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RESUMO

E consenso que o advento da automag8o trouxe grande avango na
precisdo e exatiddo nas contagens de plaquetas em amostras normais.
Entretanto, a correta contagem em amostras trombocitopé&nicas ainda é bastante
controversa. A grande tendéncia em diminuir os limites de corte para se indicar
transfus@o de plaquetas, principaimente em fungdo dos riscos de transmissao de
doengas e do seu alto custo, impde que a precisdo e exatiddo das contagens
destes elementos sanguineos tenham se tornado cada vez mais importantes.
Desta forma, nosso trabaltho procurou avaliar a exatiddo e precisdo de quatro
contadores automaticos, o ADVIA (Bayer), o STKS (Coulter), o H1 (Technicon) e
o T-890 (Coulter), dois métodos manuais diretos em camara de contagem
(Maspes-Jamra e Brecher-Cronkite- método de referéncia) e dois métodos
indiretos. Em um destes foi utilizado o fator 20.000 para conversdo de plaqueta
por campo para plaqueta por mm® (“Mét. indireto 1") e o outro que obtém o
numero de plaquetas por mm?® através da relagdo de equivaléncia entre o nimero
de plaquetas por campo/eritrocitos por campo e o numero de plaquetas por mm®/
eritrécitos por mm?> (“Mét. indireto 2*). Esta avaliagao foi feita tanto em amostras
normais quanto em amostras plaquetopénicas, tendo como parametro de
referéncia os resultados obtidos pelo método preconizado pelo International
Commitee of Standardization in Haematology (ICSH 1984/1988). Nossos
resultados demonstraram nio haver diferengas significativas entre os aparelhos e
o método de referéncia para amostras normais. Entretanto, 0 método de Maspes-
Jamra apresentou resultados significativamente mais elevados em relagdo ao
método ICSH com diferenga de +145.400 plag/mm?® (p < 0,001), provavelmente
em fungdo da retengdo de plasma livre de plaguetas entre as hemacias. Os

aparelhos automaticos apresentaram excelente precisdo e exatiddo dos aparelhos
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nas amostras plaquetopénicas obtidas em laboratorio a partir de diluigdes das
proprias amostras normais. De modo distinto, nos pacientes plaquetopénicos,
apenas o ADVIA que utiliza dois principios de contagem (volumetria por disperséo
da luz laser e indice de refragéo), demonstrou boa corretagéo (r) = 0,947 em
relagdo ao método ICSH nas amostras com menos de 30.000 plag/mm3. Os
demais apareihos, que se utilizam apenas da volumetria como principio de
contagem, ndo apresentaram resultados satisfatérios. Entretanto, a analise de
alarmes demonstrou, em todos os aparelhos, grande capacidade de acusar
resultados passiveis 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, © “‘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 niveis baixos continua sendo um grande
problema. A falta de concordancia de resultados entre os contadores, de um
modo geral, pode dificultar o estabelecimento e uniformizagdo dos limites de
contagem de plaquetas para a indicagdo de transfusdo. O uso do método de
referéncia ICSH para amostras severamente plaguetopénicas sujeitas a erros
pelos contadores, apesar de menos pratica que as estimativas indiretas, aindaé o
procedimento mais prudente. A utilizagdo das mais novas geragdes de aparelhos
tende a tornar mais segura a tomada de decisdes para transfusées terapéuticas

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
number 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 plateiets/ field erythrocytes proportion to the platelets per
microliters/erythrocytes per microliters (indirect method 2). This evaluation was
performed both in normal samples as in severe thrombocytopenic ones, having as
the reference parameter the results obtained by the method of the International
Committee of Standardization in Haematotogy (ICSH 1984/1988). The resuits 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 /uL (p< 0,001) compared to the ICSH
reference method. This is probably due to the free platelet plasma retention
among the erythrocytes. It was also shown the excellent accuracy and precision of

the counters concerning the target thrombocytopenic samples reached in



1X

laboratory using diluting normal samples. Unlike 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/uL (r = 0,947). The other counters which uses
only volumetric measuring as basis 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. The results for the two
indirect methods (CV = 26,02% with p< 0,001) have shown to be the less precise
ones when compared to all the other methods, both automatic and counting
chamber methods in thrombocytopenic samples. Therefore, we can infer that the
precise counting of platelets in jow 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 stiill is the most prudent way of verifying the possibility of automation
spurious caunting 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 turn safer the therapeutic

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

As plaquetas sao elementos sanguineos provindos dos megacaridcitos na

medula o6ssea, cuja fungdo esta intimamente relacionada ao processo
hemostatico.

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

adesividade, sua participagdo na trombose e seu papel na coagulagdo do sangue.

Sao estruturas heterogéneas em relagdo ao tamanho, densidade e
caracteristicas de coloragdo. Sua morfologia varia bastante dependendo do
metodo empregado para analise, do anticoagulante e da temperatura (Maupin,
1969). Nos liquidos diluentes, “in vitro”, as plaquetas s&o corpusculos incolores,
moderadamente refringentes, discbéides ou elipticos. Em esfregago de sangue
corado pelos derivados do Romanovsky, aparentam forma arredondada ou mais

alongada, com granulos azurofilicos no citoplasma azul-claro.

Seu volume, para individuos sadios, varia entre 4 a 8 fentolitros (Bull et al.,
1965; Frojmovic et al., 1982). Em alguns distarbios caracterizados por acelerada
destruigdo plaquetaria (por ex. trombocitopenia auto-imune), trombocitopenias
associadas a disfungéo plaquetdria, pos-esplenectomias, mielofibrose, policitemia
vera, etc., pode haver aumento no seu didmetro (Bithell, 1988). Por outro lado,
plaquetas anormalimente pequenas podem estar associadas por exemplo a
anemias aplasticas e hiperesplenismo (Frojmovic et al., 1982).

Assim como para os leuctcitos e eritrécitos, a acurada contagem do
nimero de plaguetas é de fundamenta! importancia na pratica médica. E a partir
destas determinagdes gque decorrem grande parte do diagndstico e conduta
terapéutica apropriada.

Além do seu uso como um dos parametros mais importantes na avaliagdo
clinica, para evitar risco de sangramento em pacientes pré-cirirgicos ou pacientes
em unidades de terapia intensiva, como monitorizador durante as transfusdes
macicas de sangue, no diagnéstico diferencial e conduta terapéutica de alguns

estados trombocitopénicos, como nas purpuras trombocitopénicas idiopaticas
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(PTIH) (George et al, 1996), na purpura trombocitopénico trombética (PTT)
(Sarode et al, 1997) e em outras coagulopatias de consumo como por
coagulagéo intravascular disseminada (CIVD) ou trombocitopenias induzidas por
drogas como a heparina (Chong et al., 1993; Nand et al., 1997; Warketin, 1997), a
determinagéo do real nimero de plaquetas no sangue periférico se torna crucial
no controle de quimioterapias e de transfusées em pacientes onco-hematoldgicos
(Gmur et al., 1991; Dickerhoff et al., 1995; Lawrence et al., 1995: Hanseler et al.,
1996; Rebulla et al., 1997; Finazi, 1998; Navarro et al., 1998).

1.1. Relevancia clinica das contagens de plaquetas:

A importancia clinica da exatiddo e da precis@o das contagens de
plaguetas se torna tanto mais critica quanto maior for o grau de plaguetopenia.
Ela é essencial quando as contagens atingem valores abaixo de 50.000 /mm3,
onde o sangramento pds-traumatismos ou cirurgias pode ocorrer. Nas contagens
inferiores a 20.000/ mm3, por estarem associadas a sérias tendéncias a
sangramento espontaneo e principalmente quando valores estao abaixo de 5.000/
mm?, pode ocorrer sangramentos fatais no cérebro e no trato gastrointestinal
(Cornbleet et al.,1985).

Apesar de ser uma pratica comum em pacientes com leucemias agudas e
trombocitopenias severas consequentes a terapia mielosupressora, ©
estabelecimento de um limite para transfusdo profildtica de plaquetas ainda
continua bastante controverso (Finazzi, 1998).

Baseados nos estudos de Gaydos et al. (1962), boa parte das instituigoes
tradicionalmente indica transfusdo de plaquetas gquando as contagens se situam
em torno de 20.000/mm? (Finazzi, 1998). Outros entretanto, questionam este valor
e , na maioria dos casos, a preconizam quando os niveis de plaquetas atingem
valores em torno de 10.000/mm>. (Slichter et al., 1978; Solomon et al., 1978;
Gmur et al., 1991; Lawrence et al., 1995; Gil-Fernandes et al., 1996; Beutier et al.,
1997; Kruskall et al., 1997; Barbui et al., 1998). Os valores de 20.000 plag/mm®
estariam restritos apenas a pacientes com outras intercorréncias clinicas

simultadneas. Em 1991, Gmur et al., apesar de terem utilizado como parametro
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para a administragdo rotineira de plaquetas o valor de 5.000 ptag/mm?®, para
pacientes sem manifestagdes hemorragicas, reconhecem que este limite de
contagem pode variar de paciente para paciente, aumentando ainda mais a
importancia da correta contagem de plaquetas. Dados de Navarro et al. (1998),
sugerem que o limite profilatico pode ser estabelecido seguramente em

10.000/mm? durante a fase de indugdo e consolidagdo do tratamento de pacientes
adultos com leucemia mieldide aguda de novo.

Com base nos mais recentes estudos publicados, a “American Society of
Hematology" (Sherrill et al., 1996), se refere as contagens de plaquetas maiores
que 10.000/mm® como de muito pequeno risco de sangramentos. Entretanto, com
niveis menores que 10.000/mm° afirma ndo existirem dados suficientes para
estabelecer em que intensidade os riscos de sangramentos aumentam a medida
que os niveis de plaquetas se situem abaixo de 10.000/mm°® ou guando isto
ocorre com niveis menores que 5.000/mm?®. Apesar de haver uma tendéncia cada

vez maior de 0s novos protocolos utilizarem limites profilaticos cada vez menores
para indicagio de transfuséo.

Segundo Lawrence et al. (1995), o uso generalizado do limite de 20.000
plag/mm® pode refletir a falta de confianga na exatiddo das contagens em

amostras plaquetopénicas.

QO desenvolvimento de métodos para avaliar a fungao plaquetaria, requer
exata e precisa contagem de plaquetas como requisito fundamental. A seguranga
na quantificagio da bolsa de plaquetas preparadas para transfus@o sanguinea
também requer acurados procedimentos de contagem para viabiliza-la (Wertz et
al., 1977).

A grande maioria dos principais sistemas de “escore” para tempo de
sobrevida de pacientes com mielodisplasias tem na determinagé@o de plaquetas
por mm> de sangue um de seus importantes fatores de prognostico (Mufti et al.,
1985; Varela et al.,1985; Aul et al., 1988; Sanz et al., 1989; Goasguen et al., 1990;
Aul et al., 1992; Velioso, 1992; Morel et al., 1993; Passmore et al., 1995). Alguns
dos quais (Varela et al., 1985; Sanz et al., 1989) atribuem sistema de pontuagio
distinto em fungo do grau de plaquetopenia.
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A determinagao segura de plaquetas também & importante no controle de
terapia para diminuigdo do nimero de plaquetas circulantes em pacientes com
altas contagens destas células, como por exempio no tratamento da fase cronica

de pacientes com leucemia mieldide cronica (LMC) (Kunicka et al., 1998).

De um modo geral, a trombocitopenia & um achado comum em doentes
graves. De 25 a 40% dos pacientes que requerem cuidados em unidades de
terapia intensiva (UTI) possuem contagem de plaguetas abaixo de 100.000/mm?,
e 2 a 3% apresentam valores abaixo de 20.000 piaqlmms. Casos de
trombocitopénicos mais criticos estdo associados a estados graves ou aqueles de
longa durag&o nas UTI (Baughman et al., 1993; Bonfiglio et al., 1995; Chakraverty
et al., 1996). Segundo Chambernand et al.(1985), de 20 a 40% das criangas
admitidas em UT! possuem trombocitopenia; aproximadamente 30% dos recém-
nascidos com trombocitopenia severa abaixo de 50.000 plag/mm?®, relacionadas a
infecctes bacterianas, coagulagao intravascular disseminada e plaquetopenias
imuno-moduladas, sob o risco de hemorragia intracranial, recebem transfuséo
plaquetaria. Transfusdes profildticas sdo dadas usuaimente para criangas com
menos de 20.000 plaqlmms. A duragdo da trombocitopenia, bem como a
avaliagdo dos niveis de plaquetas de pacientes em UTI, podem definir a eticlogia
da doenga (Alving et al., 1996).

Segundo a “American Society of Hematology”, estados como de
coagulagio intravascular disseminada, purpura trombocitopénico trombotica ou
trombocitopenia induzida por heparina (TIH), que estdo sujeitos a rapidas e
perigosas deplegdes 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 10.000/mm>,

Ha varias publicagdes abordando os limites hemostaticos minimos de
plaquetas em fungdo de condigdes clinicas distintas. Embora ndo haja uma
uniformidade entre os diversos “guidelines”, de um modo geral, a manutencéo dos
niveis de plaquetas, para pacientes recebendo transfusbes maci¢as, em valores
acima de 50.000 plag/mm? demonstra significativa diminuigdo de sangramento
microvascular (Counts et al., 1979). Em situages nao urgentes requerendo
procedimentos invasivos, a contagem de plaquetas entre 30.000 e 50.00/mm3
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pode prover ao paciente condigdes hemostaticas seguras. Esta conduta é
comumente utilizada em pacientes com coagulopatias de consumo com pegueno

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

Além da histéria clinica do paciente a fim de excluir outras causas de
trombocitopenias, a contagem de plaquetas & primordial para diagnostico,
tratamento e monitorizagdo terapé&utica em pacientes com purpura
trombaocitopénico idiopatica (PTI), sejam criangas, adultos ou mulheres gravidas
(George et al., 1996). Os limites de corte para mudanga de procedimentos

terapéuticos séo bastante proximos e a niveis muito baixo de plaquetas (George
et al,, 1996).

