maspes, as 23 primeiras 

amostras desta fase foram submetidas a centrifugação de 1.000 rpm por 3 min. 

Em virtude do pequeno volume de sangue que sobrava após todas as 
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determinações em sangue total, e observando a possibilidade de perda de 

plaquetas, como prevista originalmente (Maspes, 1955), passamos a utilizar 1.000 

rpm por 1 min nas amostras subsequentes. Para confirmação da perda de 

plaquetas, as amostras 24 a 38 tiveram suas contagens de plaquetas feitas pelos 

dois processos de centrifugação. 

Para os métodos que se utilizam de hemocitômetro ( câmara de Neubauer), 

a fim de aumentar o grau de acurácia e precisão, foram feitas 3 diluições distintas 

e para cada diluição foram feitas contagens em triplicata (9 determinações por 

amostra). Para cada determinação foi estabelecido um critério de contagem de no 

mínimo 200 plaquetas, nos cinco quadrados do quadrante central da câmara 

destinados à contagem de eritrócitos e plaquetas. As amostras em que o número 

de plaquetas era inferior a 200 foram diluídas em menor proporção, ou então 

foram contadas em número maior de quadrados do quadrante central, até a 

obtenção mínima de 200 células. 

Os dois métodos para contagem indireta de plaquetas em lâmina com 

extensão de sangue corado ("mét. ind.1" e ''mét. ind.2") foram determinados 

simultaneamente. Em cada campo foi contado o número de plaquetas, tendo-se o 

cuidado adicional de averiguar o número de eritrócitos por campo (para 

"esfreg.2"). As contagens foram feitas em objetiva de imersão (1 00x) utilizando-se 

oculares de ( 1 0x), num aumento total de 1 000x . O local da extensão corada 

utilizado para contagem foi o descrito por Abbey & Belliveau (1978), Nosanchung 

et ai. (1978), Apibal et ai. (1979) e Bell & Neely (1980). Cada contagem teve um 

total de 10 campos avaliados. Todas as contagens foram feitas em triplicata. 

Também foi estimado o percentual de plaquetas gigantes (plaquetas com 

diâmetro maior ou igual à metade do diâmetro dos eritrócitos) observados em 

relação ao total de plaquetas contadas em 30 campos, bem como a presença ou 

não de aglutinação de plaquetas ("clumps"). 

Obs: Duas amostras com fragmentos de eritrócitos, por não serem 

plaquetopênicas, apesar de não terem sido incluídas na nossa casuística da 3ª 

fase foram analisadas à parte. , 
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Análise de alarmes (f/ags): 

Com a finalidade de determinar o grau de confiabilidade dos alarmes nos 

contadores, do total das 70 amostras analisadas na 3ª fase, para cada aparelho, 

foram determinados: a) o percentual de amostras com f/ags; b) o percentual de 

amostras sem flags; C) o percentual de amostras com f/ags sem repetição; d) o 

percentual de amostras com pedido de revisão; e) o percentual de ausência de 

pedidos de revisão em amostras com diferenças significativas; além de discutir o 

tipo de alarme deflagrado em cada um dos aparelhos_ Para isso usamos a 

seguinte nomenclatura e critério de inclusão: 

Alarme: qualquer indicador dado pelo aparelho de alteração morfológica na 

população de plaquetas (plaquetas gigantes ou agregados) ou qualquer outro 

interferente onde o aparelho não consiga estabelecer um critério confiável de 

caracterização das plaquetas. 

O = sem alteração morfológica ou alarme; 

1 = plaquetas gigantes; 

2 = agregados de plaquetas (clumps); 

3 = interferentes como debris (restos de leucócitos -fragmentos nucleares ou 

citoplasmáticos- ou de tecidos mortos ou lesados); distribuição anormal dos picos 

elétricos de corrente (eletronic noise); microplaquetas; precipitados químicos; 

complexos imunes; eritrócitos de tamanho menor que seu limite de caracterização 

como célula vermelha; fragmentos de hemácias (esquisócitos); estroma de 

hemácias; eritrócitos fantasmas (sem hemoglobina - Ghosts), bolhas no sistema 

ou qualquer outro interferente não-plaquetário que possa gerar confusão na 

caracterização das plaquetas. 

Repetição: deflagração do alarme nas 3 contagens; 

o = não houve repetição do alarme ou da alteração morfológica em pelo menos 

uma das 3 contagens; 
1 = houve repetição do alarme ou da alteração morfológica nas 3 contagens; 

Revisão: 

0 
= não houve, por parte do fabricante, o alerta de que a amostra necessitaria de 

revisão por método de referência; 
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1 = houve, por parte do fabricante, o alerta de que a amostra necessitaria de 

revisão por método de referência. 

Critério de inclusão de alarme e pedido de revisão, por aparelho: 

ADVIA: consideramos como alarme-positivos, as amostras com alterações 

morfológicas (Morfologic f/ags) ou que houveram pedido de revisão 

(caracterizadas pelo asterisco*). Para pedido de revisão, só foram consideradas 

as amostras que apresentaram sinal de asterisco ( * ). 

STKS: foram consideradas como alarme-positivas, as amostras que 

tiveram pedido de revisão, juntamente àquelas em que só houve caracterização 

do alarme morfológico (suspeito- suspected flag ou definitivo- definitive flag). Para 

pedido de revisão, só foram incluidas as amostras com pedido de review (R). 

H1: consideramos como alarme e pedido de revisão todas as amostras que 

apresentaram sinais representados pelo sinal de asterisco, sendo observado, 

porém, o código referente a cada asterisco na 2ª tela (monitor de trabalho) do 

aparelho. 

T-890: Todas as amostras caracterizadas pelo pedido de revisão (review. 

R2, R3 ou RM) ou sinais representados por asterisco, foram consideradas como 

alarmes e pedido de revisão. 

3.4. Análise estatística: 

1ª fase: os resultados foram comparados através da análise de variância e 

teste de Tukey entre os métodos que utilizam sangue total como amostra 

(contadores automáticos e método de referência) e também entre todos, 

indistintamente do tipo de amostra utilizada, sendo assim incluindo o método de 

M Utl.liza de plasma rico em plaquetas (PRP) como amostra. Estudo 
aspes, que se 

· d cada método em análise com o método ICSH (BrCr), bem como 
comparativo e 

d ntre S,, feito através de teste "t'' pareado. Também foram 
dos conta ores e , 

· laça-0 e a análise de regressão linear entre métodos. 
avaliadas a corre 
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2ª fase: Foram determinados a média, o desvio padrão e o coeficiente de 

variação para os resultados das contagens de plaquetas por grupo alvo, utilizando 

para isso programa EXCEL versão 97_ 

Os valores obtidos para os grupos alvo de plaquetas, serviram de base 

para O estudo de linearidade e da precisão dos contadores em amostras sem 

alterações morfológicas e com níveis muito baixos de plaquetas (amostras 

plaquetopênicas obtidas em laboratório), através da análise de regressão linear. 

Os resultados observados das contagens em quintuplicata nas amostras 

"in natura", pré-diluição, juntamente com os valores pós dilução ("contagens-alvo") 

serviram de base para a comparação do poder de reprodutibilidade dos aparelhos 

em amostras sem alterações morfológicas, tanto em baixas quanto em contagens 

normais de plaquetas, através de comparação dos coeficientes de variação. 

3ª Fase: Os resultados de cada método foram comparados através de 

teste "t" pareado, com os do método de referência (BrCr). Foi avaliada a 

correlação e a análise linear de regressão entre métodos, além da análise de 

variância entre eles tanto para o grupo com menos de 100. 000 plaq/mm3 quanto 

para grupo de plaquetopênicos com contagens inferiores a 30000 plaq/mm3
. 

Nesta fase também foi feita a análise em separado das amostras com 

contagens abaixo de 20.000, entre 10.000 e 20.000 ou acima de 10.000 plaq/mm3 

com base nos resultados obtidos pelo método BrCr. Para estas amostras foi 

determinado, para cada método, o percentual de casos que ultrapassaram cada 

valor limite. Incluindo apenas as amostras com valores superiores, também foi 

determinado, para cada método, o percentual de amostras com resultados 

discrepantes (superestimação significativa) discriminado como percentual de 

amostras com erro significativo. O critério por nós utilizados foi em função dos 

limites destacados na literatura (20.000 e 10.000 plaq/mm
3

) para transfusão 

profilática de plaquetas em pacientes sob quimioterapia antiblástica. 
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4- RESUL T ADDOS: 

Os resultados obtidos neste trabalho foram divididos pelas fases que ele foi 
realizado. 

4.1. 1- Fase: Análise comparativa entre os contadores automáticos e os 

métodos manuais em hemocitômetro, em amostras de indivíduos normais: 

Nossos resultados obtidos a partir de amostras de doadores normais, sem 

alterações morfológicas ou alarmes nos aparelhos, listados nas Tabelas 1.1 a 1.3 

não indicaram diferenças estatisticamente significativas entre os contadores 

ADVIA, H1 e T-890 e o método de referência, Houve diferença estatística, com 

contagens discretamente maiores do método de referência (+12.500 plaq/mm3
, 

teste "t" pareado com p < 0,01) em relação ao contador STKS (tabela 1.1). A 

análise de variância, p > 0,5 (tabela 1.3) e o teste de Tukey (tabela 1.2) também 

apresentaram valores bastante satisfatórios. Por outro lado, houve grande 

divergência de resultados entre os demais métodos e o método de Maspes, que 

utiliza PRP como amostra. Os valores médios deste método revelaram níveis de 

+145.400 plaq/mm3 acima dos valores do método de referência (teste "t" pareado 

com p < 0,001) ( tabela 1.1) e análise de variância com p < 0,001 (tabela 1.3). 

Além disso, a diferença percentual observada (grau de inexatidão) em relação ao 

método de referência foi diretamente proporcional ao hematócrito (tabela 1.4). 

Tabela 1.1 - Teste 11t" pareado. Comparação dos métodos automatizados e método de 
Maspes em relação ao método de referência nas amostras de indivíduos 
normais (1ª fase) 

Métodos (Média'± D.P.) 

BrCr (A)"' B 

Dif. entre 
médias 

Diferença 
{A-B,-em 

95% int. conf. 

Teste t par. 

t p 

(264, 1:!: 54,8) ADVIA (267.7±50,6) -3,6 -10,53 até 3,04 -1 ,12 0,270 
(264,1± 54,8) STKS (251,6:!:46,6) +12,5 5,10 até 19,78 3,45 0,002 
(264,1± 54,8) H1 (266,6±50,9) -2,5 -10,57 até 5,36 -0,66 0,513 
(264, 1± 54,8) T890 (261,3±50,9) +2,8 -5,88 até 11,24 0,64 0,528 
(264,1+ 54,8) Maspes (409,5±79,2) -145,4 -164,15 até-126.79 -15,9 <0,001 

Comparação das médias das contagens de plaquet:s através de teste_ "t" pareado, em amostras 
com niveis acima de 150.000 plaq/mm3 e se~ "fla~s. nos contadore_s (n-33). _ 
• (A} = M, todo de referência (Brecher-Cronk,te: m.ed1a = 264, 1 ± 54,8 x 1.000 plaq/mm3>, 
•• Difereneça entre os resultados dos métodos B e do método A, em plaquetas x 1 000/mm

3 
; 

D.P = desvio padrão 
# (plaq x 1000/mm) 



Tabela 1.2 - Análise de variância (Teste Tukey) entre os contadores automãticos 
e O método de referência nas amostras de indivíduos normais (1 ª 
fase) 

Métodos ADVIA STKS H1 T-890 Br.Cr** 
(267,7)* (251,6)* (266,6)* (261,3)* (264,1)* 

ADVIA 0,725 0,999 0,988 0,995 
STKS 0,777 0,944 0.471 

H1 0,994 0,989 
T-890 0,901 

Análise de variância (teste Tukey) entre os métodos que se utilizam de sangue total 
com? ~mostra (método de referência e contadores automáticos), tendo como variável 
a med,a de plaq x 1 DOO /mm3 em amostras com níveis acima de 150.000 plaq/mm3 e 
sem "flags" nos contadores (n=33)_ 
..,(BRECHER-CRONKITE) 
* Média de plaq x 1 000/mm3 

Tabela 1.3 - Análise de variância entre métodos automatizados, método 
Maspes e método de referência nas amostras de indivíduos 
normais (1ª fase). 

(A) 
(B) 

F 

0,774 
36,15 

p 

> 0,5 
< 0,001 

(A) - método de referência (BrCr) e contadores automáticos. 
(B)- métodos em hemocitômetro (Maspes e BrCr) e contadores automáticos. 
F = valor da variância entre os métodos avaliados; p = nível de significância. 
Estudo comparativo das médias de plaq/mm

3 
dos resultados através da 

análise de variância entre os métodos que se utilizam de sangue total como 
amostra (método referência e contadores automáticos- A ) e todos os 
métodos diretos (automáticos e manuais, incluindo assim o método Maspes 
que se utiliza de plasma rico em plaquetas como amostra- B ), tendo corno 
variável a média de plaq/mm3 obtidas nas amostras com níveis acima de 
150.000 plaq/mm3 e sem «ffags" nos contadores (n=33). 
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Tabela 1.4 -Comparação dos resultados entre o método de Maspes e o método de 
referência (BrCr) de acordo com os níveis de hematócrito, nas amostras com 
níveis acima de 150.000 plaq/mm

3 
(n=33), 1ª fase. 

Grupo por Hematócrito 

A (37,0%) 
B (39-43%) 
e (45-51%) 

Maspes 
(plaq/mm3

) 

343.000 
422.600 
408.700 

BrCr 
(plaq/mm3

) 

251.750 
286.000 
247.300 

• Diferença em percentagem entre o valor Maspes e o valor BrCr. 

N '"Dif.% 

4 +36,3 
22 +47,8 

7 +65,3 
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4.2. 2ª fase: Análise de exatjdão e. precisão dos contadores automáticos em 

amostras normais e "plaquetopênicas alvo" pós-diluição seriada: 

Os resultados apresentados às tabelas 2 .. 1 a 2.8 mostram os .valores 

obtidos pelos contadores automáticos em amostras de indivíduos normais sem 

alterações morfológicas .ou 11flags".nos aparelhos e nas amostras plaquetopênicas 

obtidas em laboratório a partir daquelas amostras normais, após processo de 

diluição seriada ("plaquetopênicos alvo"). A tabela 2.9 mostra os valores médios 

de contagem e seus coeficientes de variação em níveis de plaquetas mais amplos 

(de 50.000 a 800.000/mm3
). obtidas em laboratório, também a partir de amostras 

normais (sem alarmes) com e sem diluição. 

Exatidão dos contadores: 

Para os contadores ADVIA, STKS e H1, a diferença entre os valores 

médios obtidos e os valores alvo desejaçjos, . para as 36 determinações por grupo 

de contagem (contagens em triplicata para 3 diluições para cada amostra) foram 

de apenas 6% a 33%, para o. grupo de 2.000; de 1,4% a 5,4%, para o grupo de 

5.000; de -2,3% a 0,3%, para o grupo de 10.000, de -4,5% a 1,2% para o grupo 

de 20.000 ou de -1,6% a ..,Q, 1 % para o grupo de 30.000 plaq/mm3
. O coulter T-890 

obteve valores médios para as 36 determinações de 11 a 16,5% menores que os 

valores alvo desejados, para os grupos de 10.000 a 30.000 plaq/mm3
. Para os 

grupos alvo de 2.000 e 5.000, os resultados foram de respectivamente -2% e de 

-19,05% em relação ao valor alvo desejado {tabelas 2.1 a 2.5), ( figura 1). 

Plaq xl.000/mni3 

1-.-----------:------::----- --7 
0,5 -l-~ ~-=---------------1 

o L _t;~~~ ~~~ ====~::::::::=--.-----1 
1 

• t -O ,5 -l--,.___::::~---9----"---3-~~::---tr---::;:::;;,-9"---, 

-1 -l---- - -.:::,,,,.,,.:;:--------=~---- ---; 
-1 ,5 -1--- - ----,---~-------------ir 

J 
-2 ..J._....- --------~--------i 

-2,5 -·1.:-.· -----------'--"'-- --- 7 
-3 ..J__ _ _____ _____ .=,,,..--..::::::::::-----i 

-3,5 -L-------,-----:----------i 
-4 _L___,_. ____ ___ _ __,___,_ _ __,_........._.. _ _ _ 

-+-ADVIA ---sTKS --.-H1 --.-T-890 
J 

F. 1 Diferenças em valor absoluto de plaq x 1.000/mm entre o 1gura . . d d t 
1 alvo obtido e o valor alvo deseJa o por grupo e amos ras 

;~a~~etopênicas de laboratório ( 2.000 (1); 5.000 (2); 10.0~0 (3); 

20.ooo (4) e 30.000 (5), para cada um dos contadores automáticos. 
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Tabela 2.1 - Contagem de plaquetas obtidas pelo ADVIA-120 Hematology System, em 
amost~as plaquetopênicas produzidas em laboratório. a partir de amostras 
normais que sofreram processo de diluição seriada, ( 2ª fase). 

Média Pla1 Média plaq 
Amplitude 

Valor alvo CV% K Corrig.# (x1000/mm) 
(x1 OOO/mm3

) 
(x1 OOO/mm3

) 

Alvo 2.000 

Amostra 1 2,00 13,6 1,088 1,83 1-3 
Amostra 2 2,11 6,73 1,017 2,07 2-3 
Amostra 3 2,00 o 1,064 1,88 2 
Amostra 4 2,89 21,21 1,064 2,72 2-4 
Total 2,25 26,45"(10,38)"" 1,058 2,12 

Alvo 5.000 

Amostra 1 5.00 o 1,033 4,84 5 
Amostra 2 5,66 5,72 1,089 5,19 5-6 
Amostra 3 5,55 11,27 1,00 5,55 5-7 
Amostra 4 5,33 11,16 1,054 5,06 4-6 
Total 5,39 10,96" (7,04)"" 1,041 5,18 

Alvo 10.000 

Amostra 1 10,67 10,43 1,093 9,76 8-12 
Amostra 2 10,67 8,46 1,03 10.36 9-12 
Amostra 3 10,22 3,25 1,056 9,68 9-11 
Amostra4 10,77 3,86 1,054 10,22 10-12 
Total 10,58 10,05" (6,5)"" 1,058 10,01 

Alvo 20.000 

Amostra 1 19,78 4,97 1,025 19,29 18-23 
Amostra 2 22,44 5.74 1,014 22.13 21-25 
Amostra 3 20,55 6,69 1,07 19,20 18-24 
Amostra 4 21,33 5,25 1,047 20,37 19-23 
Total 21,03 8,27* (5,66)"" 1,039 20,24 

Alvo 30.000 

Amostra 1 28,89 3,26 0,981 29,44 26-31 

Amostra 2 31,55 3,0 1,005 31,39 29-34 

Amostra 3 31,22 4,25 1,07 29,18 28-34 

Amostra 4 31,55 2,75 1,056 29.88 30-35 

Total 30,80 6,57" (3,32)"" 1,028 29,97 

K (constante de controle da diluição): K >1 concentração artefatual: K < 1 diluição artefatual. 
n = 9 para cada amostra (3 diluições. cada uma em triplicata): 1 -4 representam diluições seriadas 
de sangues obtidos de 4M doadores voluntário~. T~tal de 180 contagens.36 por grupo alvo. 
* coeficiente de variaçao do total de detemunaçoes em todas as amostras. 
** Média dos CVs das quatro amostras. 

poruK". # Valor corrigido após multiplicação da média 
CV = coeficiente de variação. 
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Tabela 2.2 e t 
-

1 
on age!". de plaquetas obtidas pelo Coulter STKS, em amostras 

P aquetopemcas produzidas em laboratório, a partir de amostras normais 
que sofreram processo de diluição seriada, ( 2ª fase ). 