A auséncia de transfusdo, quando ela & necessdaria, € prejudicial ao
paciente, por aumento do risco de sangramentos. Isto pode ocorrer em casos de
superestimacdo de resultados. Por outro lado, transfustes desnecessarias
acarretam elevagéo do custo para o paciente e a instituigdo (Ault, 1996). Além
disso, podem aumentar o risco de transmissdo de doengas virais, bacterianas
{Goldman et al., 1991; Blajchman et al., 1992) ou por protozodrios (Grant et al,,
1989; Dodd, 1990; Schmunis, 1991), imunossupressao, reagéo enxerto versus
hospedeiro, além da prevengéo do desenvolvimento de aloimunizagéo plaquetaria
(Consensus conference, 1987; Ault, 1996). Atualmente, varias estratégias visando
reduzir a necessidade de plaquetas t&dm sido estudadas no sentido de diminuir os
riscos de aloimunizago e transmissao de doengas associadas com transfuséo de
hemoderivados. Dentre elas, a diminui¢do do limite de transfusao profilatica de
20.000 para 10.000 ptag/mm? (Sherrill et al., 1996).

Deste modo, é pertinente uma analise critica das técnicas e métodos
automatizados e manuais utilizados na determinagdo de plaquetas, em
comparagdo com método de referéncia, com vistas a sua utilizagéo, substituicao,
padronizagio ou adequagdo as exigéncias de seguranga clinica, eficacia e
relagdo custo/beneficio, e ao atual estagio de desenvolvimento cientifico e

tecnoldgico do nosso pais.



1.2. Evolugdo histérica na contagem de plaquetas:

No processo evolutivo das determinagdes das células sanguineas, dois

procedimentos analiticos 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
metodos diretos, sdo baseados na determinagéo do nimero absoluto de células
por volume, sem a dependéncia de correlagdo com qualquer outro fator ou
metodo. Neste grupo se encontram as determinagfes manuais de plaquetas em
hemocitdmetro (cAmara de Neubauer) e as contagens automatizadas. De modo
distinto, os métodos indiretos necessitam de outras determinagdes para obter o
valor de células por volume. As estimativas de plaquetas em extens@o sanguinea
corada, seja por correlagdo com o valor absoluto de hemacias, seja pelo uso de

fator de conversdo de plaqueta por campo para plaqueta por mm?>, sdo exemplos
tipicos.

No que se refere particularmente a contagem de plaquetas, deve-se
reportar inicialmente os métodos indiretos de contagem. introduzidos por Rabl em
1896, sofreram algumas modificagdes por Gottlieb em 1908, por Fénio 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 extensdes
coradas obtidas de sangue capilar. Para isso, era feita uma proporgédo entre o
numero de eritrocitos e de plaquetas por campo microscopico. Ao final da
contagem do total de plaquetas por eritrécitos e, tomando por base a
determinagdo global de hemacias em hemocitdmetro, era obtido o nuimero de
plaquetas por mm> de sangue. Assim, as plaquetas eram determinadas
indiretamente. Para niveis em torno de 250.000 plag/mm?®, por mais que seja feito
efetivamente, este procedimento esta sujeito a um erro minimo de 14% quando
1.000 eritrocitos sdo contados e 7% quando 4.000 hemacias sdo determinadas
(Brecher & Cronkite, 1950). Além disso, a contagem de eritrécitos em camara,
que tem um erro em torno de 8%, também & requerida para a determinagéo da

contagem de plaquetas (Brecher et al., 1952). N&o obstante, sugere-se que
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apenas extensdes com distribuigdo uniforme de plaquetas devam ser avaliados
(Dameshek, 1932) . A selegdo de areas do esfregago onde haja distribuigéo
uniforme das plaquetas, se por um lado é essencial & maior reprodutibilidade

deste procedimento, por outro, sacrifica a distribuigdo aleatdria das plaquetas
(Brecher et al., 1952).

As primeiras contagens de plaquetas obtidas diretamente em
hemocitometro foram feitas a partir de metodologias que se utilizavam de
microscopia Optica comum e liquidos diluidores néo lisantes de hemacias. Assim
eritrocitos e plaquetas poderiam ser vistos simultaneamente na camara de
contagem. Para isso, por necessitarem de uma boa distribuigdo das hemacias,
eram usados graus de diluigdo bastante elevados (1:200, 1:400 , por ex). Mesmo
em amostras com contagens normais, poucas plaquetas eram visualizadas,
levando a pequena reprodutibilidade. A visualizagdo simultanea de eritrocitos e
plaquetas nido permitia ao operador diminuir o grau de diluigdo, em fun¢&o da
impossibilidade de visualizagio segura das plaquetas frente a uma “cortina de
eritrocitos”. Esta limitag&o técnica tornava estas metodologias pouco precisas e
exatas, principalmente para pacientes plaquetopénicos que necessitariam
obrigatoriamente de uma grande redugéo da diluigdo prevista na técnica original
para niveis normais. Métodos como os de Rees-Ecker (Rees & Ecker, 1923),
Wright-Kinnicutt (Wright & Kinnicutt, 1911), Buckman-Hallisey (Buckman &

Hallisey, 1921), sdo exemplos classicos deste perfil técnico de contagem.

Desde os primeiros estudos de Tocantins em 1937, avaliando 116 métodos
distintos, que a acuracia das contagens de plaquetas é colocada em duvida.
Segundo estimativa feita por Maupin, em 1969, somando os métodos mais
antigos, suas variagdes e novas metodologias, 0 numero de técnicas para avaliar
plaquetas excederiam a 160. Este fato refletiia a inadequag@o das técnicas
disponiveis e a necessidade de novos sistemas de contagens (Rowan et al.,
1972). Os valores estipulados para individuos normais obtidos pelos diferentes
métodos indiretos eram os mais divergentes possiveis. Dados que variavam em
média de 234.000 como os estabelecidos por Fonio, de 469.000 por Pratt, de
619.000 por Olef (Damesheck, 1932), 750.000 como por Horwitz até valores em
média de B00.000 plag/mm® como os obtidos por Kemp (Olef, 1930). Para os
métodos diretos, apesar de também haver discordancia, de um modo geral, os
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dados da literatura revelavam como valores médios para individuos normais,
resultados mais homogéneos. 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 liquidos diluidores lisantes de eritrécitos que proporcionava a
variagao do grau de diluigdo em fungdo do ndmero de plaquetas por quadrante na
camara, associado ao advento da microscopia de contraste de fase, que facilitava
a distingao entre as plaquetas e debris celulares, vieram proporcionar uma melhor
determinagdo de plaquetas diretamente em hemaocitdmetro. 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 referéncia. (Wertz
& Koepler, 1977; ICSH, 1984/1988).

Em 1955 Maspes e Jamra, propuseram metodologia alternativa que
facilitava a visualizag&o das plaquetas em camara de contagem, utilizando plasma
rico em plaquetas (PRP) (Maspes & Jamra, 1955). Deste modo, segundo os
autores, ndo haveria a necessidade do uso de microscopia de contraste de fase
para a diferenciagéo destas células no hemocitometro. Além disso, também trazia
a vantagem, como nc método de Brecher-Cronkite, especificamente em relacéo
aos meétodos de Rees-Ecker, Wright-Kinnicutt, Buckman-Hallisey, por ex., de
poder alterar o grau de diluigdo dependendo do numero de plaquetas dispostos
nos quadrantes da camara de contagem, inclusive usar o plasma puro, para
casos de pacientes severamente plaquetopénicos, sem alterar o grau de
reprodutibilidade nos resultados.

Foi somente a partir de 1978 que as contagens manuais indiretas
determinadas pela multiplicag&o por fator de convers@o de plaquetas por campo
microscopio para plaquetas por milimetro cubico, obtidos empiricamente a partir
de estudos comparativos (em relagdo as contagens diretas em camara ou dos
contadores automaticos), passaram a ser utilizadas como procedimentos
alternativos de contagem. Também data desta época os primeiros relatos de
comparagOes, para uma mesma casuistica, de resultados obtidos direta e
indiretamente (Abbey, 1978; Nosanchuk et al., 1978; Apibal et al., 1979: Bell &
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Neely, 1980; Mogodan, 1980).

A automagao em hematologia (analise fluxométrica) inicia-se em 1953, por
obra de Wallace Coulter, que patentiou a impedancia elétrica como principio
basico para contagem das células sanguineas. Mais tarde, outras metodologias,
como a utilizag&o de principios eletro-dptico por dispersdo de luz passaram a ser
desenvolvidas. Recentemente principios mais modernos, como através de andlise
simultanea por volume e indice de refragéo tem sido utilizados.

Durante as (ltimas décadas, houve um grande crescimento na &rea da
automagao em hematologia. Isto trouxe numerosas mudangas nos laboratdrios de
hematologia clinica. Primeiramente, através dos rapidos avangos dos contadores
para as contagens de hemacias e leucécitos na década de 60. Nos anos 70,
surgem os primeiros contadores de plaquetas. A partir da década de 80, além das
contagens globais para eritrocitos, leucocitos e plaquetas, surge a primeira
geragao de contadores diferenciais de leucdcitos, com 10 parametros para as

contagens globais e 3 parametros para diferencial de leucocitos (Gulati et al.,
1992).

Os primeiros métodos automatizados de contagem de plaquetas utilizavam,
como amostra, preparados de plasma rico em plaguetas {(PRP) obtidos a partir de
centrifugagdo diferencial prévia ou sedimentagdo gravitacional. Estes
procedimentos, entretanto, consumiam mais tempo, alem do risco de impor
resultados inexatos (Wertz et al., 1980) em fungido de variaveis que poderiam
interferir na eritrosedimentagéo (Bull et al., 1965; Oliveira et al.,1999).

O fato de estes primeiros contadores semi-automatizados de apenas um
parametro (contavam apenas plaquetas) e que se utilizavam de PRP, por néo
conseguirem diferenciar as plaguetas dos eritrocitos, levou alguns pesquisadores
como Eastham et al. (1963), Bull et al. {1965), Price et al. (1968), a maiores
estudos para padronizagao de protocolos para obtengéo de PRP.

Naturalmente, uma nova geragio de contadores em sangue total passou a
ser desenvolvida. Dotados de sistemas eletronicos mais sofisticados de avaliag@o
do tamanho de células para distinguir plaguetas dos demais elementos

sanguineos, ndo apresentavam mais a necessidade de fase prévia de separagéo
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do sangue.

Com o passar dos anos e a evolugdo dos modelos e desenvolvimento da
analise multiparamétrica, os aparelhos mais novos passaram a incluir a contagem

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

Entretanto, até final dos anos 70, boa parte dos laboratérios americanos
ainda perfaziam suas contagens de plaquetas em camara de contagem (reticulo
de Neubauer) e microscapio 6ptico convencional (Wertz et al., 1980).

Provavelmente pelo fato de proporcionar maior poder de trabalho nas
grandes rotinas, além de aumentar a exatiddo e precisfio de resultados houve
uma tendéncia natural 8 maior utilizag8o dos contadores automatizados, e como

consequéncia, uma maior valorizagdo dos resultados das ocontagens de
plaquetas.

Apesar de os primeiros procedimentos de automagdo em hematologia
estarem bem estabelecidos com respeito a hemacias e leucdcitos (Barnard et al,
1969; Nelson, 1969) sua satisfatoriedade ndo se extendia as contagens de
plaguetas (Rowan et al., 1972). A acuracia e precisdo dos contadores
aumtomaticos no que se refere as contagens de plaquetas sdo de mais dificil
obten¢do que para leucécitos e hemacias (Ross €t al., 1979). Estudos de Wertz e
Triplet (1976) demonstraram grande variagdo de resultados entre laboratorios,
principalmente em fungdo da falta de controle primario de calibragdo para os
varios aparelhos. Para estes Autores, os contadores automaticos devem ser
calibrados diretamente, bem como controlados indiretamente por sangue com
determinagio prévia obtida por método de referéncia. Assim estas discrepancias
entre |laboratdrios poderiam ser evitadas.

A citometria de fluxo (CMF) é um método moderno de estudo das células,
que resuita da aplicagdo de conhecimentos fisicos (dptica, tecnologia Laser,
principios de difra¢ao, refragéo, impedancia, fluorescéncia etc.), de computagio e

biologicos (produgéo de anticorpos monoclonais) e biogquimicos.

A utilizagdo da automacdo (citometria de fluxo) no laboratério clinico de

rotina para as determinagdes e estudo dos elementos sangilineos no hemograma,
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se restringe, entretanto, as andlises de tamanho e complexidade interna das
células, ndo utilizando para isso os referidos anticorpos monoclonais marcados
com fluorocromos (mais utilizados em diagnostico de neoplasias hematologicas-
leucemias e linffomas). Apesar do seu alto custo, ela passou a oferecer vantagens
na triagem de hemogramas normais e na melhor analise de algumas doengas
hematologicas (Fauthaber et al., 199-; Gulati et al., 1992).

Sabe-se hoje que a automagdo é capaz de nos proporcionar contagens
seguras e reprodutiveis, em amostras normais, tanto para contagens globais
quanto para diferencial. (Ross et al., 1986; Combleet et al., 1993; Jones et al.,
1995; Llompart et al., 1995, Vives-Corrons et al., 1996). Ela é essencial em
taboratorios que fagam um grande numero de exames (Ross et al., 1980). A
grande duvida se limita aquelas amostras em que um determinado parametro
interfere na exatiddo de um outro ou quando o nimero de células por mm® esta
bastante diminuido (Dickerhoff et ai., 1995; Hanseler et al., 1996).

Especificamente, no que se refere a contagem de plaguetas, uma
possibilidade de l!imitagdo do uso dos contadores automatizados & a sua
inabilidade em discriminar corretamente estes elementos sanguUineos de
particulas interferentes como fragmentos de eritrécitos, “debris” celulares, etc ou a
possibilidade de diminuigéo na contagem real nos casos de aumento do numero

de macroplaquetas ou de aglutinagao (“clumps”).

Pseudo-plaquetopenias em contagem automatizada podem ocorrer em
varias situagdes como presenga de macroplaquetas (Stanworth et al., 1999);
crioaglutinagao plaquetdria (Shreiner & Bell, 1973; Isobe et al., 1983); aglutinagao
EDTA dependente (Gowland et al,, 1969; Solanki et al., 1983; Lombarts et al,,
1988 Ohnuma et al., 1988) como em algumas malignidades, doengas hepaticas
agudas e cronicas, condigdes auto-imunes ocasionais (Schreiner & Bell, 1973;
Veenhoven et al., 1979); satelizagdo (Bolton & Boyd, 1963; Crome & Barkan,
1963; Field & Macleod, 1963; Signy & Green, 1963; Kjeldsberg et al, 1974
Solanki et al., 1983 ). Por outro lado, contagens de outras particulas celulares e
inclusdes do tamanho equivalente ao limite estabelecidos pelos contadores,
associadas a numerosos fatores incluindo Corplsculos de Jolly ou de

Pappenheimer (Morton et al, 1980), fragmentos de eritrocitos e leucécitos
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(Rowan et al., 1972; Stass et al, 1977; Stass et al., 1979, Morton et al., 1880)
microesferocitose (Akwari, 1982), leucemia de células cabeludas (Stass et al,,
1977), linfoma em fase leucgmica (Stass et al.,, 1979) podem causar contagens
errbneamente elevadas. Em todos estes casos, a comprovagdo das contagens

espurias obtidas pela automagéo foi determinada por contagens manuais.

A possibilidade da nao identificagdo pelos contadores de possiveis
anormalidades nas amostras (alarmes — “flags") decorrentes de aiteragbes
morfolégicas rias células sanguineas ou da preasnga de artefatos, que possem
gerar resultados falsamente-elevados também pode acarretar ma conduta
terapéutica. Segundo Combieet et al. (1985), cerca de 30% das amostras
plaquetopénicas com “flags” {alarmes) nos apareihos apresentam falsa contagem

e devem ser determinadas por método de referéncia manual em hemocitdmetro.

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 sd0 usados para contagem de plaquetas ndo discriminarem
bem plaquetas de outras particulas celulares e precipitados que causem sinais
similares (Dickerhoff et al., 1895). Segundo estes Autores, métodos visuais em
hemocitdmetro ainda sédo frequentemente usados na rotina laboratorial para
verificar baixas contagens de plagquetas e, apesar de oferecerem algumas
desvantagens técnicas, ainda devem ser utilizados.

Por outro lado, muitos jaboratdrios usam como método de avaliagdo de
possiveis erros nos contadores, a contagem manual a partir da determinagéo
indireta de plaguetas em estengéo corada e liberam seus resultados tomando por
base os valores aobtidos por estas metodologias indiretas. Segundo Lawrence et
al. (1995), grande parte dos !aboratorios americanos utilizam este critério

laboratorial para controle de resultados dubios.

Pelo fato de os métodos manuais em hemocitdmetro, apesar de serem
mais trabalhosos e demorados, poderem ser Uteis em contagens criticas de
amostras plaguetopénicas em que a automag&o sugira incoeréncia na contagem,
e que o método de referéncia estabelecido pelo International Committee for

Standartization in Haematology (ICSH) € em camara de contagem, far-se-a uma
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analise comparativa prévia de algumas metodologias manuais, incluindo outro
método em hemocitdmetro e contadores eletrdnicos em amostras normais;
verificar-se-a a capacidade de precisdo e exatiddo dos contadores em baixas
contagens de plaquetas a partir de amostras normais diluidas e a capacidade de
precisdo e exatiddo destes aparelhos em amostras verdadeiramente
plaquetopénicas, tendo como pardmetro de referéncia os resultados obtidos em
camara de contagem utilizando sangue total diluido em oxalato de ambnio a 1%.
Em virtude da ndo necessidade de utilizagdo de métodos indiretos em amostras
normais, estudo comparativo destes com os aparelhos automaticos e métodos

manuais em camara serd feito apenas nas amostras plaquetopénicas ou com
risco de erro de contagem pelos aparelhos.

A comprovag¢ao efou padronizagdo de contagens fidedignas em amostras

plaquetopénicas podera ser (til no auxilio do diagnéstico, progndstico e conduta
terapéutica desses pacientes.

Nao identificar a possibilidade de risco e nao proceder transfusao profilatica
em funcao de uma superestimagdo na contagem de plaquetas (para 10.000 e
20.000 plag/mm3) ou para boa conduta clinica em pacientes pré-cirurgicos, no
prognostico de pacientes leucémicos, com mielodisplasias, ou proporcionar boa
monitorizacdo terapéutica em pacientes purpuricos, 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 exatidéo (acuracia) e a precisdo (reprodutibilidade) dos
contadores automaticos e métodos manuais diretos e indiretos na contagem de

plaquetas, em amositras com contagens normais e de pacientes
trombocitopénicos,;

Estabelecer o grau de confiabilidade dos resultados da contagem de
plaquetas obtidos por técnicas manuais e automatizadas, nas plaguetopenias,
com base nos resultados do método de referéncia;

Avaliarar a exatiddo e precisdo dos métodos automatizados em
amostras plaquetopénicas, sem alteragbes morfoldgicas ou alarmes, obtidas

artificialmente em faboratdrio apds diluicdo seriada de amostras normais;

Verificar a confiabilidade dos “alarmes” dos aparelhos nas amostras
plaguetopénicas;

Determinar, nas amostras plaguetopénicas em estudo, a validade do
uso da estimativa de plaquetas em extens&o corada como controle de qualidade
de possiveis contagens erradas pelos aparelhos e o uso de seus resultados como

um dado para conduta clinica em pacientes com risco de sangramento;
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3. CASUISTICA E METODOLOGIA:

3.1. Casuistica:

Foram investigadas 40 amostras de doadores voluntarios normais,
funcionarios do Instituto Adolfo Lutz (IAL), e 70 amostras de pacientes
plaquetopénicos provindas do Servigo de Hematologia Clinica do Hospital dos
Servidores do Estado de S&o Paulo (HSPE).

Duas amostras com fragmentos de eritrocitos, por n&o serem
plaquetopénicas, foram analisadas & parte.

3.2. Métodos utilizados:

O critério de seiegao dos respectivos métodos: em extensdo sanguinea
corada (esfregaco), em camara usando sangue total e plasma rico em plaquetas
(PRP), por automacdo usando impedancia efou sistema &ptico de detecgdo
(scater de luz) ou até mesmo indice de refracdo celular, foi no sentido de
possibilitar discutir todas as possibilidades analiticas pertinentes a grande parte
dos principios ainda hoje utilizados para contagem de plaquetas, ou seja, sangue
total em extens&o, sangue total em hemocitdmetro (usando liquido diluidor lisante
de eritrécitos, pela possibilidade de ajuste de diluicdo frente a plaquetopénicos),
PRP em hemocitbmetro, e por automagdo usando métodos distintos por
impedancia simples com leitura tripla num mesmo canal (Coulter modelo T-890),
impedancia simples com leitura tripla em 3 canais distintos (Coulter modelo
STKS), sistema optico simples para andlise volumeétrica, com leitura em 1 canal
{H1 Technicon) e sistema aptico duplo com analise volumétrica e por indice de

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

De um modo geral, os contadores automaticos t8m como principio de
contagem um sistema de impedancia (condutividade), um sistema éptico de
leitura ou ambos. Mais recentemente, alguns aparelhos como o ADVIA-120 da
Bayer (Kunicka et al., 1998; Stanworth et al., 1999) e o Cell-Dyn 4.000 da Abbott
(Auit, 1996), tem se utilizado de contagens épticas em duas dimensdes (analise
bidimensional em angulos distintos).

O sistema de impedéncia elétrica (Coulter, 1953) de contagem é baseado
na detecgdo e quantificagdo das mudangas na resisténcia elétrica produzidas por
uma particula suspensa em um liquido condutor. Além dos aparethos Coulter, 0s
Toa Sysmex e alguns dos Cell-Dyn se utilizam deste princlpio.

Os métodos 6pticos de contagem se utilizam de um sistema dptico de
detecgdo apds incidéncia de uma luz laser. A luz que é refratada, difratada ou
dispersa pelas células que passam, uma a uma, por uma pequena area iluminada
em um sistema éptico, é detectada por uma célula fotoelétrica. Esta célula
detectora gera pulsos elétricos de magnitude proporcional ao tamanho da
particula. Assim como o sistema de impedancia, os pulsos sdo contados e
também usados para determinar o volume da particula. Os instrumentos
Technicon H1, H2 e H3, se utilizam deste principio. Alguns contadores da Abbott

(Cell-Dyn) se utitizam simultaneamente de principios épticos e de impedancia.

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

Tem como principio para contagem de plaquetas uma andlise
bidimensional (sistema 2D-PLT Method) que se baseia na analise integrada das
medicdes de gldbulos vermelhos e plaquetas. A diferenciagéo das plaquetas das
demais particulas ndo-plaquetarias (fragmentos de eritrGeitos, debris tissulares ou
mesmo glébulos vermelhos bastante microciticos), a partir da qual é tragado o
citograma de plaquetas (PLT Scater), € feita a partir de estudo comparativo de
sinais de dispersdo de luz adquiridos em baixos angulos — 2° a 3° - (amplificado
30 vezes; alto ganho) e a altos angulos — 5° a 15° - (amplificado 12 vezes; alto

ganho) que s&o convertidos em valores de volume e indice de refragso,
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respectivamente (anexo 2). O citograma de plaquetas (PLT Scater) mostra
células com volumes de 0 (zero) a 30 (trinta) fentolitros (fl). A identificagdo das
células e contagem para células com volumes maiores do que 30 fl é feita
utilizando-se o citograma para eritrocitos (RBC Scater). Amostras com plaquetas
gigantes, apesar de apresentarem volumes que incidam na intervalo limite para
contagem de eritrocitos, pelo indice de refragdo ndo sdo computados como
globulos vermelthos, mas sim como plaquetas.

Os valores de indice de refragio para plaquetas gigantes, maiores que 20
fl, variam de 1.35 a 1.40. Deste modo, estas células sdo computadas no
citograma PLT Scater. As plaquetas grandes sdo também identificadas no
citograma RBC Scater baseando-se em seus referidos valores de indice de
refragéo, em volume inferior a 60 fl. Deste modo, o histograma Plaqueta-Volume
contém plaquetas e plaquetas gigantes com volumes de até 60 fl.

A determinagao da contagem de plaquetas e hemacias por amostra, é feita

a partir de um s6 canal, apds Unica contagem.

Alarmes:

Sempre que aigum artefato nao-plaguetario no qual o aparetho nao
conseguiu estabelecer um critério confiavel de leitura interferir na caracterizagao
da populagdo plaquetaria em analise, o aparelho deflagra um sinal de asterisco
{*), indicando assim que a amostra em questéo devera ser reavaliada por método
de referéncia.

A indicagdo de alteragoes morfoldgicas, em sistemas de cruzes (+, ++ ou
+++) (anexo 1) indica a intensidade da aiterag&o que foi caracterizada com este
sinal, entretanto sem necessidade de reavaliagdo, desde que nado haja
caracterizagdo simultdnea do parametro (plaquetas) com asterisco, havendo
assim, por parte do aparelho seguranga na contagem em relagdo ao aspecto
morfolégico sinalizado com (+). Deste modo, a auséncia de asterisco para uma
alteragdo morfoldgica indica que, dentro do scater de piaquetas ndo houve
confusdo por parte do aparelho, portanto, pelo indice de refragdo ndo houve
possibilidade de davida ou interferéncia de qualquer outra particula na contagem

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

Tem como principio de contagem, o sistema de impedancia elétrica
{Coulter, 1953). Este principio é baseado na propriedade que as células tdm de
serem elementos ndo-condutores de corrente. Assim, quando uma suspenséo de
células é aspirada, a proporgdo 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, momentanea diminuigio da
condutancia, gerando um pico de voltagem (anexo 4). Uma vez que a magnitude
de cada pulso & proporcional ao tamanho da célula, cada célula contada tem
simultaneamente seu volume mensurado. Assim, eritrocitos e plaquetas, por
serem de tamanhos diferentes, sdo quantificados separadamente em um mesmo
canal. A contagem de leucdcitos é feita em um canal distinto, onde uma prévia
lise dos eritrécitos € procedida. Pulsos elétricos equivalentes a valores entre 2 e
20 fentolitros () s&o classificados como plaquetas.