Valor alvo 

Alvo 2.000 

Amostra 1 
Amostra 2 
Amostra 3 
Amostra 4 
Total 

Alvo 5.000 

Amostra 1 
Amostra 2 
Amostra 3 
Amostra 4 
Total 

Alvo 10.000 

Amostra 1 
Amostra 2 
Amostra 3 
Amostra 4 
Total 

Alvo 20.000 

Amostra 1 
Amostra 2 
Amostra 3 
Amostra 4 
Total 

Alvo 30.000 

Amostra 1 
Amostra 2 
Amostra 3 
Amostra 4 
Total 

Média Plao 
(x1000/mm:i) CV% 

2,00 o 
3,22 9,43 
2,89 5,89 
2,78 20,86 
2,72 22,26* (9,04)** 

4.67 
6, 11 
5,44 
4,55 
5,19 

9, 11 
10,55 
9,44 
8.78 
9,47 

17,99 
19,89 
18.22 
17,89 
18,58 

28,00 
27,66 
29.44 
28.89 
28,89 

6,99 
2,48 
8,67 

10,36 
14,92* (1,12,-

1,68 
5,42 
4,99 
6,65 

9,47* (4,68)** 

2,57 
1,6 

2,59 
2,4 

5,44* (2,29,-

3,93 
3,94 
2,13 
4,38 

6,14* (3,59)** 

K 

0,998 
0,964 

1,00 
1,122 
1,021 

0,954 
0,992 

1,00 
0,987 
0,983 

0,998 
0,992 
0,927 
0,962 
0,969 

0,984 
0,950 
0,991 
0,959 
0,971 

0,975 
0,953 
0,978 
1,009 
0,978 

Média plaq 
Corrig.# 

(x1 000/mm3
) 

2,00 
3,34 
2,89 
2,47 
2,66 

4,89 
6,16 
5,44 
4,60 
5,27 

9,13 
10,64 
10.18 

9,13 
9,77 

18.29 
20,93 
18.38 
18,65 
19,13 

28,72 
29,03 
30.10 
28.63 
29,54 

Amplitude 
(x1 000/mm3

) 

2 
3-4 
2-3 
2-4 

4-5 
6-7 
5-6 
4-5 

9-10 
10-12 

9-10 
8-10 

17-19 
19-21 
17-19 
17-19 

27-31 
25-31 
28-31 
25-31 

K (constante de controle da diluição):K >1 concentração artefatual; K < 1 diluição artefatual. 
n = 9 para cada amostra(3 diluições, cada uma em triplicata); 1 -4 representam diluições seriadas 
de sangues obtidos de 4 doadores voluntários. Total de 180 contagens,36 por grupo alvo. 
• Coeficiente de variação do total de detenTiinações em todas as amostras. 
** Média dos CVs das quatro amostras. 
# Valor corrigido após multiplicação da média por "K". 
CV = coeficiente de variação. 
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Tabela 2.3 - Contagem de 1 . 
plaqueto ê . P aquetas _obtidas pelo H1 Technicon System, em amostras 
que sotr!a:cas produzidas em laboratório, a partir de amostras normais 

processo de diluição seriada, ( 2ª fase ). 

Valor alvo 
Média Pia~ 

CV% 
Média plaq 

Amplitude 
(x1DOO/mm) K Corrig.# 

(x1 OOO/mm
3

) 
(x1 OOO/mm3

) 

Alvo 2.000 

Amostra 1 2,22 13,6 1,004 
Amostra 2 2,33 

2,21 1-4 

Amostra 3 2,22 
12,63 1,00 2,33 2-3 

Amostra 4 2,22 
13,47 0,989 2,24 2-3 

Total 2,25 
27,08 1,250 1,78 1-3 

26,44* (16,69,- 1,06 2,14 
Alvo 5.000 

Amostra 1 5, 11 8,39 0,988 5,17 4-6 
Amostra 2 4,78 10,10 0,850 5,62 4-6 
Amostra 3 4,78 15.54 1,013 4,72 4-6 
Amostra 4 4,89 3,37 1,025 4,77 4-5 
Total 4,89 12,55* (9,35)** 0,969 5,07 

Alvo 10.000 

Amostra 1 10,55 5,51 0,983 10.73 10-12 
Amostra 2 10,00 11,76 0,909 11 ,00 8-12 
Amostra 3 9,11 5,20 0,996 9, 15 8-10 
Amostra 4 9,55 8,18 1,033 9,24 9-11 
Total 9,80 10,97* (7,66)** 0,980 10,03 

Alvo 20.000 

Amostra 1 19,78 5,79 1,001 19,76 18-22 

Amostra 2 19.22 3,06 0,954 20,15 18-20 

Amostra 3 18,77 5,27 1,041 18.03 18-21 

Amostra 4 19, 11 4,59 1,035 18,46 18-21 

Total 19,22 5,89* (4,68)** 1,007 19,1 

Alvo 30.000 

Amostra 1 31.77 4.52 1,027 30,93 28-36 

Amostra 2 29,89 3,29 0,952 31,39 28-32 

Amostra 3 29,33 5,05 1,043 28,12 28-32 

Amostra 4 29.55 5,13 1,056 28,00 27-32 

Total 30,08 6,48* (4,49,- 1,019 29,52 

K (constante de controle da diluição):K >1 concentração artefatual; K < 1 diluição artefatual. 
n = g para cada amostra(3 diluições, cada uma em triplicata); 1 -4 representam diluições seriadas 
de sangues obtidos de 4 doadores voluntários. Total de 180 contagens,36 por grupo alvo. 
• coeficiente de variação do total de deteiminações em todas as amostras. 

** Média dos CVs das quatro amostras. 
# Valor corrigido após multiplicação da média por "K". 
CV = coeficiente de variação. 
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Tabela 2.4 - ContaQem de 1 plaquet'õpên' P aque_tas obtidas pelo Coulter T-890, em amostras 
que sofrera icas produzida~ ~m laboratório, a partir de amostras normais 

m processo de d1lu1ção seriada, ( 2ª fase ). 

Valor alvo 

Alvo 2.000 

Amostra 1 
Amostra 2 
Amostra 3 
Amostra 4 
Total 

Alvo 5.000 

Amostra 1 
Amostra 2 
Amostra 3 
Amostra 4 
Total 

Alvo 10.000 

Amostra 1 
Amostra 2 
Amostra 3 
Amostra4 
Total 

Alvo 20.000 

Amostra 1 
Amostra 2 
Amostra 3 
Amostra 4 
Total 

Alvo 30.000 

Amostra 1 
Amostra 2 
Amostra 3 
Amostra 4 
Total 

Média Plaq 
(x1000/mm3) CV% 

2.00 O 
2,00 o 
2.00 16,16 
2,00 o 
2,00 11,78* (4,04)-

4,22 
4,22 
4.44 
3,89 
4,14 

8,67 
8,22 
8,77 
8,11 
8,44 

17,33 
16,78 
17.67 
16,67 
17,11 

27,43 
25,67 
27,22 
26,99 
26,83 

11,97 
10,17 

3,67 
4,29 

14,13* (7,52)-

o 
3,77 
5,38 
1,89 

6,51" (2,76)"* 

3,4 
4,21 
3,31 
4,32 

5,29* (3,81)-

2,6 
1,05 
2,85 
1,75 

5,23* (2,06)"* 

K 

1.00 
1,046 
1,014 
1,103 
1,04 

0,965 
0,975 
1,001 
1,058 
0,999 

0,994 
1,01 
1,00 
1,04 

1,011 

0,997 
0,996 
0,989 
1,028 
1,002 

1,00 
0,985 
0,991 
1,050 
1,006 

Média plaq 
Corrig.# 

(x1000/mm3
) 

2.00 
1,91 
1,97 
1,97 
1,96 

4,37 
4,33 
4,43 
3,68 
4,20 

8,72 
8,14 
8,77 

7,8 
8,36 

17,38 
16,85 
17,87 
16,22 
17,10 

27.43 
26,16 
27,47 
25,70 
26,69 

Amplitude 
(x1 OOO/mm3

) 

2 
2 

1-3 
2 

3-5 
4-5 
4-5 
3-4 

8-9 
8-9 

8-10 
8-9 

16-18 
15-18 
17-19 
16-19 

26-31 
24-27 
26-30 
26-28 

K (constante de controle da diluição):K >1 concentração artefatual: K < 1 diluição artefatual. 
n = 9 para cada amostra(3 diluições, cada uma em triplicata); l -4 representam diluições seriadas de sangues 
obtidos de 4 doadores volunl~rios. Total de 180 contagens,36 por grnpo alvo. 
* Coeficiente de variação do total de determinações em todas as amostras. 
** Média dos CVs das quatro amostras. 
# Valor corrigido após multiplicação da média por ªK". 
CV = coeficiente de variação. 
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Tabela 2.5 - Diferenç 3 
d . a em percentagem e em valor absoluto (plaq/mm ) entre os valores 

Aparelhos 

ADVIA 
STKS 
H1 
T890 

7seJados_ ~grupos alvo) e os valores obtidos para as amostras 
P aquetopemcas produzidas em laboratório. Resultados obtidos por cada um 
dos contadores automáticos. (2ª fase). 

Grupo Alvo (plaq/mm3
) 

2000 5000 10000 20000 30000 
Diferença%" (Diferença Absoluta em Plaq x 1000/mm3 

-, 

+6" (+O, 12)** 
+33 (+0,66) 
+7 (+0,14) 
-2 (-0,04) 

+3,6 (+O, 18) 
+5,4 (+0,27) 
+14 (+0,07) 

-19,05 (-0,8) 

+0,1 (+0,01) 
-2,3 (-0,23) 

+0,3 (+0,03) 
-16,4 (-1,64) 

+1,2 (+0,24) 
-4,35 (-0,87) 

-4,5 (-0,9) 
-14,5 (-2,9) 

-0,1 (-0,03) 
-1,53 (-0,46) 

-1,6 (-0,48) 
-11,03 (-3,31) 

Obs: Os valores usados foram os já corrigidos para o erro de diluição. 

O estudo de linearidade dos contadores (tabela 2.6) mostra que os níveis 

de correlação (r), entre os valores "alvo" desejados e os valores obtidos pelos 

quatro contadores, foram maiores que O, 999. Os interceptas no eixo "y'' não foram 

significativamente diferentes de zero. Entretanto, apesar de os demais aparelhos 

terem obtido valores de inclinação acima de O, 960 , o valor de inclinação para o 

T-890 foi de apenas 0,880. 

Tabela 2.6 - Análise de regressão linear e correlação dos contadores automáticos para 
contagens de plaquetas abaixo de 30.000 plaq/mm

3 
(2ª fase) 

Aparelhos r Inclinação Intercepto em y 
(plaq/mm3) 

ADVIA 1.000 1.000 150.1 

STKS 0,999 0,960 438,8 

H1 1,000 0,970 180,5 

T890 0,999 0,880 -190,8 

" os valores usados foram os já corrigidos para o erro de diluição. 
"* r coeficiente correlação de Pearson (p< 0,001). 3 

E t. d d L. ar'idade dos contadores para contagem de plaquetas de 2.000 a 30.000/mm • a 
s u o a me d'I . - . d (2ª f ) 

partir de amostras normais após sofrerem processo de I u1çao sena a, ase 
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Precisão dos contadores: 

Para as 36 determinações por grupo de contagem ( contagens em triplicata 

para 3 diluições para cada amostra), nenhum dos contadores apresentou 

resultados para coeficiente de variação acima de 26,5% para grupo alvo de 2.000 

plaq/mm
3

, acima de 15% para o grupo de 5.000, acima de 11 % para o grupo de 

10.000, acima de 8,3% para grupo de 20.000 ou acima de 6,6% para o grupo de 

30.000 plaq/mm3 (tabelas 2.1 a 2.4). 

Os resultados apresentados nas tabelas 2.7 e 2,8 revelam o grande poder 

de precisão dos contadores em amostras de indivíduos normais. Uma ainda 

bastante satisfatória precisão dos contadores. também foi observada nas 

amostras "plaquetopênicas alvo" em relação às amostras com níveis normais de 

plaquetas. Os contadores Coulter tiveram um discreto maior poder de precisão 

em relação ao ADVIA e H1, nas amostras plaquetopênicas obtidas em laboratório. 

Os dados da tabela 2,9 mostra não haver interferência nos níveis de plaquetas 

acima de 50.000/mm3 no poder de precisão dos contadores em amostras sem 

alarmes. 

Tabela 2.7 - Análise de precisão dos contadores automãticos em amostras com níveis 
normais de plaquetas (2ª fase). 

ADVIA STKS H1 T890 

*Média e.V. *Média e .V. "Média e.V. "Média e .V. 
Plq/mm:1 (%) Plq/mmi (%) Plq/mm; (%) Plq/mm3 (%) 

Amostra 1 244.000 3,25 217.667 0,70 221.667 5, 13 231.333 0,25 

Amostra 2 213.667 0,97 220.667 0,26 231 .333 2,88 233.000 2,23 

Amostra 3 233.000 ·1, 13 225.000 0,77 230.333 2,61 231.667 2,45 

Amostra 4 224.000 2,04 222.000 1.19 228.333 1,41 233.667 0,49 

Média total 228.500 1,85 221.333 0,73 227.916 3,01 232.417 1,36 
. . - d ontadores a partir de 04 amostras nonnais, sem alannes nos aparelhos, Análise de prec1sao os e . . 
f S lbmetidas a contagens em qumtupllcata. 

que oram l . 1- t amostra· 
* Média plaq/mm3 = média p_ó~·qumtup ica a por , 
**Média total = média das medias das 4 amostras. 
CV = coeficiente de variação. 
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Tabela 2.8 - Estudo com . 
nívei ~arativo da precisão dos contadores entre as amostras com 

s normais de pia t laborató - que as e as amostras plaquetopênicas obtidas em 
diluição,r~~a :a:errtir das próprias amostras normais, após processo de 

Grupos alvo ADVIA STKS p6s-dilui1ão H1 T890 

Plq/mm CV(%) 
2.000 10,38 ----
5.000 7,04 

9,04 16.69 4,04 

10.000 7.12 9,35 7,52 

20.000 
6,5 4,68 7,66 2,76 

30.000 
5,66 2,29 4,68 3,81 

Média* 
3,31 3,59 4,49 2.06 
6,58 5,34 8,57 4,04 

S~m Diluição** 1,85 o 73 
* Media dos CVs d , . . • ' 3,01 1,36 

os grupos alvo pos-d1lu1çao (4 amostras por grupo pós-triplicata) 36 contagens 
por grupo. 

•• Média do~ CVs nas mesmas amostras pré-dllulção (4 amostras pós-trlpllcata) 
CV = coeflc1ente de variação. 

Tabela 2.9 - Análise da precisão dos contadores automáticos para níveis de plaquetas de 
50.000 a 800.000/mm3, (2ª fase, 2bJ. 

Plaq x 1000/mm3 

ADVIA STKS H1 

52,8 47,8 51.4 
99,6 87,9 97,2 
225,6 220,6 228,3 
422,4 399 400,3 
575.8 539, 1 597,2 
746,4 695,4 709} 

CV = coeficiente de variação. 

T-890 

44,0 
83,7 
215,3 
407,6 
544,8 
724,4 

AOVIA 

1,86 
2,97 
2,53 
3,01 
3,22 
1,33 

CV(%) 

STKS 

2,81 
2,4 
1,3 
1,96 
2,5 
1,44 

H1 

3,08 
1,96 
1,99 
1,67 
1.37 
1,85 

T-890 

2,27 
2,04 
2,32 
1,67 
1.29 
0,94 

Precisão dos diferentes contadores. Foram feitas dez (1 O) contagens para cada uma das 6 
amostras (sem alannes), por cada aparelho. Influência dos níveis de plaquetas no coeficiente de 

variação. 

4.3. 3ª fase: Estudo comparativo entre os métodos automáticos e os 

manuais (diretos e indiretos) para contagem de plaquetas em pacientes 

plaquetopênicos; análise de alarmes nos contadores automáticos. 

Análise de exatidão: 

A média das contagens de plaquetas realizadas em triplicata pelos 

aparelhos e métodos manuais para as 70 amostras plaquetopênicas com 

contagens abaixo de 100.000 plaq/mm
3 

apresentadas à tabela 3.1 mostram que 

as contagens obtidas pelos contadores H1 e T-890 e o "mét. ind. 1" foram 
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significativamente maiores que aquelas obtidas pelo método de referência (média 

de contagem = 36.200 plaq/mm3
) , com valores em média de, respectivamente 

+5.450 plaq/mm
3 

(p = 0,001 }, +5.000 plaq/mm3 (p = 0,002) e +3.730 plaq/mm3 

(p = 0,002), em teste "t" pareado. Para o grupo de plaquetopênicos críticos (43 

amostras com menos de 30.000 plaq/mm3
) os resultados mostraram valores ainda 

de maior significância (tabela 3.2). Foram obtidos valores de +5.160 plaq/mm3 

para o H1 (p< 0,001), +6.120 plaq/mm3 para o T-890 (p< 0,001) e + 2.500 

plaq/mm
3 

para o "esfreg.1" (p = 0,008), acima daqueles obtidos pelo método de 

referência (média de contagem = 18.040 plaq/mm3), em teste "t" pareado. Os 

demais métodos. tanto para o grupo de 70 quanto de 43 amostras, não 

apresentaram diferenças significativas. 

Tabela 

A 

Br.Cr 
Br.Cr 
Br.Cr 
Br.Cr 
Br.Cr 
Br.Cr 
Br.Cr 

3.1 - Anàlise da exatidão. Teste "t" pareado: comparação dos métodos 
automatizados e métodos manuais diretos e indiretos em relação ao método de 
referência (A), para amostras de pacientes plaquetopênicos com níveis de 
plaquetas abaixo de 100.000/mm3

• Diferença entre a média das contagens de 
plaquetas por cada método (B) e o método de referência (A). ( 3ª fase, n = 70 ). 