Assim como o VCM para as hemacias, as plaquetas medidas e contadas
tem seu volume médio determinado como VPM.

Para determinagdo do namero de eritrocitos e plaquetas, apds aspiragao e
diluigdo especifica em solugao isotdnica, a amostra se destina a trés aberturas
distintas (3 canais de contagem) por onde vAo passar as particulas a serem
analisadas. Para cada canal é determinado o numero de plaquetas. O resultado
final de contagem para aquela amostra serd o valor médio obtido pelos trés
canais distintos.

Para evitar que uma mesma particula seja contada repetidamente, os
aparelhos Coulter utilizam um processo de arraste continuo (“sweep flow”), onde
um jato continuo do diluente passa peia parte posterior do tubo onde se encontra
o canal de abertura (canal de passagem das particulas). Deste modo, todas as
células que tenham passado por este tubo sdo imediatamente arrastadas para

uma camara de depésito (anexo 5).

Alarmes:
Este aparelho & constituido de alertas definitivos, definidos pelo operador,

em fungao dos valores pré-estabelecidos como normalidade. Por exemplo: Um
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valor estabelecido como normailidade para o nimero de plaquetas por mm> de
150.000 a 400.000, tera deflagrado alarme de trombocitopenia, para qualquer
contagem abaixo deste limite inferior, sem necessariamente haver pedido de
revisdo (review). Além da trombocitopenia, a trombocitose, a preseng¢a de
macroplaquetas (VPM acima do valor pré-determinado) e de microplaquetas
(VPM abaixo do valor pré-determinado) s8o alarmes definitivos.

Os alertas sem controle do operador (alarmes suspeitos) ja vem
predeterminados pelo manufaturador no software do aparelha (dados ndo
revelados pelo fabricante). Em relagéo ao canal de eritrdcitos e plaquetas, sdo
eles: "clumps” (agregados plaquetérios), presenca de plaquetas gigantes (“giant
platelets™), populagdo dimérfica de hemacias, fragmentos de eritrécitos, eritrocitos
microciticos, aglutinagdo de eritrdcitos e presenca de eritroblastos..

Qualquer contagem em que © aparelho n3o conseguiu estabelecer um
critério confiavel de caracterizagao das plaquetas, ha pedido de revisdo (R)
(anexo 3). Da mesma forma, nas amostras em que houver diferencas
significativas (critério ndo revelado pelo fabricante} nas contagens dos 3 canais,
ndo terdo seus resultados liberados (ha apenas o aparecimento de linhas
tracejadas, bem como do pedido de revisdo). Quando uma das contagens tiver
valor distinto das outras duas, o aparelhg libera como resultado a media das duas
contagens, com pedido de reviséo (R).

3.2.3. H1 Technicon System: (H1);

Seu principio de contagem é baseado na determinagdo do volume celular
em fungdo do grau de dispersdo da luz laser incidente sobre as particulas que
atravessam uma pequena abertura.

Apbs aspirada a amostra, a aliquota destinada a contagem de hemacias e
plaguetas vai para um canal especifico onde s&o diluidas, fixadas e sofrem uma
transformagéo isovolumétrica (s@o transformadas em esferas). A medida que
cada particula passa através de uma célula fotoelétrica (foco hidrodinamico),
iluminada por luz laser de hélio/ nednio, ha um interrupgdo deste feixe de luz, e
uma disperséo (espalhamento) dos raios incidentes. Para as hemacias, a luz
dispersa, medida a baixos angulos (2,5° a 35°% e altos angulos (5° a 15%)

determinara respectivamente, 6 volume e a concentragao de hemoglobina de
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cada célula contada (Groner & Tycko, 1980; Kim & Ornstein, 1983; Tycko et al.,
1985) (anexo 7). As plaquetas tem apenas a determinagéo do seu volume através
dos baixos angulos (Groner & Tycko, 1980). Assim, por serem de volume e
conteudo distintos, plaquetas e hemécias sdo determinadas simultaneamente em
um mesmo canal de contagem.

A determinagéo da contagem de plaquetas e hemécias por amostra, é feita
a partir de um s6 canal, apos Unica contagem.

Elementos sanguineos com diametro de até 45 fl, sdo incluidos como
ptaguetas. Aqueles com volume entre 45 e 65 fl sdo caracterizados como

plaguetas gigantes (software vers&o 1.3 da Technicon).

Alarmes:

Quando o percentual de sinais presentes na area destinada a plaquetas
gigantes (45 a 65 fl) for maior que 10%, ha sinal representado pela forma de
asterisco (pedido de revisdo) correspondente ao alarme LP* (“large platelets”). De
modo similar, a presenga maior que 10% de hemacias com menos de 60 fl
determina a presenga de asterisco (revisdo) correspondente ao alarme SR*
("small RBC").

Para amostras em que a curva de distribuigdo do volume de plaquetas n3o
siga padrao logaritmico normal, ou o apice da curva nao se encontre entre os
valores de 4 a 12 fl, ha deflagragdo de sinal representado por um asterisco
correspondente ao codigo NF* (“no fit"), indicando interferéncias por restos
celulares ou debris. O codigo NP {noise) significa que, apesar de similares aos
valores de dispersido das plaquetas, mais de 20% dos sinais nao seguiram um
padrdo confidvel de contagem. Ruidos, restos celuiares ou debris podem causar
NP.

Segundo o fabricante, todas as amostras identificadas com alarmes

merecem revisao de contagem.

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

E uma versdo anterior ao STKS, sem capacidade para contagem
diferencial de leucécitos. O T-890 ndo determina o volume médio de plaguetas

(VPM) nem possui alarmes especificos para plaquetas gigantes ou “clumps”.
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Para a contagem global de eritrdcitos e plaguetas, utiliza o tradicional
principio Coulter de contagem (ver anexo). Deste modo, quando particulas em
suspengao numa solugéo eletrolitica (cloreto de sodio), passam através de um
tubo com uma abertura de 50 micrometros por 60 micrometros de espessura,
entre dois eletrodos e causam uma interrupgdo momentanea da passagem de
corrente elétrica correspondente a limites entre 2 e 20 fentolitros, s&o
consignadas como plaquetas.

De modo distinto ao STKS, a contagem em triplicata de eritrocitos e
plaquetas pelo T-890 se da consecutivamente através de apenas 1 canal (uma
abertura) . Deste modo, a média obtida como resultado de ptaquetas e hemacias,

para cada amostra, é feita a partir de trés contagens sucessivas pela mesma
abertura.

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

Alarmes:

Quando os resultados obtidos da contagem em triplicata nao se enquadram
nas diferengas estatisticas definidas pela Coulter (valores nao revelados pelo
fabricante) ha pedido de revisdo pelo aparelho. Quando uma das contagens em
triplicata tiver valor distinto das outras duas, o aparelho libera a média obtida
pelas duas determinagdes mais proximas, e com asterisco (*). Quando as trés
determinagdes tiverem valores divergentes (para os valores definidos pela
Coulter) ndo ha liberagdo do resultado. Caso os valores parciais para obtengdo da
média ndo apresentem diferengas estatisticas e/ou pulsos de corrente que sigam
padréo anorma! para plaquetas, o resultado € liberado sem pedido de revisac ou
asterisco.

A presenga de agregados plaquetérios (“clumps”), debris, microplaquetas
ou qualquer outro interferente onde os pulsos de corrente ndo sigam um padréao
que defina com seguranga o que é artefato ou plaqueta, o aparelho libera alarme
e pedido de revisdo (R). O aparecimento da mensagem R2 indica resultados n&o
tao divergentes. O alarme R3 significa maior possibilidade de erro. A possibilidade
de erros multiplos e mais grosseiros tem como alarme o cddigo RM (anexo 8).
Entretanto, de modo indistinto, em todos ha pedido e necessidade de revisdo ( R

= review).
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Métodos manuais diretos:

3.2.5. Método Brecher-Cronkite : (BrCr);

Fundamento: determinagio direta das plaquetas em hemocitdmetro, apds

diluigdo em uma solugdo hipoténica lisante das hemacias, de modo a obter o
numero de plaquetas por mm® de sangue.

Amostra: sangue total colhido com anticoagulante (EDTA);

Liguido diluidor: sclugio de oxalato de amdnio a 1%. Seu preparo foi feito
essencialmente como descrito por Dacie & Lewis (1979;1995).

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

em 100 ml de &gua destilada ou deionizada; filtrada através de papel filtro com
0,22 um e acondicionado a 4°C.

Técnica:;

Através de uma micropipeta de volume fixo, dijuir 1: 20 o volume de sangue
total (previamente homogeneizado), em solugao diluidora; misturar por aspiragao
e expulsao; encher a camara de Neubauer; coloca-la em cuba umida por 20 min;
proceder & contagem em aumento de 400x, em microscopio de contraste de fase;

OBS: Para cada amostra foram procedidas 3 diluigdes distintas;

Contagem: foi usado como critério, o valor minimo de 200 plaquetas para
cada uma das determinacdes em triplicata, para cada diluigdo. Quando o numero
de plaquetas dispostos em 1/5 do reticulo central da camara foi menor que 200,
foi diminuido o grau de diluigdo para 1:10. Para os casos em que, ainda assim
ndo se obtinha 200 plaquetas, houve a contagem de toda a area do reticulo

central da camara (anexo 9), ou, até mesmo mais de um tado do reticulo.

Calculo: Plag/mm® =P x fd x fa

P: nimero total de plaquetas contadas;

fd: fator de corregéo para o grau de diluigdo da amostra;

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

area do reticuio utilizada para contagem;
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Exemplo: P = 227 plaquetas;
Diluigéo 1: 20 . Portanto, o fator diluigdo = 20 ;
Contagem em 1/5 da area central do reticulo. Como a area total
do quadrante central da camara equivale a 1/10 de mm’ e a aitura da

camara = 0,1 mm (1/10 do mm), o volume de amostra presente em toda

area central = 1/10 do mm®. A quinta parte deste volume sera 1/5 x 1/10 =
1/50 do mm?®. Portanto fa = 50;

Plag/mm?® = 227 x 20 x 50 = 227.000 plag/mm?>

3.2.6. Método Maspes-Jamra : (Maspes);

Fundamento: Determinagdo direta do numero de plaguetas em
hemocitdmetro, a partir de ptasma rico em plaguetas obtido através de baixa forga
centrifuga ou sedimentagcio espontanea, diluido em solugao istbnica, de modo a
obter o numero de plaquetas por mm? de sangue apds corre¢io do numero de

plaquetas por mm? de plasma pelo vator hematacrito.

Amostra: Plasma rico em plaquetas (PLP) obtido por centrifugagio de
1.000 rpm por 3min.

Liquido diluidor: Sulfato de sddio (3 g); cloreto de sodio (0,7g), Tween-80
(2,0 ml); agua destilada qsp 10C ml.

Técnica:

Através de uma micropipeta de volume fixo, diluir 20 ul de PRP em 1 ml do
liquido diluidor (diluicdo 1:50); misturar por aspiragdo e expuisdo; encher a
camara de Neubauer; coloca-la em cuba umida por 20 min; proceder a contagem
em aumento de 400x (10x ocular X 40x objetiva) em condensador baixo, na
mesma regido da camara destinada & contagem de hemacias (1/5 da area central
do reticulo},

OBS: Para cada amostra foram procedidas 3 diluigbes distintas. Para cada
diluigao foram procedidas contagens em triplicata.;

Contagem:

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

cada uma das determinagdes em triplicata, para cada diluigio.
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Quando o numero de plaquetas dispostos em 1/5 do reticulo central da
camara foi menor que 200, foi diminuido o grau de diluigdo para 1:20 ou 1:10.
Para os casos que, ainda assim nao se obtinha 200 plaquetas, houve diluigdo em
1:5 ou até mesmo 1:2. Se ainda assim, ndo fossem obtidas 200 plaquetas, a

contagem era feita a partir de toda a area do reticulo central da camara (anexo 9).

Calculo:

Plag/mm?® sangue = Plag/mm? plasma x fator hematocrito;

Fator hematocrito = (100 — Ht) 7/ 100;  Ht (hematdcrito);
Ptag/mm? plasma = P x fd x fa

P: numero total de plaquetas contadas,
fd: fator de corregéo para o grau de diluigdo da amostra;
fa: fator de corre¢do para o volume (area x altura) da amostra,

presente na area do reticulo utilizada para contagem,

Exemplo: P = 321 plaquetas;
Diluicao 1: 10; portanto, fd = 10
Contagem de 1/5 da area central (1/5 x 1/10 = 1/50); fa = 50
Hematocrito do paciente = 27%; fator ht = (100 -27)/100=0,73

Plag/mm?® plasma = 320 x 50 x 10 = 160.000 plag/mm®
Plag/mm?® sangue = 160.500 x 0,73 = 116.800 plag/mm? .
Métodos manuais indiretos:
3.2.7. Método de contagem de plaquetas em extensdo de sangue corada 1:
numero médio de plaguetas por campo x fator de conversdo para mm>,

{Apibal et al., 1979; Bell & Neely, 1980; Nosanchung et al.,1978): (“mét.
ind. 1”});
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Fundamento: Consiste na conversdo do nimero médio de plaguetas por
campo micrescopio (aumento de 1000x), dispostas na regido destinada a analise

da morfologia das hemacias, para nimero de plaquetas por mm®, através da
multiplicag&o por uma constante (20.000).