Métodos Diferença das médias Diferença em 
t intervalo 95% Conf. p 

B (A - B) em plaq/mm3 
em Plaq/mm3 (A x B) 

ADVIA 970 -660 até 2.600 1,2 0,238 
STKS 870 -1.410 até 3.120 0,75 0,455 

H1 -5.450 -7.380 até -3.510 -5,6 0,001 
T890 -5.000 -8.150 até-1.850 -3,2 0,002 

Maspes 3.360 -1.030 até 7.750 1.5 0,131 
Mét. ind.1 -3.730 -6.100 até-1.370 -3, 1 0,002 
Mét. ind.2 1.300 - 660 até 3.250 1,3 0,190 

Valor médio oblido pelo mélodo de referência (A) = 36.200 plaq/mrn 

Tabela l.2 _ Análise da exatidão. Teste "_t" pare~d~: comparaçã~ dos ~étodos 
t t. ados e métodos manuais diretos e md1retos em relaçao ao metodo de au orna ,z A • • - d 
~ A • (A) para amostras de pacientes plaquetopemcos com mveIs e re,erenc1a , 3 ·d· d ta d 

1 t abaixo de 30.000/mm . Diferença entre a me Ia as con gens e 
~,:~~::: oor cada método (B) e o método de referência (A). ( 3ª fase, n = 43 ). . . . 

Métodos 

A B 

Diferença em 
Diferença das médias intervalo 95% Conf. 

(A - B) em plaq/mm
3 

em Plaq/mm3 

730 -320 até 1. 770 
Br.Cr ADVIA _94o -2.700 até 810 
Br.Cr STKS -5.160 -6.720 até-3.610 
Br.Cr H1 -6.120 -9.490 até -2.740 
Br.Cr TS90 1.480 -1.150 até 4.11 O 
Br.Cr Maspes _2_50o -4.330 até -680 
Br.Cr rnét. ind.1 250 -1.210 até 1.720 
Br Cr rnét. ind.2 J 

. . 'todo de referência (A)= 18.040 plaq/mm 
Valor médio obtido pelo irie 

l 
(A x B) 

1,4 
-1,1 
-6,7 
-3,7 
1,1 

-2,8 
0,4 

p 

0,168 
0.286 

<0,001 
<0,001 

0,263 
0,008 
0,729 
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Uma boa e significante correlação (p< 0,001) entre os contadores ADVIA. 

STKS e H 1 e O método de referência foi observada apenas a níveis de plaquetas 

que incluiram as contagens acima de 30.000 plaq/mm3 (n=70), tabela 3,3. 

Entretanto, para as contagens incluindo apenas os valores abaixo de 30.000 

plaq/mm
3 

(n=43), somente o ADVIA manteve boa correlação com o método de 

referência (r = 0,947), tabela 3,4. O coulter T-890 apresentou baixa correlação de 

resultados com o método de referência para os dois grupos, com valores de 0,884 

para (n=70) e 0,577 para (n=43), tabelas 3,3 e 3,4. Além disso. os dados da 

tabela 3.12 também mostram não haver correlação significativa entre o ADVIA e 

os demais aparelhos (STKS, H1 e T-890). Destes, o valor obtido em relação ao 

Coulter-T890 foi o mais baixo, com (r = 0,544). 

O método de Maspes apresentou baixa correlação de resultados com o 

método de referência, tanto para n = 70 (r = 0,797) quanto para n= 43 (r = 0,534) 

(tabelas 3.3 e 3.4). 

Tabela 3.3 - Análise de regressão linear e correlação dos métodos automáticos e manuais 
(diretos e indiretos) em relação ao método de referência, para os pacientes 
plaquetopênicos com níveis abaixo de 100.000 plaq/mm3

, n = 70. (3ª fase) 

Plaq/mm3 (A)* Brecher-Cronkite 

(B) Média + D.P. Coef. Correi. (r) Inclinação Intercepto-

ADVIA 35.230 + 27.070 0,968 0,974 -18,28 

STKS 35.350 + 24.740 0,937 0,861 4177,8 - 0,957 0,994 5654,3 H1 41 .650 + 27.950 

T890 41 .190 + 27.580 0,884 0,905 8390,1 -
29.850 0,797 0,884 837,3 32.840 + Maspes 

39.930 + 30.440 0,948 1,073 1100,5 mét. ind.1 - 0,954 0,953 373,3 mét. ind.2 34.900 + 26.910 

. . . d" _ 36 200 + 26.920· D.P.(desvio padrão) 
* Brecher-Cronkit~ .. me 

1
~ - · comÕ variáv~I independente O método de referência B.Cronkite. 

Obs: Todas as analises tiveram 
** plaq/mm3

; (p < 0,001) 
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Tabela 
3
.4 - ~nálise d~ re_gressão linear e correlação dos métodos automáticos e m~nuais 

(diretos e mdtretos) em relação ao método de referência, para os pacientes 
plaquetopênicos com níveis abaixo de 30.000 plaq/mm3, n = 43. (3ª fase) 

Plaquetas /mm3 (A)* Brecher-Cronkite 

(B) Média + D.P. Coef. Correi. (r) Inclinação Intercepto-

ADVIA 17.310 + 9.550 0,947 0 ,863 1.749,5 
STKS 18.980 + 8.530 0,839 0,683 6.650,3 
H1 23.200 + 9.960 O 879 0,835 8.136,8 
rago 24.200 + 12.910 o:511 0,111 11.326.4 
Maspes 16.560 + 8.980 0,623 0,534 6.929,3 
mét. ind.1 20.530 + 12.990 o 893 1,107 558,7 
mét. ind.2 17.780 + 10.930 0:902 o,940 814,7 

* Brecher-Cronkite: média= 18.040 ! 10.480 {plaq/mm3j; D.P.(desvio padrão) 
Obs: Todas as análises tiveram como variável independente o método de referência B.Cronkíte. 
- plaq /mm3

; (p < 0,001} 
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Figura 3. Análise de regressão linear e correlação entre o método de referência 

(Brecher-Cronkite) e o STKS, para as amostras de pacientes com níveis abaixo de 

30.000 plaq/mm3 (3ª fase). 
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Figura 5. Análise de regressão linear e correlação entre o método de referência 

(Brecher-Cronkite) e o T-890, para as amostras de pacientes com níveis abaixo de 

30.000 plaq/mm3 (3ª fase}. 
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Figura 7. Análise de regressão linear e correlação entre o método de referência 

(Brecher-Cronkite) e o método indireto 1 (por fator conversão de 20.000), para as 

amostras de pacientes com níveis abaixo de 30.000 plaq/mm3 (3ª fase). 
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Nossos resultados -
para correlaçao entre os aparelhos que se utilizam de 

sistema simples para cont . 
agem de plaquetas (STKS, volumetria por impedância; 

H 1, volumetria por dispersão de luz laser em uma dimensão e T-890 volumetria 
1 

por impedância) e o ADVIA . . . 
que se utiliza de um sistema de contagem de 

plaquetas em duas dim - ( · _ ensoes sistema 20), nao demosntrou resultados 

satisfatórios para as amostras plaquetopêncicas com níveis abaixo de 30.000 

plaq/mm
3

. Além disso, os resultados para o teste "t" pareado demonstraram 

diferenças significativas entre os contadores STKS, H1 e T-890 em relação ao 

ADVIA (tabela 3.5). 

Tabela 3.5 - Teste "t" pareado e correlação entre a tecnologia 2D (volumetria e índice de 
refração) utilizada pelo ADVIA versus volumetria simples (1D) utilizada pelos 
contadores (STKS, H1 e T-890) nas amostras dos pacientes plaquetopênicos com 
níveis abaixo de 30.000 plaq/mm3(3ª fase) 

Métodos 

ADVIAxSTKS 
ADVIA x H1 
ADVIA x T-890 

p 

< 0,05 
< 0,001 
< 0,001 

dif. médias = diferença entre médias 

Teste "t" 
dif. médias interv. conf. de 95% 

-1.672 plaq/mm3 -3.279 até -055 plaq/mm3 

-5.897 plaq/mm3 -7.334 até -4.448 plaq/mm3 

-6.850 plaq/mm3 -10.268 até -3.420 plaq/mm3 

Pearson 

r 

0,838 
0,885 
0,544 

O método indireto que se utiliza de fator de conversão ("mét. ind. 1 ") apesar 

de ter demonstrado boa correlação de resultados com o método de referência (r = 

0,948; tabela 3.3), o ADVIA (r = 0,961; tabela 3.7) e o "mét. ind. 2" (r = 0,989) 

(tabela 3.6) para as amostras com níveis abaixo de 100.000 plaq/mm
3

, não 

demonstrou a mesma satisfatoriedade para o grupo de contagens abaixo de 

30.000 plaq/mm3, em relação ao método de referência (tabela 3.4). Além disso, 

apresentou diferença significativa em teste "t" pareado tanto para as amostras 

com menos de 100.000 plaq/mm3, quanto para aquelas com níveis abaixo de 

30_000 plaq/mm3, em relação ao método de referência (tabelas 3.1 e 3.2), erm 

- ADVIA (tabela 3 7) e em relação ao "mét. ind. 2" (tabela 3.6). relaçao ao · , 
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Tabela 3.6 - Teste "t" pareado e cor 1 -amostras dos ac· re açao entre o "mét. ind. 1" e o "mét. ind. 2", nas 70 

plaq/mm3 e na~ ;;n~s plaque~opê~icos com valores abaixo de 100.000 
contagens abaixo d 

30 
moSfras in~lumdo apenas os plaquetopênicos com 

e .000 plaq/mm (3ª fase) 

"mét.ind.2" x 
"mét. ind.1" Teste "t" 

(grupo amostras) ---=rr----,;p;--~~"i:.:i:=-::;_:__----;--------

A (n = 70) 
B (n = 43) 

dif. Médias interv. conf. de 95% 

• 7 ,67 < 0,001 -5.030 plaq/mm3 3 
7 03 

-6.339 até -3.724 plaq/mm 
• · < 0,001 -2. 750 plaq/mm3 3 -3.542 até -1.961 plaq/mm· 

Grupo A= amostras com menos de 100 000 1 / J 

Pearson 

r 

0,989 
0,991 

Tabela 3 7 -Teste "t" d · acie parea O e cor!e~ação entre o "mét. ind.1" e o ADVIA, nas 70 amostras dos 
P ntes plaquetopemcos com valores abaixo de 100 000 plaq/mm3 e nas 43 
amostras dos pac·e t 1 - . · 

1 / 3 
ª 1 n es P aquetopemcos com contagens abaixo de 30 000 

P aq mm (3 fase) · 

ADVIA x 
"mét.ind.1" Teste "t" Pearson 

(grupo amostras) -~Tr----:;p:-----::;d;::;if:-. m~éd-::;:i:-:-a-s----=i-n-,-te-rv- _-:c-o_n_f_- d_e_9_5_°./í_o - ___ r __ _ 

A (n = 70) 
B (n = 43) 

-4,49 < 0,001 -4.700 plaq/mm3 -6.793 até -2.616 plaq/mm3 

-3,61 < 0,001 -3.230 plaq/mm3 -5.025 até -1.424 plaq/mm3 

Grupo A amostras com menos de 100.000 plaq/mm 
Grupo B = amostras com menos de 30.000 plaq/mm3 

Análise de precisão: 

0,961 
0,909 

A reprodutibilidade de resultados dos métodos diretos ( contagens 

automáticas com CV de 4, 18% a 7,95% e manuais em hemocitômetro com CV de 

10,26% e 10,43%) (tabela 3.9) foi significativamente maior que as obtidas pelos 

métodos indiretos em esfregaço corado com CVs de 26,02% (teste Tukey com p < 

0,001 ), tanto para o grupo de plaquetopênicos críticos com < 30.000 pla('.l/mm
3 

(n=43) (tabela 3.9) quanto para seus subgrupos (tabela 3.10). Para o grupo geral 

de plaquetopênicos com < 100.000 plaq/mm
3 

(n=70) também foram observadas 

diferenças significativas (teste Tukey, P < 0,001) (tabela 3.8). 

Entre os métodos automáticos e manuais em câmara de contagem os 

resultados mostraram diferenças significativas apenas em relação ao T-890 (teste 

Tukey, p < 0,05), tanto para o grupo de plaquetopênicos críticos (tabela 3.9), 
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quanto para O grupo geral de plaquetopênicos < 100.000 plaq/mm3 (n==70) (tabela 
3.8). 

Entre os contadores, apesar de os aparelhos da Coulter terem obtido 

valores de CV em média melhores que o ADVIA e H1, não foram observadas 

diferenças significativas (teste Tukey, p > 0,05) nem no grupo geral com menos 

de 100.000 plaq/mm
3

, nem no grupo de plaquetopênícos críticos abaixo de 30.000 
plaq/mm3

. 

Tabela 3.8- Teste Tukey (análise de variância) entre os métodos automáticos e manuais 
(diretos e indiretos) nas amostras dos pacientes plaquetopênicos com níveis 
abaixo de 100.000 plaq/mm3 (n = 70), tendo como variável o coeficiente de 
variação, (3ª fase}. 

Método ADVIA STKS H1 T-890 Maspes Br.Cr Met. ind.1 met. ind.2 
(5,97)* (5,89)* (6,67)* (3,97)* (9,04)* (9,35)* (21,02)* (21,02)* 

ADVIA 1,000 0,999 0,815 0.310 0,194 º·ººº º·ººº STKS 0,999 0,847 0,275 0,169 º·ººº º·ººº H1 0,483 0.649 0,489 º·ººº º·ººº T-890 0,004 0,002 º·ººº º·ººº Maspes · 0,999 º·ººº 0,000 
Br.Cr 0,000 0,000 

met. ind.1 1,000 
* Coeficiente de variação (CV %) 

Tabela 3 9- Teste Tukey (análise de variância) entre os métodos auto~át!cos e ma~ua~s 
· (diretos e indiretos) nas amostras dos pacientes plaquet?pemcos co_m mve1~ 

abaixo de 30.000 plaq/mm3. tendo como variável o coeficiente de variação (3 
fase) 

STKS H1 T-890 Maspes Br.Cr mét. ind.1 Mét. ind.2 ADVIA 
(10,26)* (10,43)* (26,02)* (26,02)* Método (7,95)* (6,57)* (7,65)* (4, 18)* 

0,994 1,000 0,408 0,904 0,864 0,000 0,000 ADVIA 
0,998 0,886 0,439 0,375 º·ººº 0,000 STKS 

0,523 0,829 0,776 0,000 0,000 
H1 0,016 0,011 0,000 0,000 

T-890 1,000 0,000 º·ººº Maspes 0,000 0,000 
Br.Cr 1,000 

met. ind.1 º/c) 
* coeficiente de variação (CV 0 
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Tabela 3.1 O- Análise de precis~o. Estudo comparativo dos coeficientes de variação em 
amostra~ de pacientes plaquetopênicos com níveis abaixo de 10.000 
plaq/'!'m , de 10.000 a 20.000 plaq/mm3 e de 20.000 a 30.000 plaq/mm3

, entre 
os metodos automáticos e manuais diretos e indiretos (3ª fase} 

Subgrupos 
~ 10.000 plaq / mm3 

Métodos 
10.000 < plaq / mm3 :s; 20.000 > 20.000 plaq / mm3 

*Média CV% (n)** 

ADVIA 10,8 (12} 7,12 (14) 
STKS 8,6 (8) 7 ,20 (18) 

H1 12,3 (3) 10,30 (14) 
T-690 8,6 (4) 4,84 (15) 

Maspes 12,9 (13) 9,19 (11) 
Br.Cr 11,7(15) 12,0(9) 

mét.ind.1 38,6(12) 24,7(10) 
mét. ind.2 36,7 (14) 23,95 (12) 

* valor médio obtido a partir do CV(%) de cada amostra. 
** número de amostras segundo cada método, para cada subgrupo. 

Contagens de plaquetas versus limites de transfusão profilática: 

6,56 (17) 
5,00 (17) 
5,68 (26) 
2,66 (24) 
9,08 (19) 
8,22 (19) 
19,5 (21) 
18,7 (17) 

Das 43 amostras plaquetopênicas com contagem de plaquetas menor que 

30.000/mm3
, 19 pelo ADVIA, 29, 34; 35, 20, 31 e 22 pelo STKS, H1 , T-890, 

Maspes, "mét. ind.1 " e "mét. ind. 2", respectivamente, tiveram resultados maiores 

que os do método de referência (BrCr). 

Para o limite profilático de 20.000 plaq/mm3
, em boa parte das 24 amostras 

que tiveram contagens abaixo deste limite pelo método de referência BrCr (ICSH 

1984/1988) e valores acima deste "treshold" pelos demais métodos avaliados, 

foram observadas diferenças significativas de contagem (tabela 3.11}. 

Para o limite de 10.000 plaq/mm3
, das 15 amostras com valores abaixo de 

10.000 plaq/mm3 pelo método de referência (BrCr), nenhuma pelo ADVIA (0%); 

37% pelo STKS; 75% pelo H1; 91,7% pelo T-890; 80% pelo método Maspes; 50% 

pelo "mét. ind.1" e 33,3% pelo "mét. ind.2", das amostras que tiveram valores 

acima de 10.000 plaq/mm3 apresentaram uma diferença significativa de contagem 

(tabela 3.11 ). 

Entretanto, para os contadores automáticos todas estas amostras com 

valores acima dos limites de 10.000 ou 20.000 plaq/mm
3 

e que o método de 

referência obteve resultados abaixo destes limites e com diferenças significativas, 
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tiveram deflagrados alarmes e indicação de revisão segundo os próprios 
fabricantes (tabela 3.13). 

Os resultados apresentados à tabela 3.12 mostram ter havido um grande 

aumento no percentual de amostras obtidas pelos métodos indiretos, em que pelo 

menos um de seus resultados foi mais alto que os valores utilizados como limites 

profiláticos de 10.000 e 20.000 plaq/mm3, para os pacientes em que tiveram suas 

contagens inferiores à estes limites pelo método de referência, quando 

comparados aos resultados médios pós triplicata (tabela 3.11 ). Além disso, a 

quantidade de amostras obtidas pelos métodos indiretos que excederam os 

limites profiláticos e tiveram diferenças significativas de contagem em relação aos 

resu!tados de referência também aumentaram consideravelmente quando 

comparamos os resultados médios pós-triplicata (30 campos), tabela 3.11, com 

os resultados em que pelo menos uma de suas contagens ( 1 O campos) 

excederam os referidos limites de 10.000 e 20.000 plaq/mm3 (tabela 3.12). 

Tabela 3.11- Métodos automáticos e manuais versus limites indicados para transfusão de 
plaquetas: Percentual de amostras em que a média das contagens em triplicata 
obtidas pelos contadores automáticos, método Maspes e métodos indiretos 
excederam os limites profiláticos de 10.000 e 20.000 plaq/mm3

, nas amostras em 
que tiveram valores inferiores à estes limites pelo método de referência. 
Percentual de amostras que excederam os limites profiláti<;os e tiveram 
diferenças significativas (erro significativo) de contagem em relação aos 
resultados de referência. 