Esta constante foi obtida a partir de estudos comparativos entre o nimero
de plaguetas campo e ¢ nimero de plaquetas por mm>, onde plag mm® / plaq
campe = constante. Os valores experimentais obtidos por (Apibal, 1979; Bell,
1880; Nosanchung,1978) determinaram que para cada plagueta disposta num

aumento de 1000x, na regido de analise das hemacias, comesponderia a 20.000
plaguetas por mm?®,

Técnica: contar 10 campos microscdpios, em extensdo de sangue corada
por derivados do Romanovsky, em aumento de 1000x, exatamente na regido
destinada a avaliagdo da morfologia das hemacias (local onde elas apenas se
tocam, sem haver qualquer sobreposicido) (anexo 11); tirar a média de plaguetas
por campo; multiplicar o valor médio obtido por 20.000. O resultado final sera o

numero de plaquetas por mm?® de sangue.

3.2.8. Método de contagem de plaquetas em extensédo de sangue corada 2:
n® médio de plaquetas por campo x (n%eritr/mm® ) I n° médio de eritrécitos por
campo. (Esta metodologia foi por nés adaptada, a partir dos tradicionais principios
indiretos, porém sem limitagdo do numero de eritrocitos por campo avaliados e

tomando por base as contagens de eritrocitos dos contadores): (“mét. ind. 2”);

Fundamento: Tem como principio o fato de que a relagdo entre plaquetas
e hemacias dispostas na extensdo (esfregago corado) traduz a relagdo em valor
absoluto (por mm?>) entre estas células no sangue periférico. Deste modo, uma
vez determinada esta relagdo na extenséo, e sabendo-se do numero de eritrocitos

por mm® de sangue, pode ser cbtido o numero de plaquetas por mm?.

Técnica: Contar simultaneamente 0 numero de eritrécitos e plaquetas em
10 campos microscopios. Multiplicar o numero médio de plaquetas por campo
pelo numero de eritrécitos por mm° e dividir pelo valor médic obtido de hemagias

por campo. BIBLIOTECA

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
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3.3. Metodologia:

A avaliag@o dos métodos para determinag@o de plaquetas foi dividida em
conjuntos de procedimentos, executados em 3 fases, a saber: 1°. Comparagao
dos contadores automaticos, ADVIA, STKS, H1 e T-890, com métodos manuais
em hemocitdometro, de Maspes-Jamra e de Brecher-Cronkite, em individuos
sadios; 2° Avaliagdo da precisdo e exatiddo dos contadores automaticos, em
amostras normais e plaquetopénicas obtidas artificialmente por processo de
diluig&o seriada a partir das proprias amostras normais; 3°. Determinag&o do grau
de acuracia e reprodutibilidade dos métodos automaticos, manuais, diretos em
hemocitdmetro e indiretos, através da estimativa de plaquetas em extensdes de
sangue coradas, ‘mét. ind. 1" e “mét. ind. 2°, em pacientes plaquetopénicos.
Estudo da validade dos seus resultados como valor diagnostico, conduta
terapéutica ou para controle transfusional de plaquetas em amostras criticas.

Na 1° e 3? fases do nosso trabalho, foi utilizado como valor padrdo de
referéncia, © metodo preconizado pelo International Committee for
Standardization in Haematology 1984/1988 (ICSH), o método Brecher-Cronkite.
Na 2° fase, os valores de referéncia utilizados para cada aparelho, foram os
proprios resultados obtidos por cada contador, nas amostras pré-diluigao.

Todas as determinagbes manuais, diretas e indiretas, preparo de
reagentes, manipulagdo de amostras para diluicdo seriada e padronizagdo dos
métodos, além das contagens automatizadas pelo Coulter T-890 foram realizadas
na Sec¢do de Hematologia do IAL. As demais andlises por automag&o através do
ADVIA (Bayer), Coulter STKS e H1 Technicon, foram realizadas no Laboratério de
Hematologia Clinica do HSPE, Sao Paulo/SP.

3.3.1. 12 fase: Estudo comparativo entre os contadores automaticos e os

métodos diretos em hemocitdmetro, em amostras de individuos normais:

Nesta fase foram analisadas 33 amostras de individuos sadios, obtidas de
funcionarios do Instituto Adolfo Lutz (1AL}, com prévic consentimento, no periodo
de maio/99 a dezembro/99.

As amostras foram colhidas pela manh3, na propria se¢ao de coleta do AL

através de pungd@o de veia periférica e coletadas em tubos Vacutainer com
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capacidade para 5ml, utilizando K:EDTA como anticoagulante. Elas foram
analisadas num periodo de no maximo 8 horas. Inicialmente por cada um dos
aparelhos e em duplicata , logo ap6s foram feitas as determinagdes em camara
de contagem (contagem em triplicata) sendo primeiramente feita a diluigdo de
sangue total em solug&o de oxalato de aménio a 1%, utilizando 1:20 como grau
de diluigéo, para o método BrCr. S6 entdo, procedeu-se a obtengdo do PRP para
o método de Maspes, através de centrifugagdo diferencial de 1.000 rpm por 3

minutos (descrito pelos autores) de aproximadamente 4 ml de sangue. Para este
método foi utilizada a dilui¢io de 1:50.

3.3.2, 27 fase: Avaliagdo da precisdo e da exatiddo dos contadores
automaticos em amostras plaquetopénicas produzidas artificialmente em
laboratério por processo de diluicio seriada, a partir de amostras de
doadores voluntarios com numero normal de plaquetas, e que néo tinham

acionado qualquer alarme nos aparelhos: (Metodologia adaptada de Lawrence
et al, 1995)

Nesta fase, foram utilizadas amostras, com prévio consentimento, de 4
individuos nomais (25 mi de sangue), uma amostra a cada dia e usados como
“valores alvo de cotagem” a serem obtidos: 2.000; 5.000; 10.000; 20.000 e 30.000
plaquetas/mm® de sangue.

As amostras foram colhidas em tubos com K;EDTA (Vacutainer, Becton-
Dickinson) na se¢ao de coleta do IAL. Apds 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 eritrocitos serviram de base para, respectivamente, os cdlculos de diluigao
para obtegdo dos grupos alvo de plaquetopénicos, e para averiguagio da
possibilidade de erro na diluigdo.

Apos a obtengdo da média das cinco contagens de cada aparelho, foram
calculados os respectivos fatores de diluigao, para cada grupo alvo. As diluigbes
seriadas foram obtidas utilizando solugdo isotdnica {lsoton- Coulter). Elas foram
preparadas, para cada uma das 4 amostras e para cada contador isoladamente.
O fator de diluicdo utilizado para obter as amostras alvo para cada aparetho 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
aparelno obteve média de plaquetas/mm® pés-quintuplicata, de 201.000
plag/mm?®. Para obter contagem alvo de 5.000 plag/mm? devemos usar o fator de
diluicdo 201.000/5.000 = 402. Deste modo, para a obtencdo da amostra
plaquetopénica alvo de 5.000 plag/mm? para o referido contador, a diluigdo seria
de 1:40,2.

As pipetas utilizadas no processo de diluigdo seriada foram previamente
calibradas. Além disso, a exatidio de cada diluigdo foi avaliada fazendo-se a
comparagdo das contagens prévias dos eritrocitos obtidas em cada aparelho
(meédia das cinco contagens pré-diluigdo) multiplicando-se a média da contagem
de hemacias de cada doador peio fator de diluigdo usado para preparagao da
amostra “plaquetopénica desejada”. Este parametro, calculado matematicamente
pela formula: fator de diluig&o / valor alvo de diluigo, foi chamado de K {constante
de acuracia da diluigéo). Valores acima de 1 indicam que a concentragéo de
céluias vermelhas na diluicdo final foi maior que a ideal, indicando erro de
pipetagem causador de concentragdo artefatual na diluicdo. Valores menores que
1 indicam que a pipetagem levou a um excesso de liquido diluidor. Os resulatdos
obtidos para "K' foram utilizados para corre¢ao dos resultados com erros de
diluigao.

Para cada contagem alvo de plaquetas, foram feitas 3 diluigdes distintas.
Para cada diluicdo, 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:
5 (grupo de contagens alvo) x 9 = 45, Como s&o 4 aparelhos, entac 45 x 4 = 180.
Além disso, como s&o 4 amostras, foram realizadas nesta etapa um total de 180 x

4 = 720 determinagdes.

Fase 2b: Estudo da precisdo dos contadores automaticos, em diferentes

niveis de plaquetas: de 50.000 a 800.000 plag/mm’.

Além do estudo acima referido (fase 2a), para determinagdo da precisao
dos contadores em diferentes niveis de plaguetas (de maior amplitude), utilizamos
3 outras amostras de doadores voluntarios com contagens normais de plaquetas,

a fim de obter-mos 6 niveis distintos com valores que variaram de
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aproximadamente 50.000 plagrmm3 a 800.000 plag/mm3, obtidos a partir de
manipulagdo daquelas amostras sem alteracdes morfologicas ou alarmes nos
contadores, com plasma rico em plaquetas e plasma livre de plaquetas obtidos
por centrifugacio diferencial e eritrécitos da propria amostra de sangue. Nesta
fase ndo se teve a intengo de ajustar as contagens para os mesmos valores para
cada aparelho, mas apenas niveis distintos de plaquetas aos quais foram abtidas
10 contagens por cada aparelho, para cada nivel de contagem.

3.3.3. 37 fase: Estudo comparativo entre os métodos automaticos e os
manuais (diretos e indiretos) para contagem de plaquetas em pacientes
plaquetopénicos; analise de alarmes nos contadores automaticos.

Nesta fase, apds aprovagdo em Comité de Etica, foram analisadas 70
amostras de individuos plaquetopénicos obtidas do Servigo de Hematologia do
Hospital dos Servidores do Estado de Sdo Paulo (HSPE) no periodo de maio/99 a
dezembro/99. Em sua maioria, eram pacientes submetidos a quimioterapia
antineoplasica (anexo 12).

As amostras foram analisadas por todos os métodos num periodo de no
maximo 8 horas. Inicialmente por cada um dos aparelhos e em triplicata , logo
apoés procedeu-se ao preparo dos esfregagos de sangue e coloragdo pelo
panoptico rapido. Ao final foram procedidas as determinagbes em camara de
contagem sendo primeiramente feita a diluicdo em sangue total para s6 entao
proceder-se a centrifugagdo para obtengdo do plasma rico em plaquetas para o
método Maspes. Como na 1° fase, a fim de evitar possiveis tendéncias, as
determinagdes manuais foram realizadas sem que © operador soubesse dos
resultados dos contadores. As contagens em esfregago s6 foram feitas no dia
seguinte.

As 70 amostras utilizadas nesta fase foram analisadas separadamente em
2 grupos. no grupo 1 foram incluidas apenas as 43 amostras gue tiveram
contagem de plaquetas menores que 30.000/mm® (plaquetopénicos criticos) por
pelo menos um dos contadores utilizados. O outro grupo foi constituido de todas
70 as amostras que possuiam contagem abaixo de 100.000 plag/mm?>.

Para obtencdo de PRP para o método de Maspes, as 23 primeiras
amostras desta fase foram submetidas a centrifugagdo de 1.000 rpm por 3 min.

Em viftude do pegueno volume de sangue que sobrava apds todas as
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determinagdes em Sangue total, e observando a possibilidade de perda de
plaquetas, como prevista originalmente (Maspes, 1955), passamos a utilizar 1.000
rom por 1 min nas amostras subsequentes. Para confirmagado da perda de
plaquetas, as amostras 24 a 38 tiveram suas contagens de plaquetas feitas pelos
dois processos de centrifugagao.

Para os métodos que se utilizam de hemocitdmetro (camara de Neubauer),
a fim de aumentar o grau de acuracia e precisao, foram feitas 3 diluigdes distintas
€ para cada diluicao foram feitas contagens em triplicata (9 determinagdes por
amostra). Para cada determinagao foi estabelecido um critério de contagem de no
mintmo 200 plaquetas, nos cinco quadrados do quadrante central da camara
destinados & contagem de eritracitos e plaguetas. As amostras em que o nimero
de plaquetas era inferior a 200 foram diluidas em menor proporgdo, ou entdo

foram contadas em numero maior de quadrados do quadrante central, até a
obten¢do minima de 200 células.

Os dois métodos para contagem indireta de plaquetas em 1amina com
extenséo de sangue corado (*mét. ind.1” e “‘mét. ind.2") foram determinados
simuitaneamente. Em cada campo foi contado o numero de plaquetas, tendo-se o
cuidado adicional de averiguar o numero de eritrocitos por campo (para
“esfreg.2”). As contagens foram feitas em objetiva de imers&o (100x) utilizando-se
oculares de (10x), num aumento total de 1000x . O local da extensdo corada
utilizado para contagem foi o descrito por Abbey & Belliveau (1978), Nosanchung
et al. (1978), Apibal et al. (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
diametro maior ou igual & metade do diametro dos eritrocitos) observados em

relacdo ao total de plaguetas contadas em 30 campos, bem como a presenga ou

ndo de aglutinagao de plaquetas (“clumps”).