Limite 20.000 plaqlmm3 (n=24) Limite 10.000 plaq/mm3 (n=15) 

Métodos -·· õic, de amostras % de amostras · % de amostras % de amostras -
acima do limite acima do limite e acima do limite acima do limite e 

com erro signific.* com erro signific.* 

ADVIA 0,0 O.O 33,3 0,0 
STKS 12,5 33,3 53,3 37.0 
H1 33,0 62,5 80,0 75.0 
T890 29,2 71.4 80,0 91, 7 
Maspes 25,0 33,3 33,0 ao.o 
Mét. ind.1 12,5 66,7 26

0
,7
0 

;~·~ 
Mét. ind.2 4,2 100,0 2 , , 

*Diferenças significativas: Para contagens < 5.000 por BrCr: valores com diferen~ maior ou_ igu~I 
a 5 000 plaq/mm3; Para contagens entre 5.000 e 10.000 por BrCr: valores com d~ferenças 1g~a1s 

· · d d bro· Para contagens entre 10.000 e 15.000 por BrCr: valores com diferenças acima 
ou acima o o , 1 d"f · d 15 ooo 
de 10.000 plaq/mm3. Para contagens> 15.000 por BrCr: va ores com I erenças acima e . 

plaq/mm3
• 
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Tabela 3.12- Métodos indiretos versus limites indicados para transfusão de plaquetas: 
Per~entual de amostras em que pelo menos uma das contagens em triplicata 
obtidas pelos ~étodos indiretos excederam os limites profiláticos de 10.000 e 
20.000 ~laq/mm , nas amostras em que tiveram valores inferiores à estes limites 
pelo '!1~todo d~ referência. Percentual de amostras que excederam os limites 
profilatic.?s e tiveram diferenças significativas (erro significativo) de contagem 
em relaçao aos resultados de referência: 

Limite 20.000 plaqt/mm3 (n=24) Limite 10.000 plaqt/mm3 (n=15) 

Métodos º'o amostra ac·ima % de amostras % de amostras 11 % amostra acima 
do l·,m·,te acima do limite e acima do limite e 

do limite com erro signific."' com erro signific."' 
mét. ind.1 33,0 57,2 73,3 72,7 
mét. ind.2 24,0 60 O 46 7 57 2 

' ' 1 

*Diferenças significativas: Para contagens< 5.000 por BrCr: valores com diferença maior ou igual 
a 5.000 plaq/mm

3
; Para contagens entre 5.000 e 10.000 por BrCr: valores com diferenças iguais 

ou acima do dobro; Para contagens entre 10.000 e 15.000 por BrCr: valores com diferenças acima 
de 10.000 plaq/mm

3
. Para contagens> 15.000 por BrCr: valores com diferenças acima de 15.000 

plaq/mm3
• 

Análise de alarmes (flags): 

Os resultados apresentados nas tabelas 3.13 e 3.14 mostram a excelente 

capacidade dos contadores em deflagrarem alarmes em amostras com contagens 

comprovadamente inexatas. Nenhum dos aparelhos superestimou 

significativamente a contagem nas amostras sem "flags". 

O ADVIA foi o aparelho que menos deflagrou alarmes, bem como pedido 

de revisão. Nenhuma das amostras plaquetopênicas críticas incluídas no limite 

profilático de transfusão plaquetária teve valores com diferenças significativas em 

relação ao método de referência (tabelas 3.13 e 3.14). 

Tabela 3.13- Análise de alarmes (flags) dos contadores automátic~s, ~as 70 amostras dos 
pacientes plaquetopênicos com valores abaixo de 100.000 plaq/mm (3 fase) 

Contadores 
Características ADVIA STKS H1 T890 

85,7 (60)* 14,3 (10) 24,3 (17) 20 (14) 
% Sem ffags # 14,3 (10) 85,7 (60) 75,7 (53) 60 (56) 
% com flags 1t# 40 (4) 21,4 (7) 32,1 (17) 28,6 (16) 
% e/ flag si repetição 

3
) 78,6 (55) 7s,7 (53) 80 (56) 

% Pedido revisão . ... 4,3 ( 0 (O) o (O) o (O) 
% aus.ped.rev.c/d1f O (O) -

*entre par?ntese~: valor_a~so(luto dt~ê~m;;~~!~;ens) e com diferença significativa em relação aos 
** ausencia pedido rev1sao nas 
resultados de referência; 
# • · de flag nas 3 contagens; . . ausenc1a ma das contagens em tnphcata. 
## presença de flag em pelo menos u 



Tabela 3.14- AnálisAe. de alarm:s nas 43 amostras dos pacientes 
plaquetopemcos com mveis de plaquetas abaixo de 30.000/mm3

: 

P~rcentual ~e amostras com alarmes e que apresentaram 
d1fer:nç~s s1~nificativas de contagem em relação ao método de 
referencia, (3 fase). 

Aparelhos 

ADVIA 
STKS 
H1 
T890 

Percentual 

0% 
9,3% 

27,9% 
34,9% 

60 

Para o ADVIA, apenas as amostras com suspeitas de "clumps" (que não 

tiveram repetição de flags) não tiveram esta característica comprovada na 

extensão sanguínea corada. Além disso, tão somente as amostras com suspeitas 

de "clumps" tiveram pedido de revisão de contagem. Em nenhuma amostra com 

plaquetas gigantes detectada pelo ADVlA ou detecção de alterações por código 3 

(ver critério utilizado na metodologia) em algum dos outros contadores, houve 

pedido de revisão de contagem pelo ADVIA. 

Para os demais aparelhos, houve um aumento significativo na deflagração 

de alarmes e/ou pedido de revisão de contagem, principalmente em função do 

código 3 por nós utilizado na metodologia e relacionado a interferentes como 

debris (restos de leucócitos -fragmentos nucleares ou citoplasmáticos- ou de 

tecidos mortos ou lesados); distribuição anormal dos picos elétricos de corrente 

(eletronic noise); microplaquetas; precipitados químicos; complexos imunes; 

estroma de hemácias; bolhas no sistema ou qualquer outro interferente não­

plaquetário que possa gerar confusão na caracterização das plaquetas. 

Das 70 amostras plaquetopênkas analisadas, as seis em que foram 

detectadas presença de plaquetas gigantes no extensão sanguínea (valores 

acima do limite de 10% do total de plaquetas avaliadas), tiveram esta alteração 

identificada nas 3 contagens pelo ADVIA. 

Destas seis amostras, apenas 3 tiveram esta alteração morfológica 

detectada pelo STKS ( repetidamente nas 3 contagens) e apenas uma pelo H1 

(não repetidamente nas 3 contagens). O T-890 como não identifica 

especificamente este achado morfológico, não teve suas amostras avaliadas 
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sobre este aspecto específico. Em nenhuma delas houve diferenca sianificativa 
~ ~ 

entre o ADV!.A. e o método de referência e entre o H1 e o método de referência. 

Entretanto, em duas (33,3%), aquelas em aue tiveram mais de 30% deste achado 

morfológico no esfregaço, houve diferença de resultados para com os contadores 

STKS e T-890. Os valores obtidos para a primeira amostra foram de 73 300 

plaq/mm
3 

(ADVIA), 56.600 plaq/mm3 (STKS), 68.000 plaq/mm3 (H1) e 57.600 

plaq/mm
3 

(T-890). A segunda amostra teve valores de 25.000 plaq/mm3 (ADVIA), 

20.000 plaq/mm
3 

(STKS), 24.667 plaq/mm3 (H1) e 18.667 plaq/mm3 (T-890). 

Além disso, com exceção do ADVIA, todos ·os aparelhos pediram revisão de 

contagem. 

Na nossa casuística oara as amostras olaauetooênicas não houve oualouer 
t ' 1 1 • 1 

caso com oresenca de eritrócitos microcíticos aue oudessem interferir na • >- • • 

contagem de plaquetas. Duas amostras não-plaquetopênicas que tiveram 

detectadas a presença de fragmentos de erítrócitos foram analisadas à parte. 

4.4. Resultados para as amostras com fragmentos de eritrócitos: 

Duas amostras com fragmentos de eritrócitos, por não serem 

plaquetopênicas não foram incluidas na nossa casuística da 3ª fase. Foram 

analisadas à parte por cada aparelho e pelo método de referência, após 

contaaem em ouintuolicata íver abaixo) . ...., ' . ~ ' 

Apenas o ADVIA apresentou valores aproximados aos de referência 

(BrCr). Os demais aoarelhos obtiveram valores bem mais elevados em relação 
' . . 
aos valores obtidos por BrCr. Nota-se também que o Coulter T-890 apesar de 

superestimar todas as contagens, não apresentou, para as duas amostras 

analisadas, diferenças significativas entre suas determinações. Tanto o STKS, 

quanto O H1 e o T-890 deflagraram alarmes e pediram revisão de contagem, 

inclusive O STKS em duas das análises para cada amostra (--) não liberou seus 

resultados (diferença significativa entre as contagens dos seus 3 canais). O 

ADVIA, apesar de ter detectado a referida alteração morfológica nas 5 

determinações, não pediu revisão de contagem em nenhuma das contagens (não 

apresentou O sinal de asterisco-•). 

BIB LI OTECA 
Faculdade de Ciências F arniacêutica:s 

Uoive<sidada da São Pauto 
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A.mostra 1: 

ADVIA = 270.000/ 262 000/ 271 000/ 267 000/ 266 000; média = 267.200 

plaq/mm3
; 

STKS = 411 .000/ --- / 355.000/ --- / 332.000 ; média = 366.000 

plaq/mm3
; 

H1 = 400.000/ 423.000/ 389.000/ 394.000/ 373.000 ; média = 395.800 

plaq/mm3
; 

T-890 = 382.000/ 386.000/ 391 .000/ 396.000/ 401.000 : média = 391.200 

plaq/mm3
; 

BrCr = 264.000/ 272.000/ 275.000/ 286.000/ 264.000 ; média = 272.200 

plaq/mm3
; 

Amostra 2: 

A.DVIA = 143.000 / 141 .000 ! 138.000 / 130.000 ! 136.000; média= 137.600 

plaq/mm3
; 

STKS = ----- / 255.000 I 250.000 / - I 209.000; média = 238.000 

plaq/mm3
; 

H1 = 263.000 / 223 000 / 289.000 / 264.000 / 273.000; média = 262.400 

plaq/mm3
; 

T-890 = 311.000 / 307.000 ! 314.000 / 311 .000 / 317.000: média= 312.200 

plaq/mm3
; 

BrCr = 162.000 / 168.000 / 163.000 / 160.000 I 16~ ooo; média = 163.200 

plaq/mm3
; 
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5- D!SCUSS.Ã.O: 

A correta contagem do número de plaquetas foi e tem sido um tema de 

grande interesse dos clínic-..os, o que tem estimulado os pesquisadorP.s a 

de~envolver métodos que apresentem a melhor exatidão e orecisão oossíveis . . . 

Com o advento dos contadores automáticos sabidamente acurados e 
' 

precisos em amostras de indivíduos normais, o grande desafio tem sido 

discriminar as plaquetas de outras partículas celulares ou precipitados com 

propriedades físicas similares. 

Para alguns autores (Mayer et ai., 1980; Ross et ai., 1980; Kjeldsberg et 

ai., 1993; Dickerhoff et ai., 1995; Hanseler et ai., 1996) ainda é controverso oue a 
, ' 

contagem de plaquetas em amostras alteradas possa ser feita adequadamente, 

ou não, pelos métodos existentes. Isto se deve em orande oarte à referida .., ' 

questionabilidade dos contadores automáticos em discriminar olaouetas das 
1 ' 

partículas não-plaquetárias de sinais elétricos e/ou ópticos semelhantes. Os 

dados de Dickerhoff et ai. f 1995) estudando dois contadores automáticos de 
\ , 

rotina, método de citometria de fluxo (CMF) com anticorpos monoclonais 

antiplaquetas e método em hemocitômetro (BrCr), demonstraram para níveis 

plaquetários abaixo de 50.000/mm3 resultados satisfatórios apenas para os 

métodos em câmara e por CMF. Desta forma, para níveis críticos, a contagem de 

plaquetas pela automação não estariam indicadas para decisões terapêuticas. 

Outros autores também tem chegado a conclusões similares (Rowan et ai., 1991; 

Hanseler et ai., 1996). 

Aoesar de a maioria dos laboratórios de médio e grande porte atualmente . 
efetuarem suas contaaens através dos contadores eletrônicos, os métodos 

~ 

manuais ainda são importantes tanto em amostras com suspeitas de erros pela 

automação quanto em exames de rotina nos laboratórios menores. Além disso, 

outro problema consiste em se escolher o método manual que sirva de controle 

para os métodos automáticos. Desta forma, nosso estudo procurou abranger 

contadores de gerações distintas e com princípios de contagem diferentes, bem 

como os métodos manuais, muito utilizados na prática clinica para a referida 
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finalidade, a fim de englobar as mais diferentes variáveis que possam influenciar 

na exatidão e precisão dos resultados. 

A proposta de alguns pesquisadores da utilização da citometria de fluxo e 

dos anticorpos monoclonaís antiolaauetários como controle de aualidade de 
' ' . 

calibração dos contadores, apesar de trazer resultados bastante satisfatórios para 

indivíduos sadios com níveis normais de plaquetas, com boa correlação com os 

contadores automáticos (Tanaka et ai. 1996). oossuem a desvantaaem do seu 
, 1 ,, • -

elevado custo (Dickerhoff et ai., 1995). Nos parecem ainda inviáveis para a 

grande maioria das instituicões . . 

5_ 1. Fatores que interferem na precisão e exatidão: 

Dentre as variáveis analíticas que têm efeito na determinação exata e 

precisa da contaaem de olaauetas e o seu mau de influência nos resultados 
- ' 1 - ; 

oodemos destacar: 1 l Amostra utilizada: A maioria dos métodos utiliza sanoue . . -
total como amostra (os atuais contadores automáticos; o método BrCr; os 

métodos indiretos em extensão corada de sangue, etc). Outros, entretanto, 

requerem uma fase inicial de preparação das amostras para obtenção do plasma 

rico em olaauetas íPRP). oor centrifuaacão diferencial ou oor sedimentacão 
t t \ ,. S - a, 1 .a, 

gravitacional (método de Maspes; alguns contadores semi-automatizados de 

orimeira aeracão etc): 2l Grau de diluicão: Alouns métodos (ex. Método de 
1 - ..lo ,, • ,., - ' 

Rees-Ecker, 1923). mesmo tendo sangue total como amostra, por usarem 

líquidos não lisantes, são obrigados à utilização de elevados graus de diluição, 

sem possibilidade de mudança; outros, por utilizarem líquidos diluidores que lisem 

os eritrócitos (Método de BrCr), ou PRP (Maspes)i podem modificar o grau de 

diluicão em funcão do número de plaquetas por campo; 3} A facilidade e 
~ ' ~ 

seauranca na distincão das plaquetas e demais interferentes, seja 
- ~ > 

visualmente em extensão sanguínea corada ou hemocitômetro a partir de sangue 

total ou em hemocitômetro a partir de PRP, seja por impedância ou análise óptica 
1 

diferencial , com ou sem sistema de análise do índice de refração nos contadores 

automatizados, e 4) O número de células contadas, manualmente e por 

automação. Assim, nossa análise e discussão dos resultados obtidos pelas 

diferentes metodologias devem girar em função destas variantes analíticas para 

cada método empregado. 
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5.2. ~-~9todos manuais: 

Apesar de boa parte dos servicos liaados a diaonósticos hematolóaicos 
--" - - -

utilizarem métodos indiretos (em extensão de sangue corada) como critério de 

avaliação de possíveis erros nos contadores. esta orática é bastante discutível oor 
' . . 

outra boa parcela de pesquisadores. 

Os fabricantes dos contadores automáticos recomendam que as contagens 

com suspeitas de erros pelos seus aparelhos, tenham estes resultados 

confirmados por método de referência em hemocitômetro. Não é recomendada 

confirmação por métodos indiretos. Isto se deve, provavelmente, à inerente 

imprecisão destes métodos, e de sua grande dependência do operador, o que 

também os torna de difícil aolicabilidade aeneralizada De modo distinto os 
• - • 1 

métodos em hemocitômetro ooderiam ser determinados acuradamente oor . . 
orofissionais com um mínimo de exoeriência <Brecher et ai . 1953: Masoes & 
• 1 • ' , • 

Jamra, 1955). Além disso, a própria confiabilidade dos contadores é atestada 

pelos fabricantes, através de estudos comparativos em relação ao referido 

método em hemocitômetro, principalmente para amostras plaquetopênicas ou de 

pacientes com alterações hematológicas outras que possam interferir na 

contagem de plaquetas (Kunicka et ai., 1998; Procedimentos ... Coulter, 1988; 

Technicon H1, 1985) 

Pelo fato de as plaquetas terem caracteristicamente amplo espectro de 

volume (menos de 2 até mais de 20 fentolitros), suas contagens automatizadas 

estão sujeitas a grande quantidade de interferentes. Ruidos elétricos podem 

causar interferência com a contagem de plaquetas pequenas. Outras estruturas 

particuladas podem interferir com a contagem de plaquetas maiores. O uso de 

microscopia de fase e hemocitômetro tornou-se método de referência devido não 

estar sujeito a estas interferências. Permite clara distinção entre as plaquetas e 

demais partículas {Arkin et ai., 1993). 

A utilização da contagem manual de plaquetas em câmara no laboratório 

• 1 • de na· 0 ser uma técnica prazeirosa. reauer a necessidade de de rotina, a em . . 

losº Protocolo o. ara obtenção de resultados com seguir um escrupu 

reorodutibilidade e sensibilidade. Deste modo, necessita de muito tempo 
' 
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Entretanto seoundo o· k h ff 
, -~ 1c e o et ai (1995); a menos aue a contam~m de 

plaquetas seja feita utilizando estes princípios de referênci~ em hemoci;ômetro. 
seria imorudente recom d 1- • _ , • · en ar Im1tes de transfusao profilatica para amostras com 
menos de 20.000 plaq/mm3. 

5. 2.1, Exatidão dos métodos ma.nua.is: 

Os resultados obtidos para o método de Maspes na 1 ª fase, com valores 

de + 145.000 plaq/mm
3 

(tabela 1.1) em relação às contagens em sangue total 

(BrCr) são concordantes com os estudos de Elton & Hirscher (1954), Bull et ai 

(1965), Eastham (1963), Lewis et ai. (1981) e se devem, provavelmente, ao 
11

fenômeno Bagnold" ,força Bagnold, (Bagnold, 1954) que explicaria a retenção de 

plasma livre de plaquetas (PLP) entre os glóbulos vermelhos em sedimentacão e 
• l 

sua relação diretamente proporcional à quantidade de glóbulos (hematócrito} 

(tabela 1.4) . ' 

Segundo Bull et ai. (1965) e Lewis et ai. (1981), para a obtenção de 

resultados acurados, além da correção pelo valor hematócrito, deveria ser 

adicionada um aiuste através de um fator aue levasse em conta a retencão de , ' . 
PLP proporcional ao valor hematócrito. 

Os resultados de baixa correlação com o método de referência, na 3ª fase 

pelo método de Maspes tanto para o grupo com menos de 100.000 plaq/mm3 

(tabela 3.3) quanto para aquele com valores menores de 30.000 plaq/mm3 

(tabela 3.4), foram provavelmente devidos à perda de plaquetas observada nas 

23 orimeiras contaaens em funcão de termos utilizado um~ excessiva forca 
t 'l,J ~ ~ 

centrífuga para um pequeno volume de sangue ( ± 1 mi, que sobrava após as 

demais determinações) de amostras anêmicas (baixos hematócritos). que, como 

descrito pelo Autor (Maspes, 1955), quando a escala de sedimentação dos 

alóbulos se aoroxima do valor hematócrito, há perda de plaquetas no plasma 
.... ' 

sobrenadante. Isto ficou bem caracterizado para as amostras de 24 a 38 quando 

comparamos dois protocolos distintos (1.000 rpm por 3 min e 1.000 rpm por 1 

min) {tabela 3.16) . Em todas elas, houve um grande decréscimo das contagens . ' . 
pós 3 minutos de centrifugação em relação àquelas pós 1 minuto (tão maior 
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quanto menor foi o hematócrito do paciente, tabela 3.15), demonstrando assim a 

inviabilidade do uso d 1 -~ e um vo ume tao pequeno de amostra para este tempo de 

centrifugação (3 min). Os resultados obtidos para 1 000 rpm por 1 minuto nestas 

amostras (24 a 38), bem como nas demais (39 a 70) variaram de exatos a bem . ,, 

inexatos, dependendo do valor hematócrito do paciente. As amostras pouco 

anêmicas e não-anêmicas, tiveram valores inexatos para mais, as amostras um 

pouco mais anêmicas tiveram resultados exatos e as amostras bastante anêmicas 

apresentaram resultados inexatos para menos. Todos estes resultados se 

explicam pela perda de plaquetas, para as amostras mais anêmicas (pelo pouco 

volume inicial, mesmo oara 1.000 rom oor 1 min) e nas amostras menos 
' • • , J 

anêmicas, onde não houve aoroximacão do valor da escala de sedimentacão com ' . . 
o valor hematócrito (sem risco de oerda) os valores acima dos obtidos oelo 

' • ,1 • 

método de referência se devem à retenção de PLP entre as hemácias (tabela 

3.15). 

Dados da literatura revelam que os métodos indiretos de contagem, em 

aeral. obtém valores muito acima daaueles determinados diretamente. Enauanto 
'-' ~ 1 1 

os resultados obtidos pelo método direto de Brecher-Cronkite estabeleceu como 

valores de referência para indivíduos sadios resultados de 140.000 a 440.000 

plaq/mm3
, vários métodos indiretos tiveram valores muito maiores. Por exemplo, 

valores de 437.000 a 536.000 plaq/mm3 (método de Olef, 1935); 500.000 a 

900.000 plaq/mm3 (método de Dameshek, 1932). Segundo Brecher (1971), estes 

valores não estariam corretos e seriam a.tribuidos à tendência de as hemácias 

estarem justapostas (ver anexo 7.3) na região de análise da extensão de sangue, 

levando a uma falsa relação entre plaquetas e hemácias nestas regiões centrais 

da extensão sanguínea. 

De acordo com o próprio Dameshek (1932), criador de um dos métodos 

indiretos de contagem, "a utilização de métodos indiretos apesar de mais simples, 

são menos acurados e devem ser restritos a procedimentos apenas ordinários de 

- devendo ser usados auando o valor exato de olaauetas tiver maior contagem, nao . , , 

importância clínica". 

Ultados ºara O "mét ind 2" que apesar de também se utilizar da Nossos res . · · , 

relação plaquetas/eritrócitos para determinação indireta de plaq/mm
3 

, como os 
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métodos originais de Fônio, Dameshek, Olef (Dameshek, 1932), não 

demonstraram diferenças significativas em relacão ao método de referência nem . ) 

em relação ao ADVIA (aparelho que demonstrou maior seouranca de resultados. 
~ . . 

nas amostras plaquetopênicas), com teste "t" pareado demonstrando p > O, 1 tanto 

para o grupo de amostras abaixo de 100.000 plaq/mm3, quanto para o grupo de 

plaquetopênicos críticos com menos de 30.000 plaq/mm3 (tabelas 3.1 e 3.2). Isto 

deve ter ocorrido, provavelmente, por termos utilizado regiões onde as hemácias 

estavam mais dispersas e de termos analisado o número de plaquetas sem fixar o 

número de eritrócitos por campo, como era estabelecido por muitos destes 

métodos originais Fixamos aoenas o número de camoos contados (10 oor . . ' . 
contagem). Vale lembrar aue como aaravante os métodos oriainais de contaoem 

• 1 - J ..... -

indireta das plaquetas em extensão de sangue corada se utilizavam, em geral, de 

sangue capilar como amostra. 

A favor dos nossos resultados estão os dados de Moaodan (1980)_ aue. 
- ' ,. ' 1 

utilizando-se de amostras obtidas por punção venosa, e comparando resultados 

de contagens obtidas por método de BrCr e por estimativa de plaquetas em 

esfregaço a partir da correlação com hemácias, utilizando gratículo de Miiler 

( suoorte aue se adaota à ocular do microscóoio aue facilita a contaaem de 
' 1 t 1 1 1 -

eritrócitos e olaauetas em e'Xtensão de sanaue corada\ e também em camoos . . - , . 
onde os eritrócitos estavam mais dispersos, obteve valores tão acurados quanto 

os diretos em câmara. Deste modo achamos que apenas alguns dos métodos 

utilizados no passado, provavelmente aqueles que obtiveram menores valores de 

referência para indivíduos normais, estariam corretos e que os erros dos demais 

poderia estar relacionado à própria metodologia (número fixo e limitado de 

eritrócitos a serem contados) ou até mesmo à contagem dos eritrócitos em local 

inaorooriado como descrito por Brecher (1971 ). . . 
Por outro lado, para o "mét. ind.1" que se utiliza de fator de conversão para 

plaq/mm3 de 20.000, nossos resultados evidenciaram diferenças significativas 

para com O método de referência (BrCr), para o ADVIA, bem como para com o 

método "mét. ind.2\ tanto para o grupo de plaquetopênicos abaixo de 100.000 

plaq/mm3 ( +3. 730 plaq/mm3 acima dos valores de BrCr, com p = 0,002 ; tabela 

31) P
ara O subgrupo com menos de 30.000 plaq/mm

3 
( + 2.500 plaq/mm

3 
. , como 
. d I res de BrCr teste "t" oareado com o= 0,008 (tabela 3.2). Nossos acima os va o .,, , , · , 
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dados foram equivalentes àqueles obtidos por Lawrence et ai (1995), que 

utilizando mesmo critério de contagem obteve resultados de + 2.083 plaq/mm3 

nas amostras plaquetopênicas (valores abaixo de 40.000 plaq/mm3) sem alarmes 

obtidas pelo contador Svsmex NE-8 000 (teste "t" oareado com o = O 038) 
J ' • • ; ' . 

Os resultados de suoerestímacão síanificativa. associado à boa correlacão 
t > - ' ,. 

do método "mét. ind.1" em relação aos métodos BrCr, ADVIA e "mét. ind.2" (com 

valores para 
11
r" de resoectivamente O 948· O 989 e 0.961 oara as contaoens 

1 l I 1 ; 1 -

abaixo de 100.000 plaq/mm3
) (tabelas 3.3, 3.6, 3.7) nos faz pensar que a 

utilização de fator de conversão um pouco menor que 20.000, para 

plaquetopênicos, poderia nos levar a vaiares mais exatos. 

Em função dos limites profiláticos para transfusão de plaquetas de 10.000 e 

20.000/mm
3

, nossos resultados para os métodos indiretos revelaram um sensível 

aumento no risco de induzir a conduta não adeouada em funcão de informacão . ~ ~ 

errada, quando apenas 1 O campos microscópios foram contados (tabela 3. 12) O 

oercentual de amostras em aue oelo menos uma de suas contaaens em triolicata 
1 1 1 - t 

(ou seia. 1 O camoos) teve valores suoerestimados em relacão aos de referência 
' J • • , • ~ 

foram bem superiores ::1(11 teles quando se tr;:ihalhou com a média das contagens 

em triolicata (30 camoos). tabela 3.11 Isto muito orovavelmente. se deve à 
' , ' , ~ • 1 ~ 

disposição aleatória das plaquetas, e ao seu baixíssimo número por campo no 

esfreoaco corado. Poderia ser minimizado oela utilizacão de um critério aue 
'--' ' . ,. . 

estabelecesse um mínimo de células contadas para amostras plaquetopênicas. 

Quando foi usada a média das contagens em trilplicata por 1 O campos, 

oortanto. um total de 30 campos, os métodos indiretos demonstraram menor risco . ' 

de levar a conduta terapêutica inadequada que os contadores H1 e T-890. 

Entretanto, para as contagens indiretas de plaquetas em que pelo menos um de 

seus resultados teve diferença significativa em relação ao método de referência, 

os resultados com risco de má conduta profilática foram semelhantes inclusive 

àaueles obtidos oelo H1 e T-890 (tabP.la 3.12). 
' ' 

o fato de termos utilizado regiões da extensão corada onde os eritrócitos 

estavam mais dispersos se justificam por dois motivos básicos: primeiro, pela 

maior facilidade e segurança em contar as hemácias em locais onde não 
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estivessem superpostas ou quando um bom número delas estivessem ainda se 

tocando e, segundo, em funcão de a contaaem oelo "mét. ind. 1" (aue foi feita 
~ '-" ' " . 

simultaneamente) exigir como local exato para contagem das plaquetas, a região 

da extensão de sangue propícia para análise da morfologia das hemácias (os dois 

métodos foram analisados a oartir dos mesmos camoos microscóoios). 8eaundo . ' . , . -
os Autores (Nosanchuk et ai. , 1978; Apibal et ai., 1979; Bell & Neely, 1980), é 

exatamente neste local. oue a orooorcão da média de olaauetas oor camoo oara 
' ' 1 • ,. • • ' ' ' 

média de plaquetas por mm3 é de 1 para 20.000. 

Nos dias atuais, preterindo os métodos clássicos, boa parte das contagens 

de plaquetas em extensão corada são feitas pela utilização de fator de conversão. 

Este "número mágico" (fator), obtido a partir de vários estudos empíricos 

comparativos com contadores automáticos ou método de referência, transformaria 

o número de olaauetas oor camoo. oara número de olaauetas oor volume de 
J 1 1 t I 1 1 1 1 

sangue total. A utilização cada vez menos frequente dos métodos indiretos 

clássicos a partir da relação eritrócitos-plaquetas, em relação aos que utilizam 

fator, se devem provavelmente ao reconhecido fato, de que a estimativa de 

hemácias em extensões de sangue é bastante cansativa e requer maior tempo. 

Entretanto deve-se lembrar aue a utilizacão de métodos indiretos oor fator 
1 • .> ' 

de conversão apesar de não depender diretamente do número de hemácias do 

oaciente exiae do ooerador a certeza do local exato oara a análise da morfoloaía 
t 1 V , • -

dos eritrócitos tanto para amostras com número normal de eritrócitos, quanto para 

indivíduos anêmicos. Apesar dos dados da literatura (Apibal et ai. , 1979) não 

terem apresentado diferenças de contagens entre amostras anêmicas e não­

anêmicas utilizando um mesmo fator de conversão, vale ressaltar que todos estes 

estudos foram feitos por operadores bastante experimentados. 

Desta forma, sob o aspecto prático, mesmo não se utilizando do número de 

eritrócitos oara efeito de contagem, os métodos que se utilizam de fator de 
1 

conversão necessitam que o operador saiba exatamente qual o local ideal para 

análise da morfologia das hemácias. Para amostras não-anêmicas este local é de 

certo modo encontrado sem maiores dificuldades. Entretanto, para amostras 

bastante anêmicas o operador inexperiente pode, inadivertidamente, levar em 

conta um número aproximado de eritrócitos para amostras não-anêmicas e tender 
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a regiões bem mais espessas da extensão sanguínea, onde evidentemente teriam 

maior número de plaquetas por campo e, deste modo, obter resultados bastante 

inacurados. Assim, talvez a título de aprimoramento técnico, a fim de que o 

laboratorista ganhe confiança do local exato para análise de eritrócitos para 

indivíduos anêmicos e avaliação das plaquetas por fator de conversão, a 

utilização dos métodos indiretos que se utilizam da relação plaq/erit nos parecem 

como um treinamento inicial de comparação a ser levado em conta. 

5.2.2. Precisão dos métodos manuais: 

A precisão dos métodos em hemocitômetro é diretamente proporcional ao 

número de células contadas. Quanto maior o número, melhor a precisão. Nesse 

contexto, os métodos em câmara que se utilizam de líquidos lisantes de eritrócitos 

ou de plasma rico em plaquetas têm grande vantagem em relação àqueles que, 

por usarem soluções isotônicas não lisantes de eritrócítos, se vejam inviabilizados 

de procederem à redução do grau de diluição, principalmete em indivíduos 

plaquetopênicos. Dados de Lewis et ai. ( 1979}; Oliveira et ai. ( 1999), comprovam 

valores mais imprecisos para os métodos que se utilizam de líquidos diluidores 

não lisantes (formol-citrato, método de Rees-Ecker), especialmente para amostras 

plaquetopênicas. 

Segundo Berkson et ai. (1940), o erro inerente ao uso do hemocitômetro é 

dependente, não-necessariamente do número de quadrantes contados no 

retículo, mas principalmente do total de células quantificadas. Este erro inato ao 

uso da câmara para contagem de plaquetas pode ser estimado em função do 

número de células contadas no retículo (n), do número de câmaras utilizado para 

cada contagem (nc), e do número de diluições usadas (nd), onde o erro 

percentual em relação à média de plaquetas por mm
3 

seria igual à 

v(0,93)2 (100)2/n + 4,6 2 / nc + 4,7 2 
/ nd . Dados de Brecher et ai. (1953), 

utilizando esta formulação preconizada por Berkson et ai., demonstraram que os 

valores de CV (%) esperados pela fórmula e aqueles obtidos em relação a 

amostras de sangue venoso foram equivalentes, com resultados de 8% para 2 

contagens repetidas, 6% para 4 contagens e de 4% para 8 contagens. De modo 
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distinto, as amostras obtidas por sangue capilar tiveram valores muito superiores 

àqueles esperados. Portanto, o segredo da correta utilização da câmara de 

contagem estaria no número de células contadas para cada contagem e , de 

preferência obtidas por punção venosa. 

Assim, uma vez que procuramos ao máximo seguir o critério de um mínimo 

de 200 plaquetas por contagem (diminuindo o grau de diluição ou aumentando o 

número de quadrantes contados, quando necessário), além de termos usado 

contagens em triplicata e a partir de 3 diluições distintas, nossos resultados para 

CV(%) de 10,46 para método de BrCr e 10,26 para método Maspes nas amostras 

com menos de 30.000 plaq/mm3 e de 9,3% para BrCr e 9% para Maspes no total 

de amostras com menos de 100.000 plaq/mm3
, mostram resultados bastante 

satisfatórios de precisão para indivíduos com baixos níveis de plaquetas, e são 

plenamente coerentes pois o erro inerente à câmara para estas coindições seria, 

em média, de apenas 7,59%. 

Apesar de alguns autores (Nosanchuk et ai., 1978; Apibal et ai., 1979) não 

admitirem grandes diferenças na precisão entre os métodos manuais diretos e 

indiretos, e de os dados da literatura serem divergentes em relação à precisão 

dos métodos em hemocitômetro para contagem de plaquetas em 

plaquetopênicos, com valores que variam de 7% a mais de 20%, talvez sejam 

explicados pelo próprio critério usado para contagem em câmara (uso correto do 

hemocitômetro). Dados de Dickerhoff et ai. (1995), também utilizando critério de 

no mínimo 200 células por contagem, a partir de contagens em duplicata obteve 

valores de CV = 14,7% para níveis médios de plaquetas de 10.000/mm3
, que 

foram bastante similares aos nossos, com valores em torno de 12,6%, para estes 

níveis de contagens (em triplicata), (tabela 3.10). Nossos dados também são 

bastante compatíveis com os resultados obtidos por Hanseler et ai. (1996) que, 

em criterioso trabalho, demonstrou qual o menor limite de quantificação para 

plaquetas. Este Autor revelou que para um valor máximo permitido de 10% para 

CV os métodos em câmara seriam satisfatórios para contagens em torno de até 
1 

17.000 plaq/mm3, e para valor máximo de 15% para CV, as determinações em 

hemocitômetro seriam seguras para valores de até 4.000 plaq/mm
3

. Estes 

resultados foram melhores até em relação ao contador automático por ele 

estudado (o H1 Technicon). Some-se a isso o fato de este Autor ter demonstrado 
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que O método de referência em câmara ter tido como menor limite de detecção 

valor de 1.600 plaq/mm
3 

contra valor de apenas 4.300 plaq/mm3 para o referido 
aparelho. 

Segundo Wintrobe et ai. ( 197 4), em função do equipamento requerido 

(custo), tempo e acurácia, a técnica de Brecher-Cronkite representaria 

provavelmente a de melhor avaliação das plaquetas, mesmo que resultados da 

literatura reportem valores de CV bastantes divergentes- de 7 a 17% (Cartwright 

et ai., 1968; Glass et ai., 1971; Handin et ai., 1971; Mayne et ai., 1969) Os 

valores de CV obtidos por Lewis et ai. (1979) e Brecher et ai. (1953) foram de 8 a 

10%. 

Assim como descrito por Dacie e Lewis (1984), Bain (1997), o método de 

Maspes, por também utilizar plasma como amostra, apresentou a vantagem de 

poder utilizar diluições menores que aquelas pelo método BrCr, e, deste modo, 

conseguir-se obter maiores números de células por quadrante para aquelas 

amostras com números bem reduzidos de plaquetas (< 7.000/mm3). Para este 

método em plasma conseguimos utilizar diluições de até 1 :2. 

O grande problema do uso da câmara de contagem nos dias atuais se 

deve provavelmente ao fato de que, uma vez incorporada, a automação trouxe 

um grande distanciamento entre os mais novos hematologistas ou outros 

profissionais do laboratório de hematologia e as técnicas tradicionais que, ainda 

hoje, apesar de poderem ser bastante úteis estão sendo cada vez mais 

esquecidas. Talvez até mesmo pela falta de ensino das técnicas manuais em 

algumas universidades. 

Em relação à precisão dos métodos indiretos em extensão corada por 

avaliação em triplicata de dez campos microscópicos (30 campos ao todo), 

nossos resultados revelaram valores significativamente mais elevados de 

coeficiente de variação que aqueles obtidos, tanto pela automação quanto em 

câmara de contagem, no grupo com menos de 100.000 plaq/mm
3

, bem como nas 

amostras com menos de 30.000 plaq/mm3 (análise de variância com p< 0,001) 

(tabelas 3.8 e 3.9). Além disso, nossos dados (CV = 26,02%) para grupo de 

plaquetopênicos críticos (média = 16.560 para "mét. ind.2" e 20.530 para "mét. 
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ind.1") foram concordantes com os dados de Lawrence et ai. (1995) que utilizando 
0 mesmo critério de contagem e avaliando grupo de plaquetopênicos com valores 

médios de 16. 000 plaq/mm3 obteve resultados de CV = 30% para método "mét. 

ind.1 ", confirmando assim valores insatisfatórios de precisão para pacientes com 

trombocitopenia severa. 