Obs: Duas amostras com fragmentos de eritrocitos, por n&o serem

plaquetopénicas, apesar de ndo terem sido incluidas na nossa casuistica da 3°

fase, foram analisadas a parte.
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Analise de alarmes (flags):

Com a finalidade de determinar o grau de confiabilidade dos alarmes nos
contadores, do total das 70 amostras analisadas na 3° fase, para cada aparelho,
foram determinados: a) o percentual de amostras com flags;, b) o percentual de
amostras sem flags; C) o percentual de amostras com flags sem repeti¢ao; d) o
percentuai de amostras com pedido de revisao; e) o percentual de auséncia de
pedidos de revis@o em amostras com diferengas significativas; além de discutir o

tipo de alarme deflagrado em cada um dos aparelhos. Para isso usamos a
seguinte nomenclatura e critério de incluséo:

Alarme: qualquer indicador dado pelo aparelho de alteragdo morfoldgica na
populagdo de plaquetas (plaquetas gigantes ou agregados) ou qualquer outro

interferente onde o aparelho ndo consiga estabelecer um critério confidvel de
caracterizagao das plaquetas.

0 = sem alteraga@o morfologica ou alarme;

1 = plaquetas gigantes;

2 = agregados de plaguetas (clumps};

3 = interferentes como debris (restos de leucocitos -fragmentos nucleares ou
citoplasmaticos- ou de tecidos mortos ou lesados), distribuigdo anormal dos picos
elétricos de corrente (eletronic noise); microplaquetas; precipitados gquimicos;
complexas imunes; eritracitos de tamanho menor que seu fimite de caracterizagao
como célula vermelha; fragmentos de hemacias (esquisocitos); estroma de
hemacias: eritrocitos fantasmas (sem hemoglobina — Ghosts), bolhas no sistema

ou qualquer outro interferente ndo-plaquetario que possa gerar confusdo na

caracterizag¢éo das plaquetas.

Repetigdo: deflagragéo do alarme nas 3 contagens;
0 = ndo houve repeticao do alarme ou da alteragdo morfolégica em pelo menos

uma das 3 contagens;

1 = houve repetigdo do alarme ou da alteragio morfologica nas 3 contagens;

Revisado: —_
0 = nao houve, por parte do fabricante, o alerta de que a amostra necessitaria de

revisdo por método de referéncia;
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= ho i ttari
1 Uve, por parte do fabricante, o alerta de que a amostra necessitaria de
revis@o por método de referéncia.

Critério de incluséo de alarme e pedido de revisao, por aparelho:

ADVIA: consideramos como alarme-positivos, as amostras com alteragdes
morfologicas (Morfologic flags) ou que houveram pedido de revisio

(caracterizadas pelo asterisco * ). Para pedido de revisdo, s6 foram consideradas
as amostras que apresentaram sinal de asterisco ( * ).

STKS: foram consideradas como alarme-positivas, as amostras que
tiveram pedido de revisdo, juntamente aquelas em que sé houve caracterizagéo
do alarme morfolégico (suspeito- suspected flag ou definitivo- definitive flag). Para
pedido de revisao, sé foram incluidas as amostras com pedido de review (R).

H1: consideramos como alarme e pedido de revisao todas as amostras que
apresentaram sinais representados pelo sinal de asterisco, sendo observado,
porém, o codigo referente a cada asterisco na 2° tela (monitor de trabalho) do
aparelho.

T-890: Todas as amostras caracterizadas pelo pedido de reviséo (review.
R2, R3 ou RM) ou sinais representados por asterisco, foram consideradas como

alarmes e pedido de revisao.

3.4. Analise estatistica:

12 fase: Os resultados foram comparados através da analise de variancia e
teste de Tukey entre 0S métodos que utifizam sangue total como amostra
(contadores automaticos € método de referéncia) e também entre todos,
indistintamente do tipo de amostra utilizada, sendo assim incluindo o metodo de
Maspes, que se utiliza de plasma rico em plaquetas (PRP) como amostra. Estudo
comparativo de cada método em analise com O método ICSH (BrCr), bem como
dos contadores entre si, feito através de teste ‘t" pareado. Tambem feoram

avaliadas a correlagéo € a analise de regressao linear entre métodos.



36

- | . .
2° fase: Foram determinados a média, o desvio padrac e o coeficiente de
varlagao para os resultados das contagens de plaquetas por grupo aivo, utilizando

para isso programa EXCE( versiao 97.

Os valores obtidos para os grupos alvo de plaquetas, serviram de base
para o estudo de linearidade e da precisdo dos contadores em amostras sem
alteragdes morfologicas e com niveis muito baixos de plaquetas (amostras
ptaguetopénicas obtidas em laboratério), através da andlise de regressao linear.

Os resultados observados das contagens em quintuplicata nas amostras
“in natura”, pré-diluigao, juntamente com os valores pos dilugao (“contagens-aivo”)
serviram de base para a comparag#o do poder de reprodutibilidade dos aparelhos
em amostras sem alterag6es morfoldgicas, tanto em baixas quanto em contagens

normais de plaquetas, através de comparagéo dos coeficientes de variagao.

3" Fase: Os resultados de cada método foram comparados através de
teste “t" pareado, com os do método de referéncia (BrCr). Foi avaliada a
correlacéo e a analise linear de regressé@o entre métodos, além da analise de
variancia entre eles tanto para o grupo com menos de 100.000 piag/mm® quanto
para grupo de plaguetopénicos com contagens inferiores a 30000 plag/mm®.

Nesta fase também foi feita a analise em separado das amostras com
contagens abaixo de 20.000, entre 10.000 e 20.000 ou acima de 10.000 plag/mm’
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 percentuai de amostras com resultados
discrepantes (superestimagao significativa) discriminado como percentual de
amostras com erro significativo. O critério por nos utilizados foi em fung&o dos
limites destacados na literatura (20.000 e 10.000 plag/mm’) para transfusio

profilatica de plaquetas em pacientes sob quimioterapia antiblastica.
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4- RESULTADDQOS:

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

4.1. 1° Fase: Analise comparativa entre os contadores autométicos e os
métodos manuais em hemocitdmetro, em amostras de individuos normais:

Nossos resultados obtidos a partir de amostras de doadores normais, sem
alteragdes morfoldgicas ou alarmes nos aparelhos, listados nas Tabelas 4.1 a 1.3
nao indicaram diferengas estatisticamente significativas entre os contadores
ADVIA, H1 e T-890 e o método de referéncia. Houve diferenca estatistica, com
contagens discretamente maiores do método de referéncia (+12.500 plag/mm?,
teste “t" pareado com p < 0,01) em relagdo ao contador STKS (tabela 1.1). A
analise de variancia, p > 0,5 (tabela 1.3) e o teste de Tukey (tabela 1.2) também
apresentaram valores bastante satisfatorios. Por outro lado, houve grande
divergéncia de resultados entre os demais métodos e 0 método de Maspes, que
utiliza PRP como amostra. Os valores médios deste método revelaram niveis de
+145.400 plag/mm?® acima dos valores do método de referéncia (teste “t" pareado
com p < 0,001) { tabela 1.1) e andlise de variancia com p < 0,001 (tabela 1.3).
Além disso, a diferenga percentuai observada (grau de inexatidao) em relagdo ao

método de referéncia foi diretamente proporcional ao hematocrito (tabela 1.4).

Tabela 1.1 - Teste “t” pareado. Comparagio dos métodos automatizados e método de
Maspes em relagdo ao método de referéncia nas amostras de individuos
normais (1° fase)

. - Dif. entre Diferenga
Métodos {Média® + D.P.) médias (AB™ em Teste t par. B
BrCr (A)* B (A-B)™ 95% int. conf. t p
(264,1+ 54.,8) ADVIA (267.7+50,6) -3.6 -10,53 at{a 304 112 0,270
(264,1: 54 .8) STKS (251,6+46,6) +12,5 5,10 ai(? 19,78 3,45 0,002
(264.1% 54.8)  H! (266,6+50,9) -2,5 -1057a 536 -066 0,513
(264.1% 54,8)  TB90 (261,3:50,9)  +28 -588at¢ 1124 064 0,528
(264.1+ 54,8)  Maspes (409,5:79,2)  -145.4 -164,15 até -126,79 -159  <0,001

Comparagao das médias das contagens de plaquetas através de teste "" pareado, em amostras

iveis acl i 3 dores (n=33).
com niveis acima de 150.000 plag/mm” & sem 'ﬂags‘ nos conta :
* (A) = Método de referéncia (Brecher-Cronkite: média = 264,1 + 54,8 x 1.000 plag/mm?);

** Diferenga entre os resuitados dos métodos B e do método A, em plaquetas x 1000/mm” ;

D.P = desvio padréo
# (plaq x 1000/mm’)
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Tabela 1.2 - Analise de variancia (Teste Tukey) entre os contadores automaticos
£ 0 método de referéncia nas amostras de individuos normais (1*

fase)
Métodos ADVIA STKS H1 T-890 Br.Cr
{267,7) (251,6)* (2€6,6)" (261,3)* (264,1)
ADVIA 0,725 0,999 0,988 0,995
8TKS 0.777 0.944 0.471
H1 0,994 0,989

T-890 0,901

Analise de varidncia (teste Tukey) entre os métodos que se utilizam de sangue total
como ameosira (método de referéncla e contadores automéaticos), tendo como vanével

a média de plag x 1000 /mm” em amostras com nivels acima de 150.000 plaqimm -]
sem “flags” nos contadores {n=33).

**{BRECHER-CRONKITE)

* Média de plag x 1000fmm°

Tabela 1.3 — Andlise de variincia entre métodos automatizados, método
Maspes e método de referéncia nas amostras de individuos
normais (1? fase).

F

p
(A) 0,774 > 0,5
(B) 16,15 < 0,001

(A) - método de referéncia (BrCr) e contadores automaticos.

(B} - métodos em hemocitdmetro (Maspes e BrCr) e contadores automaticos.

F = valor da variancia entre 0s méfodos avallados p = nivel de significancia.
Estudo comparatlvo das médias de pIaq!mm dos resultados através da
analise de variancia entre os métodos que se utilizam de sangue total como
amostra (método referéncia e contadores aulomaticos- A ) e todos os
métodos diretos (automaticos e manuais, incluindo assim o método Maspes
que se utiliza de plasma rico em plaquetas como amostra- B ) tendo como
vanavel a medla de plaqlmm obtidas nas amostras com niveis acima de
150.000 plaqlmm e sem “flags” nos contadores (n=23).

Tabela 1.4 -Comparagio dos resultadas entre o método de Maspes e o método de
referéncia (BrCr) de acordo com os niveis de hematocrito, nas amostras com
niveis acima de 150,000 plaqimm (n=33), 1? fase.

Maspes BrCr

Grupo por Hematocrito (plag/mm’) (plag/mm?) N *Dif. %
A (37,0% 343.000 251.750 4 43673
B E39-43°°,)!0) 422.600 286.000 22 +4738
C (45-51%) 408.700 247.300 7 +8573

* Diferenga em percentagem entre o valor Maspes e o valor BrCr,
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4.2. 2° fase: Anéilise de exatiddo e precisio dos contadores automaticos em

amostras normais e “plaquetopénicas alvo” pés-diluicdo seriada:

Os resultados apresentados as tabelas 2.1 a 2.8 mostram os valores
obtidos pelos contadores automaticos em amostras de individuos normais sem
alteragdes moerfoldgicas ou “flags” nos aparethos e nas amostras plaquetopénicas
obtidas em laboratério a partir daquelas amostras normais, apés processe de
diluigéo seriada (“plaquetopénicos alvo®). A tabela 2.9 mostra os valores médios
de contagem e seus coeficientes de variagdo em niveis de plaquetas mais amplos
(de 50.000 a 800.000/mm>). obtidas. em laboratdrio, também a partir de amostras

normais (sem alarmes) com e sem diluigdo.

Exatidao dos contadores:

Para os contadores ADVIA, STKS e H1, a diferenga entre os vaiores
meédios obtidos e os valores alvo desejados, para as 36 determinagdes por grupo
de contagem (contagens em triplicata para 3 diluigdes 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 -0,1% para o grupo de 30.000 plag/mm®. O coulter T-890
obteve valores médios para as 36 determinagdes de 11 a 16,5% menores que os
valores alvo desejados, para os grupos de 10.000 a 30.000 plag/mm? . Para os
grupos alvo de 2.000 e 5.000, os resultados foram de respectivamente —2% e de
-19,05% em relagéo ao valor alvo desejado (tabelas 2.1 a 2.5), { figura 1),

Plaq x1.000/mm’

1
0,5 o

o . ﬁ%_w

-0,5 T\\ 2 —3

1-; N '

- ’2 " \

25 \\L\
-3 T

-3.58
-4

—o-ADVIA —a—S8TKS —a—H1 ——T-890

Figura 1. Diferengas em valor absoluto de plaq x 1.000/mm* entre o
valor alvo obtido e o valor glyo desejado por grupo de amostras
plaquetopénicas de laboratorio { 2.000 (1); 5.000 (2); 10.000 (3);
20.000 (4) e 30.000 (5), para cada um dos contadores automaticos.
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Tabeta 2.1 - Contagem de plaquetas obtidas pelo ADVIA-120 Hematology System, em
amostras plaguetopénicas produzidas em laboratorio, a partir de amostras
Normais que sofreram processo de diluigio seriada, ( 2° fase).
Média Pla Média plag Amplitude
Valor alvo (x1 l)l)l];'mmti CV% K Corrig.# 3
) (x1000/mm’) (x1000/mm”}
Alvo 2.000
Amosira 1 2,00 13,8 1,088 1,83 1-3
Amostra 2 21 6,73 1,017 2,07 2-3
Amostra 3 2,00 0 1,064 1,88 2
Amostra 4 2,89 21 21 1,084 2,72 2-4
Total 2,25 26,454(10,38)* 1,058 212
Alvo 5.000
Amostra 1 5.00 0 1,033 4,84 5
Amostra 2 5,66 572 1,089 5,19 5-6
Amostra 3 5,55 11,27 1,00 5,55 5.7
Amostra 4 5,33 11,16 1,064 5.08 4-8
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
Amostrad 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
Amoslra 2 22 44 574 1.014 2213 21-25
Amosira 3 20,55 6,69 1,07 19,20 18-24
Amostra 4 21,33 525 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
Total 20,80 6,57* (3,32~ 1,028 29,97

K (constante de controle da dituigio): K >1 concentragao artefatual; K < 1 diluigao artefatual.

n = 9 para cada amostra (3 diluigdes. cada uma em triplicata): 1 —4 representam diluigoes seriadas
de sangues obtidos de 4 doadores voluntén’o_s. Toula! de 180 contagens.36 por grupo alvo.