Em estudo estratificado, tomando por base os valores estabelecidos pela 

literatura para transfusão profilática de plaquetas em pacientes sob tratamento 

quimioterápico, nossos resultados de CV para os métodos indiretos, a partir de 

triplicata por avaliação de 10 campos microscópicos também se mostraram 

bastante elevados. Foram em média, da ordem de 20% (amplitude de 7 a 40%) 

no subgrupo de amostras com valores acima de 20.000 plaq/mm3 e menores que 

30.000 plaq/mm
3

; de 25% (amplitude de 8,8 a 39%) no subgrupo com valores de 

10.000 a 20.000 plaq/mm3 e de 38% (amplitude de 12,9 a 72%) no subgrupo com 

menos de 10.000 plaq/mm3 (tabela 3.10). Todos estes resultados são explicados 

primeiro pela disposição aleatória das plaquetas no esfregaço e, principalmente, 

como decorrência do baixíssimo número de plaquetas por campo microscópio nas 

amostras plaquetopênicas. 

Como exemplo, um dos nossos pacientes com contagens em torno de 

8.000 plaq/mm3 (3.500.000 erit/mm3
), após avaliação de 10 campos microscópios 

em triplicata, apresentou uma média de apenas 0,2 a O, 7 plaquetas por campo 

microscópio (em objetiva de imersão , aumento de 1000 vezes). Imaginem 

portanto, para um paciente com estes níveis de contagem, que um operador 

avaliando em contagem simples (sem repetição em duplicata ou triplicata) apenas 

4 campos microscópios (o que corresponderia aproximadamente aos supostos 

1.000 eritrócitos preconizados por Fônio). Ele poderia obter a ausência completa 

de plaquetas (zero de plaq/mm3
) pois se em 1 O campos podemos observar 

apenas 2 plaquetas, coincidentemente poderíamos em apenas 4 campos não 

observar uma sequer. Levando para o extremo oposto, se em 1 O campos 

poderíamos observar até 7 plaquetas, quem é que garantiria que 

coincidentemente todas estas 7 plaquetas não estivessem logo nos 4 primeiros 

campos avaliados? Oeste modo a contagem atingiria valores de 24.500 plaq/mm
3

. 

Vale lembrar que nossos resultados não foram tão discrepantes assim em função 

de termos avaliado 30 campos microscópios. 
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Assim, mesmo para operadores bastante experientes, devido ao baixíssimo 

número de células por campo microscópico, além do erro inerente à disposição 

aleatória das plaquetas na extensão sanguínea (como descrito por Brecher et ai., 
1953) tT - , · · , a u 11zaçao de metadas indiretos pode ser perigosa para os casos de 

plaquetopenias mais intensas. A avaliação por profissionais menos experientes 

pode trazer consequências ainda mais graves. Até mesmo quando feita por 

pessoal mais qualificado, ela pode ser comprometida pela avaliação de poucos 

campos microscópicos e levar a resultados discrep~ntes. O uso de contagens em 

triplicata a partir de 10 campos (contagem de 30 campos) em 1000x (imersão) 

diminui bastante o risco de superestimação, muito embora em algumas amostras 

(pós triplicata) da nossa casuística tenha havido contagens indiretas com valores 

acima dos limites de transfusão prolfilática de 20.000 e 10.000 plaq/mm3 que 

tiveram valores abaixo destes limites pelo método de referência (tabela 3.11 ). Os 

resultados obtidos pelos métodos indiretos em que pelo menos uma das 

determinações (dos resultados em triplicata), teve valores acima dos limites 

profiláticos, com base nos resultados de referência, comprovam o grande 

aumento do risco de superestimação de contagem quando apenas 10 campos 

microscópios são contados (tabela 3.12) 

Resumir o termo precisão e exatidão para contagens de plaquetas a pontos 

chave seria correlacioná-los a dois fatores básicos: Primeiro à sua base 
' 

estatística de contagem. Para se obter contagens precisas é necessário que uma 

quantidade suficiente de células seja contada, diminuindo assim o erro estatístico; 

segundo, à necessidade de identificar com certeza as plaquetas em uma amostra 

de sangue. Sob este aspecto, qualquer pessoa que tenha observado 

objetivamente a extensão de sangue corado, ou mesmo em câmara de contagem, 

de inúmeras amostras de pacientes trombocitopênicos deve reconhecer certa 

dificuldade de identificar corretamente as plaquetas entre os vários artefatos. 

Mesmo assim, nosso critério morfológico nos parece bem melhor que aqueles de 

muitos dos mais sofisticados contadores automáticos de plaquetas. Muitos 

aparelhos identificam as plaquetas (célula a célula ou partícula a partícula) 

baseados em apenas um critério. Entretanto, o número de critérios que usamos 

d ·namos uma extensão sanguínea corada (tamanho, formato, quan o examI 
• localização em relação às demais células sanguíneas, dentre granulas, cor, 
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outros) é muito mais variado. 

A análise do extensão de sangue pode nos dar segurança em discriminar 

coerentemente as plaquetas, entretanto peca pelo baixo número de células 

analisadas e pela sua disposição aleatória. A seleção de áreas da extensão 

sanguínea onde haja distribuição uniforme das plaquetas, se por um lado é 

essencial à maior reprodutibilidade deste procedimento, por outro, sacrifica a 

distribuição aleatória das plaquetas (Brecher et ai., 1953). Deste modo, seria 

sensato a utilização de método substancialmente mais impreciso para decisões 

terapêuticas tão delicadas? 

Enfim, mesmo com os baixos resultados de reprodutibilidade obtidos para 

os métodos indiretos, entendemos que, em algumas amostras analisadas por 

automação com resultados duvidosos, possam, numa primeira instância, ser 

avaliadas pelos métodos indiretos, como critério apenas de triagem para controle 

da automação. Desde que um elevado número de campos microscópios, em 

objetiva de imersão sejam contados e para níveis de plaquetas não tão baixos e 

que não impliquem em qualquer risco para o paciente. Alguns exemplos 

característicos seriam a presença de aglutinação de plaquetas ("clumps''), 

satelização, restos de fibrina, fragmentos de eritrócitos, plaquetas gigantes, 

debris, dentre outros, já que são de ordem prática favoráveis e mais facilmente 

identificáveis em extensões coradas. Além disso, muitos destes casos necessitam 

naturalmente de contagem diferencial de leucócitos, bem como da avaliação de 

outras alterações qualitativas das plaquetas. Vale lembrar que a presença de 

"clumps" é facilmente identificável à extensão corada (muitas vezes em poucos 

campos) e se deve a problemas não relacionados à automação, mas sim a uma 

coleta inadequada, crioaglutinação ou mesmo aglutinação EDTA dependente. 

Nestes casos o procedimento correto é, uma vez eliminada a hipótese de 

aglutinação a frio {repetindo a contagem após aquecimento da amostra em banho 

maria), fazer nova coleta em heparina ou citrato. Em acordância com Wintrobe 

( 197 4 ), achamos que os métodos indiretos devem ser usados apenas como 

critério grosseiro de avaliação das plaquetas, uma vez que são bastante 

imprecisos, não sendo recomendados efetivamente como dado fidedigno para 

conduta terapêutica. 
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Para os casos de I t ~ . 
P aque operncos bastante críticos

1 
cuja decisão 

terapêutica dependa do · 
numero exato de plaquetas, a contagem em câmara de 

Neubauer ( de preferência t · 1. . 
em np Icata) a partir de sangue total como amostra, e 

utilizando como diluente s 1 - d ~ . o uçao e oxalato de amorno a 1 %, apesar de muito 
trabalhosa continua sendo o d' · · · - · , prece 1mento mais prudente. A utIlIzaçao de melado 

em plasma, desde que padronizado para o erro relativo à retenção de plasma livre 

de plaquetas entre as hemácias, poderia ser uma alternativa. 

5.3. Métodos automáticos: 

Está bem caracterizada pela literatura o grande aumento na capacidade de 

precisão e exatidão dos contadores em relação às técnicas manuais, em 

amostras normais (Ross et ai., 1986; Hallawell et ai., 1991; Cornbleet et ai., 1992; 

Gulati et ai., 1992; Bentley et ai. 1 1993; Combleet et ai., 1993; Jones et ai., 1995; 

Llompart et ai., 1995; Gutiérres et ai., 1996). Isto se deve principalmente ao muito 

maior número de células contadas pelos aparelhos (Williams et ai., 1990). 

Entretanto! este fato pode levar a suposição de que esta "performance" superior 

possa ser extensiva para todos os limites de mensuração (Hanseler et al. 1 1996}. 

5.3.1. Exatidão dos contadores automáticos: 

Os resultados obtidos na 1 ª fase não demonstraram diferenças 

significativas entre os contadores ADVIA, H1 e T-890, em amostras de indivíduos 

normais, tomando por base os valores obtidos pelo método de referência de BrCr 

(ICSH 1984/1988). A pequena1 mas estatisticamente significativa, diferença média 

de 12.500 plaq/mm3 (teste "t" pareado com p < 0,05) do Coulter STKS em relação 

ao valor de referência
1 

deve ter ocorrido, provavelmente, como consequência da 

utilização de diferentes calibradores pelos aparelhos (Wertz et ai., 1976), o que 

pode ser corrigido pelo uso de método controle pós-calibração utilizando algumas 

amostras normais, atestando assim a necessidade deste procedimento técnico 

que, como referido por Mayer et ai. ( 1980) poderia ser a causa das grandes 

diferenças de resultados entre laboratórios. Por outro lado, mesmo sendo visto 
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como perfil de contagem deste aparelho, 12.500 plaq/mm3 são apenas cerca de 
4

,5% do valor médio de referência obtido para o grupo de indivíduos analisados 

nesta fase. E, para esses níveis de contagem, nos parecem, clinicamente, de 
pouco significado. 

Os resultados obtidos na 2ª fase, entre os valores alvo desejados e os 

valores obtidos, demonstra, de um modo geral, o grande poder de exatidão dos 

contadores automáticos em amostras normais ou plaquetopênicas sem qualquer 

interferente (sem alarmes morfológicos ou pedido de revisão pelos aparelhos). 

Entretanto, os valores médios obtidos pelo Coulter T-890 ( após as 36 

determinações repetidas por grupo de contagem) de 11 a 19,5% menores que os 

valores alvo desejados (pós-correção para erro de diluição} (tabela 2.4, figura 1 ), 

foram similares àqueles obtidos por Lawrence et ai. (1995), utilizando metodologia 

semelhante, para o contador E-8.000 da Sysmex, e nos parecem revelar um 

discreto menor poder de sensibilidade destes aparelhos. Estas similaridades de 

resultados talvez se devam ao fato de estes dois contadores se utilizarem apenas 

do princípio de impedância elétrica, em apenas um canal, para contagem de 

plaquetas. Para os demais contadores (ADVIA, H1 e STKS) não foi observada 

qualquer diferença significativa entre os valores alvo obtidos e os desejados nas 

amostras "plaquetopênicas de laboratório" (tabelas 2.1, 2.2 e 2.3). 

A grande maioria das tecnologias hoje utilizadas é baseada 

tradicionalmente em impedância elétrica, ou na dispersão dos raios de luz laser 

para obtenção do volume celular. Pelo fato de as inúmeras possibilidades clínicas 

que levam às trombocitopenias também poderem alterar o volume das plaquetas, 

das hemácias, ou proporcionarem o aparecimento de outros interferentes, há 

dúvidas de que aqueles critérios utilizados pelos contadores sejam 

suficientemente seguros para a determinação exata das plaquetas nestes 

pacientes. 

Nossos resultados demonstraram para os pacientes com níveis de 

plaquetas abaixo de 30.000/mm3
, que apenas o ADVIA (que se utiliza de sistema 

bidimensional de contagem: volumetria + índice de refração) teve correlação 

· ·t· t com O método de referência (r = O 947). Os demais contadores (que s1grn 1can e , 
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se utilizam de sistemas simples por volumetria) demonstraram valores pouco 

significativos em relação ao método de referência (tabela 3.4). 

Além disso, nosso estudo comparativo entre os diferentes princípios de 

contagem, também demonstrou, para níveis abaixo de 30.000 plaq/mm3, não 

haver correlação significativa entre o sistema bidimensional utilizado pelo ADVIA 

com os sistemas simples utilizados pelos demais aparelhos (STKS, H1 e T-890) 

tabela 3.5. Nossos resultados são compatíveis com aqueles obtidos por Kunicka 

et ai. ( 1998) que também encontrou significante maior correlação entre a 

contagem manual de referência e o sistema ADVIA que com os contadores H3, 

que se utiliza da mesma tecnologia H1 para contagem de plaquetas e o STKS, 

em amostras trombocitopênicas e nos casos de pacientes contendo partículas 

não-plaquetárias de tamanho equivalente ao das plaquetas. Ê oportuno lembrar 

que, para plaquetopênicos com menos de 50.000 plaq/mm3, Dickerhoff et ai. 

(1995) também não encontraram correlação significativa entre o H1 e o método 

de referência; entre o H1 e a citometria de fluxo com anticorpos monoclonais 

antiplaquetários {CMF); entre o E-5000 (principio simples de contagem por 

impedância) e o método de referência; entre o E-5.000 e a CMF. Seus dados 

comprovaram, para aqueles níveis de plaquetas, haver correlação significativa 

apenas entre a CMF e o método de referência. 

A análise comparativa entre os nossos resultados da 2ª fase e da 3ª fase 

demonstram sensível perda da capacidade de exatidão dos aparelhos STKS, H1 

e T-890, nos pacientes verdadeiramente plaquetopênicos, principalmente pelo 

T-890. 

Associada à menor sensibilidade demonstrada e baixa inclinação no estudo 

de linearidade (tabelas 2.4 e 2.6) na 2ª fase (2a), os resultados mais elevados do 

Coulter T-890 em relação ao método de referência nas amostras do grupo de 

plaquetopênicos críticos (tabela 3.11 ), sugerem que sejam decorrentes da 

inabilidade em distinguir partículas não-plaquetárias ou restos celulares, na 

contagem final de plaquetas. Dados de Ault, ( 1996) também demonstraram haver 

uma clara tendência de as contagens por impedância elétrica isolada (volumetria 

por pulso de corrente) serem mais elevadas em pacientes plaquetopênicos que 

possuam elevado número de partículas não-plaquetárias. 
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Apesar de não t d er emonstrado perda de exatidão nas amostras 
"plaquetopênicas" da 2ª f H .. ase, o 1 que se utiliza de análise volumétrica por 

dispersão de luz laser (contagem única por amostra) e o STKS que se utiliza de 

análise volumétrica por impedância, também demonstraram uma tendência em 

incluir partículas não-plaq t · · ue anas nas amostras severamente plaquetopênicas 

(tabela 3.11). Talvez pelo fato de o STKS utilizar contagem tripla por amostra 

através de 3 canais distintos de abertura para quantificação de plaquetas (o T-890 

se utiliza de contagem tripla por amostra, através apenas de um canal de 

abertura), tenha tido resultados menos comprometedores que aqueles obtidos 

pelo H1 e T-890. 

O aparelho possuidor de sistema bidimensional de contagem (ADVIA), não 

apresentou inacurácia significativa em nenhuma das amostras plaquetopênicas 

da 3ª fase (tabela 3.11). O STKS, mas principalmente o H1 e o T-890, em função 

de alguns de seus resultados discrepantes para o valor de referência (tabela 

3.11) demonstraram que seus sistemas de distinção de partículas foram menos 

eficientes que aqueles utilizados pelo ADVIA. 

Como os dados de Kunicka et ai., 1998; Ault, 1996; Dickerhoff et ai., 1995; 

nossos resultados sugerem que a contagem de plaquetas pela utilização da 

volumetria como único parâmetro de contagem, seja por impedância, seja por 

análise óptica da dispersão da luz laser, possui a significante tendência em 

superestimar as contagens de plaquetas em amostras contendo partículas não­

plaquetárias. Deste modo, não nos parecem seguras para pacientes críticos. 

Porém, é oportuno mencionar que também ficou comprovada a grande 

capacidade dos contadores em deflagrar alarmes nas amostras plaquetopênicas 

com risco de contagens erradas. Nenhum dos contadores deixou de acusar 

"flags" em amostras com erros significativos (tabela 3.13). Além disso, cerca de 

30%, em média, das amostras com "flags" (tabela 3.14) tiveram realmente 

resultados discrepantes, destacando assim ainda haver a necessidade do uso de 

métodos de referência para a liberação de resultados suspeitos de erro pela 

automação. Estes dados são concordantes àqueles obtidos por Cornbellet et ai. 

(1985). 
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Uma vez que os próprios fabricantes, sabendo das limitações técnicas dos 

seus aparelhos, elaboram programas de software que pedem revisão de 

contagem em casos duvidosos, a liberação destes resultados fica sob total 

responsabilidade dos responsáveis técnicos das instituições que se utilizam da 

automação. Amostras com resultados questionados pelos próprios aparelhos, e 

ainda assim são dispensados, podem causar sérios riscos para os pacientes, 

principalmente em se tratando de amostras plaquetopênicas. 

Nas amostras sem alarmes, mesmo no grupo de plaquetopênicos críticos, 

não houve diferença significativa em nenhum dos aparelhos, quando comparados 

ao método de referência. 

Aliado ao comprovado poder de reprodutibilidade dos contadores, nestas 

amostras críticas, principalmente quando sem alterações morfológicas (ausência 

de flags após triplicata), sugerem não haver necessidade de reavaliação da 

contagem de plaquetas nestas amostras sem interferentes. mesmo que sejam 

severamente plaquetopênicas. O uso dos resultados, nestas amostras sem 

alarmes, apenas por serem plaquetopênicas, obtidos por avaliações indiretas 

(sabidamente pouco precisas) agravada pela observação de poucos campos 

microscópicos ou por operador inexperiente, como ponto de referência para a 

tomada de decisões terapêuticas nos parecem bastante insensatas. Além disso, 

nossos resultados para o "mét. ind.1 ", demonstrou, para as amostras do grupo 

com menos de 30.000 plaq/mm3
, de modo concordante àqueles obtidos por 

Lawrence et ai. (1995), valores de contagens que foram significativamente 

maiores que aqueles obtidos pelo método de referência ou pelo ADVIA ( contador 

que obteve o melhor grau de correlação de resultados com o método de 

referência, e maior poder de distinguir elementos plaquetários de outros 

possíveis interferentes), com teste t pareado indicando p < 0,001 em ambas as 

comparações de resultados. 

Deste modo, com exceção do ADVIA, nos parece que nenhum dos demais 

aparelhos demonstrou plena capacidade de distinção entre as plaquetas e os 

restos celulares ou artefatos. Nossos resultados atestam a tão questionada 

capacidade dos contadores em distinguir as plaquetas com segurança (Dickerhoff 

et ai., 1995; Hanseler et ai., 1996). Eles comprovam que a utilização de princípios 
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simultâneos para dist1· ç- · 

n ao e contagem das plaquetas podem trazer maior 

segurança para a tomada de decisões terapêuticas em pacientes severamente 
plaquetopênicos. 

S.3.3. Contadores automáticos versus limites indicados para transfusão de 
plaquetas: 

A grande tendência em diminuir os limites de transfusão profilática (Ault, 

1996) para plaquetas, principalmente em função dos riscos de transmissão de 

doenças e do seu alto custo, impõe que a precisão e exatidão das contagens 

destes elementos sanguíneos sejam atualmente mais importantes hoje., que em 

dias anteriores. A capacidade em diminuir os níveis profiláticos de transfusão para 

10.000 ou 5.000 plaq/mm3
, sem perigo para o paciente, dependem 

dramaticamente da obtenção de valores exatos para esses níveis. Nossos 

resultados (tabelas 3.1 1 3.2, 3.3, 3.5 e 3.11 ). aliados a boa parte dos relatos da 

literatura, demonstram que a maioria dos aparelhos hoje utilizados nos 

laboratórios de hematologia clínica não são capazes de dar segurança para 

condutas terapêuticas mais ousadas. Esta segurança estaria restrita apenas 

àqueles aparelhos ultra-modernos em que mais de um princípio de contagem são 

utilizados ou à utilização da citometria de fluxo com anticorpos monoclonais 

(Dickerhoff et ai., 1995; Ault, 1996; Stanworth et ai., 1999). Deste modo, de 

acordo com o lnternational Commitee of Standardization in Haematology (1984; 

1988), seria conveniente que tais decisões clínicas fossem embasadas no método 

de referência que, embora requeira tempo, demonstra maior poder de exatidão 

por permitir clara distinção entre as plaquetas e as demais partículas. Além do 

que, nossos resultados não demonstraram diferenças significativas de precisão 

em relação aos contadores, nas amostras plaquetopênicas críticas (tabela 3.10). 

Portanto, nossos dados não indicam que os tradicionais princípios 

utilizados pela automação, isoladamente, possam prover segurança à conduta 

terapêutica em pacientes severamente trombocitopênicos. Para a maioria dos 

contadores, ainda há necessidade de contagens por método de referência para 

utilização de menores limites de transfusão profilática de plaquetas. 
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5.3.3. Precisão dos contadores automáticos: 

Todos os contadores demonstraram excelente capacidade de prec,sao, 

tanto em amostras normais e plaquetopênicas obtidas em laboratório após 

diluição (tabelas 2.1 a 2.8) quanto nas contagens de 50.000 até 800.000 

plaq/mm
3

, sem presença de alterações morfológicas ou alarmes (tabela 2.9). 

O discreto maior poder de precisão dos contadores Coulter em relação aos 

ADVIA e H1, obtido nas determinações laboratoriais da 2ª fase, provavelmente se 

devam ao fato de os aparelhos Coulter se utilizarem da média de 3 contagens 

para cada resultado liberado. Para as amostras em que hajam diferenças de 

contagens entre algum dos resultados, em pelo menos um dos canais, há 

deflagração de alarmes. Os resultados liberados pelo H1 e ADVIA são resultantes 

de apenas uma determinação. 

O fato de as nossas contagens automatizadas abaixo de 30.000 plaq/mm3 

terem demonstrado diminuição na reprodutibilidade em relação aos níveis 

maiores, se deve provavelmente ao baixo número de células contadas pelos 

aparelhos nas amostras com níveis críticos de plaquetas. Entretanto, estes 

valores ainda foram bastante satisfatórios. Os valores de coeficiente de variação 

por nós obtidos para as amostras com níveis abaixo de 30.000 plaq/mm3 (tabela 

3.10) foram semelhantes àqueles de Ault (1996) estudando o Cell-Dyn 4.000. 

Assim, apesar de ter havido uma discreta perda de precisão para as 

contagens nas amostras plaquetopênicas verdadeiras (3ª fase) em relação 

àquelas obtidas para as amostras plaquetopênicas obtidas em laboratório (2ª 

fase), a capacidade de precisão dos aparelhos, mesmo em indivíduos 

severamente plaquetopênicos, nos parecem ainda aceitáveis. Estes resultados 

também podem estar relacionados ao fato de os pacientes plaquetopênicos, em 

geral, possuirem outras alterações, sejam ou não na série plaquetária, e que de 

certa forma podem influenciar em discreta perda de precisão. 

os resultados obtidos pelo T -890 para as amostras do grupo com meno~ 

de 30.000 plaq/mm3 (3ª fase) demonstraram significativa maior capacidade dE 

precisão em relação a todos os demais (teste t pareado: p < 0,001 em relação a, 

ADVIA; p < o,007 em relação ao STKS e p < 0,001 em relação ao H1 ). Não houv1 
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variação s·g ·r f 1 

ni rca iva entre os demais aparelhos ( teste t pareado: p > 0, 1 entre 

ADVIA e STKS; P = 0,8 entre ADVIA e H1 e p > 0,3 entre STKS e H1 ). 

E
st

es dados reforçam a proposição de vários autores na literatura (Kunicka 

et ai., 
1
998) de que o grande problema dos aparelhos em plaquetopênicos não 

reside na imprecisão nem na inexatidão em função do simples fato de as 

contagens serem baixas, como foi demonstrado em nossa 2ª fase, mas que as 

amostras de indivíduos plaquetopênicos, de um modo geral, também possuem 

alterações morfológicas, sejam na série plaquetáría ou em outras séries 

sanguíneas ou apresentarem quaisquer outros interferentes como restos celulares 

e artefatos. Estes sim como grandes causadoras da inexatidão nos 
plaquetopênicos. 

Desta forma, a comprovação de resultados reprodutíveis não exclui a 

possibilidade de erro de contagem. Assim, a utilização isolada de um único 

princípio de contagem pelos contadores, apesar de não causar variações de 

contagens significantes (mesmo em amostras com alarmes), é incapaz de 

diferenciar com segurança as plaquetas dos demais interferentes. Isto pode levar 

ao sério problema de "reprodutibilidade do erro", o que pode ser perigoso para 

alguns casos clínicos, principalmente em limites críticos de plaquetas. 

Os resultados obtidos para as amostras que não tiveram alarmes em 

quaisquer das determinações em triplicata para as amostras do grupo com menos 

de 30.000 plaq/mm3
, tanto pelo T-890 como pelo H1 e STKS não demonstraram 

diferenças significativas em nenhuma das contagens. Assim, fica evidente a 

importância de seguir os critérios dos próprios fabricantes, de reavaliação de 

resultados de contagens com alarmes e pedido de revisão. Cabe a cada 

Instituição que utilize contadores automáticos a responsabilidade única e 

exclusiva em liberar O resultado de uma contagem suspeita. Deste modo, o 

operador que, mesmo repetindo uma contagem com alarme obtiver resultados 

aproximados, deve utilizar método de referência para descartar a possibilidade da 

referida "reprodutibilidade do erro"· 
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5.3.4. Os alarmes nos contadores automáticos: 

Nas amostras sem alarmes, mesmo no grupo de plaquetopênicos críticos 

não houve diferença significativa nas contagens por nenhum dos aparelhos, 

quando comparados ao método padrão (tabela 3.13). Assim. aliado ao grande 

poder de reprodutibilidade dos contadores em amostras de doadores normais 

diluídas, como comprovado pelos dados da nossa 2ª fase nossos resultados 
' 

sugerem não ser necessário a reavaliação por método alternativo menos preciso, 

das contagens nas amostras sem interferentes (alarmes), após confirmação em 

triplicata pelo próprio aparelho, mesmo sendo plaquetopênicas. 

Muitos dos contadores ainda em fabricação ou que, apesar de terem saido 

de linha ainda continuam sendo usados na prática laboratorial, usam o limite de 

tamanho como referência única para discriminar plaquetas de outras partículas 

(celulares ou não). Isto pode causar alguns problemas principalmente em 

amostras com plaquetas gigantes, eritrócitos bastante microcíticos ou 

fragmentados e debrís celulares. Entretanto, em nossa casuística, não foi 

detectada por nenhum dos aparelhos VCM (volume corpuscular médio dos 

eritrócitos) (anexo 12) ou curva histograma de hemácias que caracterizasse 

eritrócitos de pequeno tamanho, e que pudessem interferir nos limites de inclusão 

para plaquetas. Apenas duas de nossas amostras, incluidas em estudo à parte, 

por não serem plaquetopênicas, apresentaram fragmentos de eritrócitos. 

De modo contrário à presença de hemácias microcitícas, grande parte dos 

nossos casos apresentou suspeita da presença de debris celulares pelos 

contadores. Com exceção do ADVIA , os demais contadores deflagraram alarmes 

em grande parte das suas determinações, na maioria das vezes em função de 

interferentes não-plaquetários ( código 3 na nossa metodologia), para o nosso 

grupo de pacientes plaquetopênicos. 

Vale lembrar que, segundo o próprio fabricante, o ADVIA usa o sinal de 

asterisco (*) apenas para amostras cujo critério de identificação do aparelho tenha 

d ·ta de erro no resultado (ver descrição técnica do aparelho). Uma gera o suspe1 

t elho teve um número de pedidos de revisão de contagem bem vez que es e apar 
. . d · ale' m disso não ter tido resultados divergentes do método inferior aos ema1s e ' 
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de referência, fica clara que a associação de sistemas ou princípios de detecção 

de partículas, não só pelo tamanho, aumenta consideravelmente a segurança de 

resultados, e, por sua vez, diminue a necessidade de revisão de contagem em 

boa parte das amostras. 

Os resultados obtidos especificamente em relação ao aspecto morfológico 

de plaquetas gigantes também demonstrou que a utilização do índice de refração 

facilita a inclusão de plaquetas, mesmo maiores que seu diâmetro normal (até 20 

fentolitros) e possibilitam ser incorporadas à contagem. Deste modo, traduzem 

melhor o número de plaquetas em indivíduos que tenham, por exemplo, 

plaquetopenias por púrpura trombocitopênica idiopática (PTI), púrpura 

trombocitopênica trombótica (PTT) ou coagulação intrevascular disseminada 

(CIVD). Estes resultados são favoráveis àqueles obtidos por Stanworth et ai. 

(1999) que demonstrou significantes diferenças nas contagens de plaquetas 

comparados com os valores obtidos por princípio de impedância, quando as 

causas de trombocitopenia levaram, ao aumento do número de plaquetas 

gigantes no sangue periférico (também comprovadas pela extensão sanguínea 

corada). Entretanto, como em nossa casuística foram observadas a presença de 

plaquetas gigantes em poucos casos, um estudo mais aprofundado, com um 

número maior de amostras poderia ratificar estes dados. 

Provavelmente pelo fato de o contador H1 , além do volume, também 

determinar o conteúdo de hemoglobina para cada célula avaliada no canal 

hemácias/plaquetas, os resultados para estas amostras com plaquetas de volume 

no limite de inclusão de hemácias, tenham sido similares aos de referência e aos 

doADVIA. 

De modo semelhante, os dados obtidos para as amostras com presença de 

fragmentos de eritrócitos também demonstraram a maior capacidade do aparelho 

com análise bidimensional das plaquetas (o ADVIA) para excluir estes restos de 

hemácias das plaquetas. 
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5.4. Métodos automáticos versus manuais: 

Poucos autores tem enfatizado que a melhor performance dos contadores 

em relação aos métodos manuais seja válida somente para intervalos de 

mensuração limitados (Kjeldsberg et ai., 1993), bem como relatado os limites da 

contagem das células nos seus vários níveis de contagem (Mayer et ai., 1980; 
Ross et ai., 1980). 

Quando o número de plaquetas é baixo, é esperado que o coeficiente de 

variação aumente em função de um menor número de células contados e que o 

uso dos contadores celulares possa ser inapropriado {England et ai., 1984). Para 

as amostras com um grande número de células (trombocitoses), a acurácia dos 

aparelhos também não tem sido avaliada criticamente (Kjeldsberg et ai., 1993). 

É comum a prática do uso de técnicas manuais se o número de plaquetas 

é baixo. Contudo, a decisão do uso de métodos manuais ao invés dos 

automáticos é baseado principalmente em impressões subjetivas que em sólidas 

bases estatísticas (Hanseler et ai., 1996). Para Hackney et ai. (1986) há falta de 

estudos matemáticos mais rigorosos na avaliação dos aparelhos e, decisões 

clínicas importantes com consequências significantes podem ocorrer, como por 

exemplo em pacientes com baixo número de plaquetas recebendo quimioterapia. 

Segundo Hanseler et ai. (1996) "O significativo aumento da precisão dos 

modernos contadores automáticos pode levar a uma má interpretação de que a 

performance destes instrumentos é superior a contagem manual, acima de 

qualquer limite de intervalo mensurado", e que o tema da determinação dos 

limites analíticos em hematologia são discutidos em poucos artigos e não estão 

incluidos nos mais novos livros textos. Para o Autor, a explicação para isso seria 

em função ou de a comunidade científica não considerar isto como um problema 

de importância ou então de que não exista solução óbvia para o problema. 

Em geral, a decisão de uma contagem se manual ou por automação é 

usualmente baseada na experiência do responsável pelo setor de hematologia ou 

·d d do aparelho em deflagrar alarmes. Entretanto, muitas vezes esta na capac, a e 

· - · t da sem que o operador saiba exatamente a performance dos dec1sao e orna 

, a·,s e automáticos utilizados ou até mesmo, por falta de metodos manu 
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embasamento estatístico tenh . d . _ , . 
, a a equivoca a 1mpressao matemat,ca de que a 

obtenção de resultados aproximados exclui a possibilidade de erro de contagem, 

e que a ausência de alarme em uma amostra pode não caracterizar que aquela 

amostra seja isenta de alterações morfológicas. Vale lembrar que a escolha de 

método alternativo de contagem para contraprova, de qualidade inferior àquele 

utilizado inicialmente, pode trazer resultados ainda mais equivocados. 

Nossos resultados demonstraram que em algumas amostras não houve 

repetição do alarme nas três determinações (tabela 3.13 ). A ausência de 

resultados discrepantes nas amostras sem alarmes para os contadores T-890 e 

H1 em relação ao método de referência (tabela 3.13) somente pôde ser obtida 

em função de termos usado contagens em triplícata, ou seja, algumas amostras 

que não repetiram o "flag" nas três determinações tiveram resultados divergentes 

da determinação de referência. Desta forma é mais sensato que uma amostra 

com níveis bastante baixos de plaquetas mesmo que a primeira determinação 

pelo aparelho não tenha dado alarme, por se tratar de níveis críticos de 

contagem, seja passada em triplicata para evitar a possibilidade de que aquela 

amostra tenha erro sem ter acusado esta possibilidade, através do uflag", na 

primeira determinação do aparelho. 

Os dados da literatura tentando traduzir a relação plaquetas campo para 

plaquetas por milímetro cúbico são controversos (Miale et ai., 1972; Bell & Neely, 

1980; Abbey, 1978). Apesar de termos usado fator de conversão plaquetas 

campo para plaq/mm3 de 20.000, nossos resultados para o "mét. ind. 1" foram 

semelhantes àqueles obtidos por Lawence e colaboradores (1995), que também 

estudou pacientes severamente plaquetopênicos, e são mais compatíveis com 

f d - 0 de 18 000 que de 20 000 uma vez que estudo comparativo com ator e correça . · , 

0 "mét. ind. 2" (teste"t" + 2.750 com p , 0,001 para o grupo < 30.000 plaq/mrn
3

; 

+s.030 com p < o,001 para grupo < 100.000 plaq/mm
3 

e r > 0,980), e com o 

, f ~ · (teste"t" +2 500 com p = 0,008, para grupo < 30.000 e metodo de re erenc,a · 

O 002 Para grupo < 100 000 plaq/mm3
) apresentaram diferenças +3.730 com p = , · 

. . · 'fi at·ivas Além disso vale lembrar que aqueles estudos para estat1st1camente sigrn ic · ' 

determinação de fator de conversão, 

pacientes plaquetopênicos. 

não foram feitos em grupo especifico de 

BIBLIOTECA 
Faculdade de Ciências Farmacêutica~ 

Universidade de São Paulo 
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Nossos d d · , d' · , · , 

a os Ja 1scut1dos no top,co dos metadas manuais deixa bem 

clara a inferior capacidade de precisão das contagens indiretas, em relação às 

determinações em hemocitômetro bem como em relação àquelas por automação. 

Se tomarmos por base como menor limite de quantificação (limite para o 

qual é definida uma imprecisão máxima aceitável, que não pode ser ultrapassada) 

o valor de 15% para o coeficiente de variação (como limite máximo aceitável para 

contagem de plaquetas: Stockl et ai., 1995; Fraser et ai., 1990), a contagem de 

plaquetas por métodos indiretos se torna inapropriada à liberação de resultados 

para níveis de plaquetas tanto inferiores a 30.000/mm3, quanto para aqueles 

menores que 1 00.000/mm
3

. Nossos resultados são concordantes com as 

considerações de Wintrobe et ai. (1974). Dameshek (1932), sobre a limitação 

técnica dos métodos indiretos para liberação de resultados, servindo apenas 

como alternativa viável para verificação de alterações morfológicas plaquetárias 

como "clumps", presença de plaquetas gigantes, fragmentos de hemácias, restos 

de fibrina, etc , ou para uma estimativa apenas grosseira e de primeira instância 

da possibilidade de grandes discrepâncias para com a automação_ 

Em relação aos métodos em hemocitômetro, para os níveis críticos de 

plaquetas (abaixo de 30.000/mm3
) exceção feita ao Coulter T-890, não houve 

diferenças significativas de CV para com os aparelhos. Os resultados obtidos pelo 

T-890 apesar de reprodutíveis não demonstraram segurança de contagem nas 

amostras que apresentaram alarmes, quando determinadas em triplicata, 

demonstrando deste modo a perigosa característica de reprodutibilidade do erro. 

A virtual igualdade da precisão entre os contadores e os métodos em 

câmara para as amostras abaixo de 100.000 e de 30.000 plaq/mm
3

, aliada à 

grande quantidade de alarmes demonstrada pelos aparelhos ( exceção feita ao 

ADVIA) juntamente com a comprovação de que em cerca de 30% destas 

amostras houve real discrepância de resultados ( dados concordantes com os de 

b I t t 1 1985) fica evidente que mesmo nos dias atuais, a utilização do Com e e e a., , 

• A • d e faz necessária. Talvez, uma vez ultrapassadas as hemoc1tometro aIn a s . 

d Slo a utilização da citometria de fluxo com os anticorpos desvantagens e cu , . 
. · parada de vez como critério de controle de quahdade monoclonais possa ser Incor 

te, mesmo como método de referência para contagem de dos contadores, ou a 
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plaquetas. 

A pequena quantidade de alarmes e pedidos de revisão obtidas pelo 

ADVIA, principalmente em função de seu maior poder de discriminação entre as 

plaquetas e outras partículas celulares como debrís (apenas para amostras sob 

suspeitas de "clumps" houve pedido de revisão; em nenhuma amostra com 

presença de plaquetas gigantes, confirmadas em esfregaço, ou debrís, 

detectados pelos demais aparelhos, houve pedido de revisão pelo ADVIA) 

demonstra seu maior poder de distinção das plaquetas. 