« Coeficiente de variagio do total de determinagdes em todas as amostras.

=~ Média dos CVs das quatro amostras, ”

# Valor corrigido ap6s multiplicagdo da media por K"

CV = coeficiente de variagao.
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Tabela 2.2 - IContage!n_ de plaquetas obtidas pelo Coulter STKS, em amostras
Plaquetopénicas produzidas em laboratério, a partir de amostras normais
que sofreram processo de diluicdo seriada, { 2° fase ).

Média Pla Média nlag .
Valor alvo (X1000Immq) CV% K Corrig.# Amphtude}
(x1000/mm?)  (x1000/mm?)

Alvo 2.000

ﬁmostra 1 2,00 0 0,998 2,00 2
mostra 2 3,22 9,43 0,964 34 34

Amostra 3 2,89 589 1,00 2.89 2.3
Amostra 4 278 20,86 1.122 2,47 2-4
Total 2,72 22,26* {3,04)* 1,021 2,66

Alvo 5.000
Amostra 1 4,67 6.99 0,954 4.89 4-5
Amostra 2 6,11 2,48 0,992 6,16 6-7
Amostra 3 544 867 1.00 5,44 5-6
Amosira 4 4,55 10,38 0,987 4,60 4-5
Total 519 14,92 (7,12~ 0,983 5,27

Alvo 10.000
Amostra 1 9.11 1.68 0,998 913 9-10
Amostra 2 10,55 5,42 0,992 10,64 10-12
Amostra 3 944 499 0.927 10,18 9-10
Amostra 4 8,78 6,65 0,962 9,13 8-10
Total 9.47 947" (4,68)™ 0,969 9,77

Alvo 20.000
Amostra 1 17.99 2.57 0,984 18,29 17-19
Amostra 2 19,89 1.6 0,950 20,93 19-21
Amostra 3 18.22 2,59 0,991 18.38 17-19
Amostra 4 17,89 24 0,959 18,65 17-19
Total 18,58 5,44* (2,29)™ 0,971 19,13

Alvo 30.000
Amostra 1 28,00 3,903 0,975 28.72 27-31
Amostra 3 29.44 213 0,978 30,10 28-31
Amostra 4 28‘89 4,38 1 .009 28.63 25'31
Total 28,89 6,147 (3,59 0,978 29.54

K (constante de controle da diluicao):K >1 concentracdo artefatual; K < 1 diluicéo artefatual.

n = 9 para cada amostra(3 diluigbes, cada uma em triplicata); 1 —4 represeniam diluicbes seriadas
de sangues obtidos de 4 doadores voluntarios. Total de 180 contagens, 36 por grupo alvo.

* Coeficiente de variacdo do total de delerminacdes em todas as amostras.

*« Média dos CVs das quatro amostras. ]

# Valor corrigido apds multiplicagao da média por *K".

CV = coeficiente de variacao.



43

Tabela 2.3 -
abeta Colr;tagem de plaguetas obtidas pelo Hi Technicon System, em amosfras
pu:ue:opemcas Produzidas em laboratério, a partir de amostras normais
que sofreram processo de diluigdo seriada, ( 2 fase ).
Média Pia Média plaq .
(x4000/mm*}

Alvo 2.000
Qmoszra .12 2,22 13,8 1,004 2,21 1-4
Amgstra 3 2,33 12,63 1,00 2,33 2-3

stra 2,22 13,47 0,989 2,24 2-3

Amostra 4 2,22 27.08 1,250 1,78 1-3
Total 2,25 26,44* (16,69)~ 1,06 2,14

Alvo 5.000
Amosira 1 5,11 8,39 0,988 517 4-6
Amosira 2 478 10,10 0,850 562 4.6
Amostra 3 478 15,54 1,013 472 4-8
Amostra 4 4,89 337 1,025 477 4-5
Total 4,89 12,55 (9,35~ 0,963 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 g-11
Total 9,80 10,97 (7,66)* 0,980 10,03

Alvo 20.000
Amostra 1 19,78 579 1,001 19,76 18-22
Amostra 2 18,22 3.06 0,954 20,15 18-20
Amostra 3 1877 527 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
Amosira 1 a3 |77 452 1.027 30,93 28-36
Amostra 2 29,89 3,29 0,952 31,39 28-32
Amoslra 3 29,33 5,05 1,043 2812 28-32
Amostra 4 29,55 513 1,056 28,00 27-32
Total 30,08 6,48* (4,49 1,019 29,52

K (constante de controle da diluicdo):K >1 concentrag-éo_ artefatual; K < 1 diluicdo artefatual.
n = 9 para cada amostra(3 diluigdes, cada uma em triplicata); 1 —4 representam diluigdes seriadas
de sangues obtidos de 4 doadores voluntén‘og To_tal de 180 contagens,36 por grupo alvo.

s+ Coeficiente de variacio do total de determinagdes em todas as amostras.

* Média dos CVs das guatro amostras. -

# Valor corrigido apds multiplicacao da média por*K".

CV = coeficiente de variagéo.
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Tabela 24 - Con
tagem de plaquetas obtidas pelo Coulter T-890, em amostras

plaquet i p
qugsof:lg-éamcas produzidas em laboratério, a partir de amostras normais
M processo de diluigdo seriada, ( 2° fase ),

Média Pia Médi
Valor atvo (x1000!mm3) CV% K go:?igp ':q Amplitude
o {x1000!mm3) {x1000/mm"~)
Amostra 1 200
Amostra 2 2,00 g 1.00 2,00 2
Amostra 3 .00 . 1,046 1,91 2
Amostra 4 2 00 "o :%g 13; 1-3
Total ' M : ! 2
2,00 11,78* (4,04)~ 1,04 1,96
Alvo 5.000
Amostra
A 1 422 11,97 0.965 4,37 3-5
mostra 2 4,22 10,17 0,975 4,33 4-5
Amostra 3 444 3‘67 1‘001 ’ ]
A 1 1 4‘43 4"5
Tmostra 4 3,89 4,29 1,058 368 3-4
otal 4,14 14,13* (7,52)* 0,999 4,20
Aivo 10.000
Amostra 1 8.67 0 0.994
Amostra 2 8,22 3,77 1,01 g'—ﬁ g:g
Amostra 3 8.77 538 1,00 8.77 8-10
Amostrad 8,11 1,89 1,04 7.8 8-9
Total 8.44 6,51" (2,76 1,011 8,36
Alvo 20.000
Amostra 1 17,33 34 0,997 17.38 18-18
Amostra 2 16,78 421 0,996 16,85 15-18
Amosira 3 17.67 N 0,989 17.87 17-19
Amnostra 4 16,67 432 1,028 16,22 16-19
Total 17,11 5,20* (3,81)"™ 1,002 17,10
Alvo 30.000
Amostra 1 27.43 26 1,00 27.43 26-31
Amostra 2 25,67 1,05 0,985 26,16 24-27
Amostra 3 2722 2,85 0,991 27.47 26-30
Total 26,83 5,23* (2,06)™ 1,006 26,69

K (constante de controle da diluigao):K >1 concentragéo artefalual: K < 1 diluigo artefatual.

n = 9 para cada amostra(3 diluicdes. cada uma em tripticata); 1 -4 represcntam dituicdes seriadas de sangues
oblidos de 4 doadores voluntarios. Tofal dc 180 contsigens,36 por grupo alvo.

« Coeficiente de variagdo do total de determinagtes em todas as amostras.

= Média dos CVs das quatro amosiras.

# Valor corrigido apos multiplicagio da média por *K”.

CV = coeficiente de variagao.
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Tabela 2.5 — Diferenga em

desejados {
plaguetopéni

Percentagemn e em vator absoluto (plag/mm®) entre os valores
grupos alvo) e os valores obtidos para as amostras
€as produzidas em laboratério. Resultados obtidos por cada um

dos contadores automaticos, (2° fase).
Grupo Alvo {plag/mm°)
Aparethos 2000 5000 10000 20000 30000

Diferenca %* (Diferenca Absoluta em Plaq x 1000/mm® =)

g?:ISA :?33(+0612)“ +3,6 (+0,18)  +0,1 (+0,01) +1,2 (+0,24) -0.1 (-0,03}
P o (:0.:56) +5.4 (+0,27) -2,3(-0,23) -435(-0,87) -1,53 (-0.46)
890 (+0,14) +14 (+0,07) +0,3 (+0,03) -4.5 (-0,9) -1,6 (-0,48)

-2 (-0,04) -19,05(-0.8)  -16.4 (-164) -145(-29  -11,03(-3,31)

Obs: Os valores usados foram os ja comigidos para o erro de diluig¢o.

O estudo de finearidade dos contadores (tabela 2.6) mostra que os niveis
de correlagéo (r), entre os valores “alvo” desejados e os valores obtidos pelos
quatro contadores, foram maiores que 0,999. Os interceptos no eixo “y” ndo foram
significativamente diferentes de zero. Entretanto, apesar de os demais aparethos
terem obtido valores de inclinagdo acima de 0,960 , o valor de inclinagio para o
T-890 foi de apenas 0,880.

Tabela 2.6 — Anélise de regressdo linear e correlagdo dos contadores automaticos para
contagens de plaquetas abaixo de 30.000 plag/mm’ (2° fase)

Intercepto em y

Aparelhos r inclinagdo (plag/mm3)
ADVIA 1.000 1.000 150.1
STKS 0,999 0,960 438,8
HA1 1,000 0,970 180,5
T880 0,898 0,880 -190,8

* Os valores usados foram os ja corrigidos para o erro de diluigdo.

** - coeficiente correlagdo de Pearson (p< 0,001).
Estudo da Linearidade dos contadores para contagem de plaquetas de 2.000 a 30.000/mm’, a

partir de amostras normais ap6s sofrerem processo de diluigio seriada, (2* fase)
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Precisdo dos contadores:

Para as 3 inaca
6 determinagdes por grupo de contagem (contagens em triplicata

ara 3 diluicd
p 2 iluicdes para cada amostra), nenhum dos contadores apresentou
resulta c;s para coeficiente de variagio acima de 26.5% para grupo alvo de 2.000
plag/mm®, 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 plag/mm® (tabelas 2.1 a 2.4),

Os resultados apresentados nas tabelas 2.7 e 2,8 revelam o grande poder
de precisdo dos contadores em amostras de individuos normais. Uma ainda
bastante satisfatoria precisdo dos contadores, também foi observada nas
amostras “plaguetopénicas alvo” em relagdo as amostras com niveis normais de
plaquetas. Os contadores Coulter tiveram um discreto maior poder de precisdo
em relagdo ao ADVIA e H1, nas amostras plaquetop@nicas obtidas em laboratdrio.
Os dados da tabela 2,9 mostra ndo haver interferéncia nos niveis de ptaguetas

. 3 P
acima de 50.000/mm™ no poder de precisdo dos contadores em amostras sem
alarmes.

Tabela 2.7 — Analise de precisio dos contadores automaticos em amostras com niveis
normais de plaguetas (2° fase).

ADVIA STKS H1 T390

*Média C.V. *Média C.V. *Média CV. “Média CcV.
Pig/mm® (%) Plg/mm® (%) Plg/imm” (%) Plg/mm® (%)

Amostra 1 244.600 3,25 217.667 0,70 221.667 513 231.333 0,25
Amostra2  213.667 0,97 220667 0,26 231.333 2,88 233.000 2,23
Amostra3 ~ 233.000 1,43 225.000 0,77 230.333 261 231667 2,45
Amostra 4 224,000 2,04 222.000 1.19 228.333 141 233.667 0,49
Média total  228.500 1,85 221.333 0,73 227.916 3,01 232.417 1,36

Analise de precisdo dos contadores a parlir de 04 amostras normais, sem alanmes nos aparelhos.
que foram submetidas a contagens em quintuplicata.