Deste modo, havendo uma tendência por parte dos demais fabricantes à 

utilização de princípios associados para contagens de plaquetas, deverá haver 

uma diminuição na necessidade de utilização da câmara de contagem. Além 

disso, a possível utilização da citometria de fluxo com anticorpos monoclonais 

antiplaquetários marcados com fluorocromos como método de referência, ou pelo 

menos como norma de avaliação dos novos modelos de contadores, restringiria o 

uso do hemocitômetro àquelas instituições que ainda se utilizassem de métodos 

automatizados com limitações na contagem de plaquetas. A falta de concordância 

de resultados entre os contadores, de um modo geral, pode dificultar o 

estabelecimento e uniformização dos limites profiláticos de transfusão de 

plaquetas. 
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6- CONCLUSÃO 

A acurada contagem de plaquetas em níveis baixos ainda continua sendo um 
grande problema. 

A falta de concordância de resultados entre os contadores de um modo geral, 

pode dificultar o estabelecimento e uniformização dos limites profiláticos de 

transfusão de plaquetas. 

A utilização das mais novas gerações de aparelhos tende a facilitar a tomada 

de decisões para transfusões terapêuticas em pacientes sob uso de 
quimioterapia. 

Os contadores automáticos são capazes de produzir resultados acurados e 

reprodutíveis para baixas contagens de plaquetas, se os equipamentos forem 

devidamente calibrados e com uso de controle diário, para as amostras sem 

alarmes. 

A associação de sistema de luz laser ao índice de refração, utilizados pelo 

ADVIA, demonstrou maior capacidade de distinção entre plaquetas e 

partículas não plaquetárias. A utilização isolada de princípios de volumetria 

não nos parece segura para decisões profiláticas em amostras severamente 

plaquetopênicas e com alarmes. 

A tendência natural da utilização simultânea de mais de um princípio para 

caracterização das plaquetas pelos contadores mais modernos deve reduzir a 

necessidade de utilização do hemocitômetro, bem como limitar a avaliação em 

extensão sanguínea corada apenas para análise morfológica ou certificar a 

possibilidade de aglutinação de plaquetas. 

Os contadores automáticos, de um modo geral, não demonstrararm maior 

poder de precisão em relação aos métodos diretos em hemocitômetro, nas 

amostras plaquetopênicas. Ambos demonstraram resultados satisfatórios. 

A correção da presença de PLP entre as hemácias, a partir de condições 

definidas para obtenção do PRP, pode prover ao método Maspes a obtenção 

de resultados mais acurados, e sua utilização como alternativa de contagem. 
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A maior laboriosidade e menor praticidade do hemocitômetro, em relação aos 

métodos de estimativa indireta em extensão sanguínea, claramente mais 

imprecisos, não justificam a não utilização daqueles como controle mais 

reprodutível e seguro em amostras plaquetopênicas críticas, com suspeitas de 

erro pela automação. 

A estimativa de plaquetas em extensão sanguínea corada podem até auxiliar 

na triagem para detecção de erros nos contadores, entretanto, o seu uso para 

decisões clínicas de transfusão profilática de plaquetas é pouco prudente. 

O limite de 30.000 plaq/mm3 nos parece um valor de corte bastante razoável 

para descartar o uso de contagens indiretas. Amostras com valores abaixo 

destes limites devem ser avaliadas em triplicata pelos contadores. Para 

aquelas em que não houver alarmes em nenhuma das determinações, não há 

necessidade de contagens confirmatórias em hemocitômetro. Entretanto, para 

as amostras em que pelo menos um dos resultados pós-triplicata tiver alertado 

a possibilidade de erro (alarme) pelos contadores, o procedimento correto 

ainda é a contagem por método de referência em câmara. Não fazê-las por 

contagens indiretas. 
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ANEXOS: 

Anexo 1. Fotografia e e I d xemp o e modelo para emissão de resultados pelo 
ADVIA. 

ADVIA 120 Hematology 

Modelo de resultado emitido pelo ADVIA. 
Colocamos apenas a parte destinada às contagens 
globais, sem as curvas histogramas. Em destaque 
(setas) o valor de plaq x 1.000/µL sem sinal de 
asterisco (sem pedido de revisão),mesmo com a 
caracterização de plaquetas gigantes. 



Anexo 2. Princípio de contagem de plaquetas pelo ADVIA. 

CANAL 
ERIT/PLAQ 

Célula esférica 

d •M )J> 
Laser 

Altos ân2ulos 
i ( detector) erit/ plaquetas 

/~ 

•~ â:::;= ·· ·····----~ 
~~ V 

~~· Baixosângulos 

~~~ .:'.: (detector) 

~~ ~oi.) 

\~ ~ rit/ plaquetas 

No detector de baixos ângulos (2 a 3°) o sinal é amplificado 30 vezes e 
convertido em volume para hemácias e plaquetas, e a altos ângulos (5 a 
15º) o sinal é amplificado 30 vezes e convertido em saturação de 
hemoglobina para as hemácias (CHCM) e índice de refração para 

plaquetas. Estes dois sinais são usados para a análise de plaquetas. 
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Anexo 3. Fotografia . 1 d . e exemp o e modelo para emissão de resultados pelo 
STKS. 

Coulter STKS 
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. ·.·_.· ,' 

·,_ --·-: 

Modelo de resultado emitido pelo Coulter STKS. 
Colocamos apenas a parte destinada às 
determinações da série vermelha e plaquetária, sem 
as curvas histogramas. Em destaque (seta) o valor 
de plaq x 1.000/µL com pedido de revisão (RL). 



Anexo 4. Princípio Coulter de Contagem. 

"ELETRODO 
EXTERNO 

.- . 
l,' 

.·: -,. 

CORREN­
TE ELETRODO 

INl'ERNO 

DETALHE DA 
CÉLULAS ABERTURA 
SANGUÍNEAS 
EM 
SUSPENSÃO 

·. ABERTURA TUBO DE 
ABERTURA 

Princípio de impedância elétrica. Os elementos sanguíneos 
em suspensão passam por uma pequena abertura, entre dois 
eletrodos, geram um impedimento momentâneo na passagem 
de corrente (impedância), de magnitude proporcional ao 
tamanho da partícula. Elementos sanguíneos de 2 a 20 
fentolitros (fl) são consignados como plaquetas. 

Anexo 5. Sistema Sweep flow utilizado pelos contadores Coulter. 
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Anexo 6. Fotografia e exe I d mp o e modelo para emissão de resultados pelo 
H1. 

Technicon H1 System 

Modelo de resultado emitido pelo H1. Colocamos 
apenas a parte destinada às contagens globais, sem 
a curva histograma para plaquetas. Em destaque 
(seta) o valor de plaq x 1.000/µL com sinal de 
asterisco (pedido de revisão). 

BIBLIO TE CA 
Faculdade de Ciências Farmacêutica. 



Anexo 7 p · · · · nncipio de contagem de plaquetas pelo H1. 

8 11 

CANAL 
ERIT/PLAQ 

Célula esférica 

Si 

Laser 

Altos âneulos [HbJ eritrócitos 

ii ~ 
fllh~ ~ 
~~ 

.. - ---d' "™"~--- . 
~~~ Baixosângulos 

~~ ......_ (detector) 

~ ~ (Vol.) 

\~ ~ erit/plaquetas 

No detector de baixos ângulos (2 a 3°) há determinação do volume de 
hemácias e plaquetas. No detector a altos ângulos (5 a 15º) há 
determinação apenas da saturação de hemoglobina para as hemácias 

(CHCM)_ Asd plaquetas são apenas analisadas volumetricamente. 

101 



102 

Anexo 8. Fotografia e exemplo de modelo para emissão de resultados pelo 
T-890. 

~,,._ : .. ·1 
:, ... 
;,.~- ·-.s·. 9 
~ -·; .. 

k 1· 6 4 ~)-_ ·.. . 

.. _" 

,:·,: . . 1. · 6 

·.,. r . ·' ·· 

* 

Cou lter T-890 

( .'l~· ·-~,.;5 
'"" N...-,.1io 

',;:;u-~ 1r1~, 
IL f . SOz~ 

Modelo de resultado emitido 
pelo Coulter T -890. Em 
destaque (seta) a caracterização 
de contagem duvidosa e pedido 
de rev1sao para contagem de 
plaquetas (RM) . 
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Anexo 9. Fotografias da câmara de Neubauer (Hernocitõmetro). 

Visão frontal da câmara, com lamínula. 

Visão de perfil da câmara. 
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Anexo 10. Ilustração esquemática da câmara de Neubauer (hemocitômetro). 
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Anexot 11 · Visualização das hemácias e plaquetas para contagem Indireta 
em ex ensão de sangue corada. 

L~cal ~p~opriado . para estimativa de plaquetas por campo 
m1croscop1co. Os entrócitos estio bem dispersos, alguns apenas se 
tocando, porém sem sobreposição. Notem a ausência de plaquetas 
neste campo microscópio. Aumento de 1.000 vezes (em imersão). 
Amostra severamente plaquetopênica da nossa casuística. 

Local não indicado para estimativa de plaquetas por campo. Nollm que 
ainda há sobreposição de eritrócltos. Destaque para a presença de 
plaqueta gigante (seta). Aumento de 1.000 vezes (em lrnerslo). Amostra 
cujos resultados estio apresentados no modelo impresso pelo AWIA 
(ver anexo 7.1 ), onde foi caracterizada a presença de plaqueta glpn1IN. 
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Anexo 12. Dados da série vermelha, contagem de leucócitos e referências 

clínicas, das 70 amostras plaquetopênicas utilizadas na nossa casuística (3ª 

fase). 

Série vennelha Global leucócitos Refer6nclas Clinicas 

E Hb VCM lmm3 

(milhões/ mm31 9 t dl fentolitros 
Amostras 

1 3.150.000 9,3 86,5 0080 Sob tratamento Ot 

2 3.250.000 8,3 81,0 53.350 Leucemia aguda 

3 2.950.000 8,8 90,6 183.000 Leucemia mielóide aõnica 

4 2.740.000 10,2 92,9 2.700 Sob tratamento Qt 

5 4.700.000 13,6 87,1 13.800 Dados não referidos 

6 3.940.000 12,2 91,5 13.700 Leucemia aguda 

7 3.570.000 10,5 87,6 9.700 Dados não referidos 

8 3.700.000 9,2 78,0 0080 So tratamento Ot 

9 3.860.000 10,8 85,6 25.900 Infecção 

10 4,880.000 15,2 94,5 7.700 Dados não referidos 

11 3.000.000 9,0 92,4 2.000 Sob tratamento Qt 

12 3.650.000 11,8 93,3 3.000 Pancitopenia 

13 3.100.000 8,7 82,1 7.700 Dados não referidos 

14 2.500.000 8,4 90,2 2.000 Leucemia aguda sob Qt 

15 4.520.000 12,8 89,8 43.000 UTI (infecção) 

16 3.830.000 12,0 99,2 4.200 Slndrome Mielodisplásica 

17 4.690.000 13,1 85,2 7.000 Dados não referidos 

18 2.810.000 9,1 98,2 0100 Sob tratamento Qt 

19 2.670.000 8,2 92,8 0560 Sob tratamento Qt 

20 2.600.000 8,0 94,3 2.200 Sob tratamento Qt 

21 2.950.000 9,1 88,6 0980 Sob tratamento Qt 

22 2.690.000 8,6 97,5 0070 Sob tratamento Qt 

23 3.200.000 9,4 89,0 1.800 Osteosarcoma 

24 4.280.000 12,2 86,3 5.800 Infecção 

25 3.670.000 12,6 102,0 4.000 Infecção 

26 3.200.000 9,1 88,5 5.200 Osteosarcoma 

27 2.350.000 6,8 88,0 3.500 Dados não referidos 

28 3.400.000 10,1 86,7 0500 Meduloblastoma 

29 2.680.000 8,0 84,3 0500 Sob tratamento Ot 

30 2.340.000 6,5 87,9 0180 Sob tratamento Qt 

31 2.470.000 7,3 97,0 0900 Leucemia aguda sob Qt 

32 2.580.000 7,9 88.4 0200 Neuroblastoma 

33 2.240.000 6,2 93,5 12.900 Sob tratamento Qt 

34 2.750.000 8,0 88,0 0300 Sob tratamento Qt 

35 2.470.000 7,0 89,6 0430 Sob tratamento Qt 

36 3.300.000 9,0 88,1 4.000 Pancitopenia 

37 5.300.000 15,5 89,0 21.500 Neuroblastoma 

3.540.000 9,9 90,3 4.200 Tumor SNC 
38 

2.800.000 8,4 85,0 0130 Sob tratamento Qt 
39 
40 3.500.000 9,6 82,0 16.200 Leucemia aguda 

3.870.000 11, 1 84,3 2.000 Sob tratamento Qt 
41 
42 3.170.000 9,8 92,4 7.800 Leucemia aguda 
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43 2.700.000 8,8 93,5 3.400 Dados não referidos 44 2.220.000 8,3 106,4 0600 Sob tratamento Ot 45 4.400.000 10,0 72,1 5.400 Dados não referidos 46 1.940.000 5,9 95,9 9.000 Leucemia aguda 47 2.100.000 9,9 82,0 6.500 Dados não referidos 48 3.300.000 8,7 82,0 5.400 Leucemia aguda 49 3.500.000 10,0 84,0 1.600 Sob tratamento Qt 50 2.700.000 13,8 100,8 54.510 Leucemia mielôide crônica 51 3.000.000 10,8 109,6 0500 Sob tratamento Ot 52 2.700.000 7,3 79,0 1.300 Leucemia aguda sob Qt 53 2.550.000 7,1 83,0 6.200 Dados não referidos 54 3.470.000 10,9 97,1 6.200 Dados não referidos 55 2.280.000 7,3 92,6 8.700 Dados não referidos 
56 4.000.000 11,8 85,2 9.600 Leucemia aguda 
57 3.000.000 8,7 84,0 2.600 Sob tratamento OI 
58 2.280.000 7,3 92,6 8.700 Dados não referidos 
59 3.300.000 9,3 87,7 9.900 Dados não referidos 
60 1.930.000 5,4 84,0 4.800 Dados não referidos 
61 2.920.000 8,1 80,3 1.400 Leucemia aguda sob Qt 
62 3.120.000 9,1 85,3 13.200 Leucemia aguda 
63 3.220.000 9,9 88,5 0220 Sob tratamento Qt 
64 2.690.000 7,8 83,0 0180 Sob tratamento Qt 
65 3.460.000 9,6 81 ,1 5.000 Leucemia aguda 
66 2.700.000 9,5 110,6 3.200 Sob tratamento Qt 
67 3.000.000 7,9 78,6 8.300 Bicitopenia 
68 4.000.000 12,4 87,0 4.200 Leucemia aguda 
69 3.520.000 10,0 84,9 3.380 Sob tratamento Qt 
70 2.340.000 7,7 96,4 0130 Sob tratamento Qt 

E (contagem de eritrócitos); Hb (hemoglobina); VCM (volume corpuscular médio); 
Qt (quimioterapia). 
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Anexo 13. 

Tabela 3.15 - Estudo comparativo entre os resultados obtidos pelo método de Maspes e 
p~lo_ método de referência (Brecher•Cronkite), nas amostras dos pacientes com 
mve1s abaixo de 30.000 plaq/mm3 {n=43). 

Amostras Hematócrito (%) Vol. Pré-
Centrif .(mi) 

*1 27,5 1,0 
*2 26,0 1,0 
*6 37,0 1,0 

*14 26,0 1,0 
*15 39,0 1,0 
*17 41 ,0 1,3 
*1 9 27,0 1,0 
*20 25,0 1,0 
*21 27,0 1,0 
*22 28,0 1,0 
*23 28,0 1,0 

**26 26,0 1,0 
**27 20,0 1,0 
**28 29,5 1,0 
**29 22,0 1,0 
**30 20,0 1,0 
**31 31 ,0 0,8 
**32 22,0 0,8 
**33 19,0 1,2 
**35 21 ,5 0,8 
**36 28,0 0,8 
**37 47,0 1,0 
**38 31,5 0,8 
**39 23,5 0,8 
**40 28,0 1,0 
**46 19,0 1,0 
**47 17,0 1,0 
**48 27,0 1,0 
**50 27,0 1,7 
**51 32,0 1,3 
**52 21 ,0 1,0 
**53 21,0 1,0 
**55 25,0 1,0 
**56 33,0 1,0 
**58 31 ,5 1,0 
**60 19,0 1,0 
••51 24,0 1,0 
**62 29,0 1,7 
**64 22,5 1,0 
**67 24,5 1.0 

**68 22,0 1,0 
**69 29 ,O 1,3 
**70 23,0 1.0 

Média 29,0 1.•º3 

MASPES.JAMRA 
Plaq/mm3 

8900 
6866 

20600 
19733 
10000 
14410 
25000 

3300 
18633 
2600 
7333 
6333 

28533 
10633 
27866 
20533 
13833 
24866 

2700 
27466 
27800 
41000 

9600 
6366 

26866 
21266 
12466 
21700 
24300 
11033 
27466 
21833 
10500 
22400 

4566 
7266 

23800 
23600 
11633 
12533 
8033 

15100 
20633 
16556 

BRECHER-CRONKJTE 
Plaq/mm3 

25833 
26083 
26166 
38333 
22666 
22333 
44083 
7916 

39083 
3800 
8333 
6000 

30500 
17166 
20616 
17250 
10383 
22250 

2750 
28583 
25000 
26683 
9500 
8250 

13500 
17583 
16166 
16416 
22500 

5166 
32166 
14666 
19500 
23416 

5250 
6416 

30250 
9333 
8666 
5750 
7250 
9333 

22666 
18036 
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Tabela 3.16 - Estudo comparativo dos resultados obtidos por centrifugação a 1000rpm por 
3 min versus centrifugação 1000rpm por 1 mln, nas amostras 24 a 38 da 3• fase. 

Amostra Hematócrito (%) Volume Inicial (mi) 

24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 

37,0 
37,0 
26,0 
20,0 
29,5 
22,0 
20,0 
21,0 
22,0 
19,0 
24,0 
21,5 
28,0 
47,0 
31,5 

1,0 
1,0 
1,0 
1,0 
1,0 
1,0 
1,0 
0,8 
0,8 
1,2 
0,8 
0,8 
0,8 
1,0 
0,8 

1000 rpm por 1 min 
(plaq/mm3

) 

113.900 
132.933 

6.333 
28.533 
10.633 
27.866 
20,533 
13.833 
24.866 

2.700 
29.600 
27.466 
27.800 
41.000 

9.600 

1000 rpm por 3 min 
(plaq/mm3

) 

96.667 
102.100 

3.400 
10.533 
4.267 

13.933 
9.900 
8.700 

12.400 
1.900 

10.800 
11.700 
12.233 
20.833 

3.933 
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