* Média plaqum3 = média pos-quintuplicata por amostra;

**Média total = média das médias das 4 amostras.

CV = coeficiente de variagao.
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Tabela 2.8 - .
rﬁi::gonﬁomparatwo da precisdo dos contadores entre as amostras com
Ormais de plaquetas e as amostras plaquetopénicas obtidas em

laboratério a ; .
e . partir das pré . .
diluigso, (2° fase) proprias amostras normais, apés processo de

Grupos alvo ADVIA
pés-diluitiao STKS H1 T390

Plg/mm CV (%)

2.000 10.38 5,04 1556 67
10,000 7,04 7.12 9.35 752
20.000 6.5 4.68 7.66 276
30,000 5,66 2,29 4,68 3,81

Pt 3,31 3,59 4.49 2,08
Média 6,58 5,34 8.57 4.04

Sem Diluigdo™ 1,85 0,73 3,01 1,36

" roédgi;?uc;’)?)s CVs dos grupos alvo pés-diluigio (4 amostras por grupo pos-triplicata) 36 contagens

** Média dos CVs nas mesmas amostras pré-diluicho (4 amostras pds-tripiicata
CV = coeficiente de varlacio. P g0 { P P )

Tabela 2,9 — Analise da precisao dos contadores automaticos para niveis de plaquetas de
50.000 a 800.000/mm’, (2° fase, 2b).

Plaq x 1000/mm’ CV(%)

ADVIA STKS H1 T-890 ADVIA  STKS H1 T-890
52,8 478 514 440 1,86 2,81 308 227
99,6 87.9 97,2 83,7 2,97 2.4 196 2,04
2256 2206 2283 2153 2,53 13 199 2,32
4224 399 4003 407.6 3.01 1,96 167 167
575.8 539,1 597.2 5448 3,22 25 137 129
7464 695,4 709.7 7244 1,33 1,44 1,85  0.94

CV = coeficiente de variagio.

Precisdo dos diferentes contadores. Foram feitas dez (10) contagens para cada uma das 6
amostras (sem alarmes), por cada aparelho. Influéncia dos niveis de plaquetas no coeficiente de
variagéo.

4.3. 3* fase: Estudo comparativo entre os métodos automaticos e os
manuais (diretos e indiretos) para contagem de plaquetas em pacientes
plaguetopénicos; analise de alarmes nos contadores automaticos.

Analise de exatidao:

A média das contagens de plaquetas realizadas em ftriplicata pelos

aparelhos e métodos manuais para as 70 amostras plaquetopénicas com

contagens abaixo de 100.000 p!aq!mm3 apresentadas a tabela 3.1 mostram que

as contagens obtidas pelos contadores H1 e T-890 e o "'mét. ind. 1" foram
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significati '
g livamente maiores Que aquelas obtidas pelo método de referéncia (média
de contagem = 36.200 plag/mm?)

com valores em média de, respectivamente
+5.450 plag/mm® (p =

0,001), +5.000 plag/mm® (p = 0,002) e +3.730 plag/mm®
(p = 0.002), em teste “t" pareado. Para o grupo de plaguetopénicos criticos (43
amostras com menos de 30.000 plag/mm?®) os resultados mostraram valores ainda
de maior significAncia (tabela 3.2). Foram obtidos valores de +5.160 plag/mm’
para o H1 (p< 0,001), +6.120 plag/mm® para o T-890 (p< 0,001) e + 2.500
plag/mm?® para o “esfreg.1” (p = 0,008), acima daqueles obtidos pelo método de
referéncia (média de contagem = 18.040 plag/mm®), em teste “t’ pareado. Os

demais métodos, tanto para o grupo de 70 quanto de 43 amostras, nao
apresentaram diferengas significativas.

Tabela 3.1 - Andlise da exatiddo. Teste “t” pareado: comparagdo dos métodos
autorpatizados € métodos manuais diretos e indiretos em relagio ao método de
referéncia {A), para amostras de pacientes plaguetopénicos com niveis de
plaquetas abaixo de 100.000/mm’. Diferencga entre a média das contagens de
plaguetas por cada método (B) e 0 método de referéncia (A). { 3* fase, n=70).

Métodos Diferenga das médias Diferenga em t
5 intervalo 95% Cont. AxB P
A B {A - B) em plag/mm em Plag/mm’ (AxB)
Br.Cr ADVIA a70 -660 até 2.600 1,2 0,238
Br.Cr STKS 870 -1.410 até 3.120 0,75 0.455
Br.Cr H1 -5.450 -7.380 até -3.510 56 0,001
Br.Cr T890 -5.000 -8.150 até -1.850 -3.2 0,002
BrCr Maspes 3,380 -1.030 até 7.750 1.5 0.131
Br.Cr Mét. ind .1 -3.730 -6.100 até -1.370 -31 0,002
Br.Cr Mét. ind.2 1.300 - 660 até 3.250 1.3 0,120
Valor médio obtido pelo mélodo de referéncia (A) = 36.200 plag/mm”
Tabela 3.2 - Anilise da exatiddo. Teste “t” pareado: comparagdo dos métodos

automatizados e métodos manuais diretos e indiretos em relagdo ao meétodo de
referéncia (A), para amostras cge pacientes plagquetopénicos com niveis de
plaguetas abaixo de 30.000/mm’. Diferenga entre a média das contagens de
plaguetas por cada método (B) e o método de referéncia {A). ( 3% fase, n=43),

Diferenga em

P edias
Diferenga das médi intervalo 95% Conf.

¢

A B (A~ B)em plaqlmm’ em Plaqlmm’ (AxB) P

730 ~320 alé 1.770 14 0,168
Br.cr gy 940 2.700 até 810 41 0.286
8r.Cr e -5.160 -6.720 até -3.610 67 <0001
o T890 -6.120 -9.490 até -2.740 3,7 <0,001
Br.Cr Maspes 1.480 1150 até 4.110 11 0263
Br.Cr ” g -2.500 -4.330 até -680 28 0,008
SE'SI et ind 2 250 1.210 até 1.720 04 0729

Valor médio oblido peto método de referéncia (A) = 18.040 plag/mm’
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U igni 2
ma boa e significante correlagdo (p< 0,001) entre os contadores ADVIA,

STKS? € H1 e o método de referéncia foi observada apenas a niveis de plaquetas
que incluiram as contagens acima de 30.000 plag/mm? (n=70), tabela 3,3.
Entretanto, para as contagens incluindo apenas os valores abaixo de 30.000

< N —
plag/mm” (n=43), somente 0 ADVIA manteve boa correlagdo com o método de

referéncia (r = 0,947), tabela 3,4. O couiter T-890 apresentou baixa correlagédo de
resultados com o método de referéncia 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 ndo haver correlagdo significativa entre c ADVIA e
os demais aparelhos (STKS, H1 e T-890). Destes, o valor obtido em relagéo ao
Coulter-T890 foi 0 mais baixo, com (r = 0,544).

O método de Maspes apresentou baixa correlagdo de resultados com o
método de referéncia, tanto para n = 70 (r = 0,797) quanto para n= 43 (r = 0,534)
(tabelas 3.3 e 3.4).

Tabela 3.3 — Andlise de regressdo linear e correlacdo dos métodos automaticos e manuais
(diretos e indiretos) em relacdo ao método de referéncia, para os pacientes
plaguetopénicos com niveis abaixo de 100.000 plag/mm’, n = 70. (3 fase)

Plag/mm® (A)* Brecher-Cronkite
{B) Média =+ D.P. Coef. Correl. (r) Inclinagao Intercepto™
ADVIA 35230 + 27.070 0,968 0,974 -18,28
STKS 35350 + 24740 0,937 0,861 41778
H1 41650 + 27,950 0,857 0,994 5654.3
T820 41.1¢0 + 27.580 0,884 0,906 83901
Maspes 32.840 + 29.830 0,797 0,884 8373
mét. ind .1 39.930 + 30440 0,948 1,073 1100,5
mét. ind.2 34900 + 26910 0,954 0,853 73,3

ite: média = ' io padrao)
* Brecher-Cronkite: média = 36.200 + 26.920; D.P.(desvio padrao, o '
OﬁS' Todas as analises liveram como varidvel independente o metodo de referéncia B.Cronkite.

** plag/mm’ ; (p < 0,001)
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Tabela 3.4 - Anjlise de re

. gressio lipe ... is
(diretos e ing ar e correlagdo dos métodos autométicos e manuai

iretos) em relagio ao método de referéncia, para os pacientes

plaquetopénicos com niveis abaixo de 30.000 plag/mm’, n = 43, (3" fase)
Plaquetas /mm® (A)* Brecher-Cronkite
(B) Média + Tpp. Coef. Correl. (r)  Inclinagédo Intercepto™
pchie 17310+ 9550 0,947 0,863 17495
ST 18980 + 8530 0,839 0,683 8.650,3
00 23200 + 9980 0,879 0,835 8.136,8
T8 24200 + 12910 0,577 0,711 11.326.4
Maspes 16.560 + 8980 0,623 0,534 6.929,3
mét. ind.1 20530 + 12.990 0,893 1,107 556,7
meét. ind.2 17.780 + 10930 0,902 0,940 8147

* Brecher-Cronkite: média = 18.040 + 10.480 (plag/mm"); D.P.(desvio padrao)

Obs: Todasaas andlises tiveram como variavel independente 0 método de referéncia B.Cronkite.
™ plaq /mm” ; (p < 0,001)

ADVIA = 17495 + 0,86273 * BRECHER-CRONKITE
Comelagha: 1= 0,94687

45000

35000 |

3

ADVIA [Plequetas /mm )
h
n
(]
g

15000

5000

- : , \ L ; ™a_ Regressio
SO0 00 6000 15000 25000 35000 J6000 55000 95% Conf.
BRECHER-CRONKITE {Plequetes imm §

Figura 2 Andélise de regressao linear e correlagdo entre o método de referéncia

(Brecher-Cronkite) e o AD
30.000 plag/mm® (3" fase).

VIA, para as amostras de pacientes com niveis abaixo de
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STKS=66503 + 0.683¢2 * BRECHER CRONKITE
Comrelagho: ¢ = 0.83944
40000

35000 ¢

3

mm )

30000 §

25000 }

20000 ¢

15000 |

STKS {Plaquetas.

10000 |

5000 |

1] H . ; . e, o Repressao
-5000 5000 15000 25000 35000 45000 55000 ¥5% Conf

BRECHER-CRONKITE (Plaqustas m )

Figura 3. Anilise de regressio linear e correlagdo entre o método de referéncia

(Brecher-Cronkite) e o STKS, para as amostras de pacientes com niveis abaixo de
30.000 plag/mm?® (3* fase).

HY = 8136,8 * 0,83524 * BRECHER-CRONK|TE
Crirelagho: « = (,87901

80000 : _ ] _ . _
50000
-
£
£ 40000
7]
&
€ 30000
[+3
8
a
~ 20000 }
I
10000 |-
" . . . L a. Regressdo
.05000 S000 15000 25000 35000 45000 55000 $5% Cont
BRECHER-CRONKITE (Plaquetns imesh)
Figura 4. Anélise de regressdo linear e cormrelagdo entre o método de referéncia
(Brecher-Cronkite) e o H1, para as amostras de pacientes com niveis abaixoc de

30.000 plag/mm?® (3’ fase).
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1880 = 11326, » 0.71126 * BRECHER CRONKITE

Correlagao « = 0 57764
80000

70000 | o
80000 |
50000 }
40000

30000

K)
T89Q {Plaguetds imm |}

20000
10000 |

oF-

-10000 P i , —— . ~a. Regressdo
5000 5000 15000 25000 35000 45000 55000 93% Conf

BRECHER-CRONKITE (Plaquetas imnt)

Figura 5. Anilise de regressio linear e correlagio entre o método de referéncia

{Brecher-Cronkite) e o T-890, para as amostras de pacientes com niveis abaixo de
30.000 plag/mm? (3* fase).

MASPES JAMRA = 6929.3 + 0.53473 * BRECHER-CRONKITE
Carrelagdo r - 062262
45000 Y A v M N -

3

35000 |

25000

45000 |

5000 |

MASPES-JAMRA [Plaguatas /m

"o, Regeessas

G000 o %000 15000 25000 35000 46000 55000 95% Conf

a
BRECHER-GRONKITE (Plaquetas med )

Figura 6. Analise de regressdo linear e correlag3o entre o método de referéncia

Cronkite) e 0 meétodo de Maspes, para as amostras de pacientes com
r_

{Breche

niveis abaixo de 30.000 ptag/mm® (3° fase).
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“a, Renregsdo
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Figura 7. Anélise de regressio linear e correlagiio entre 0 método de referéncia

(Brecher-Cronkite) e o método indireto 1 {por fator conversao de 20.000), para as
amostras de pacientes com niveis abaixo de 30.000 plag/mm?® (3* fase).
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Figura 8.

(Brecher-Cronkite} e © métod
mostras de pacientes com niveis abaixo de 30.000 plag/mm® (3" fase).
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Relasan PlagEnt = Bi4 BT + 0 94179 * BRECHER -CRUNKITE
Comalagio: r = 030214
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se de regressao finear e correlagao entre o método de referéncia

o indireto 2 {usc da relagdo eritrécitos/plaquetas),
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Nossos re 2 [
sultados para correlagdo entre os aparelhos que se utilizam de

istema si
sistema simples para contagem de plaquetas (STKS, volumetria por impedancia;

H1, volumetri i 3 i
©irna por dispersio de Iuz laser em uma dimensdo e T-890, volumetria

por impedancia) e o ADVIA que se utiliza de um sistema de contagem de

plaquetas em duas dimensges (sistema 2D), ndo demosntrou resultados

satisfatorios para as amostras plaquetopéncicas com niveis abaixo de 30.000
3 . .
plag/mm®. Além disso, os resuitados para o teste “t" pareado demonstraram

diferengas significativas entre os contadores STKS, H1 e T-890 em relagdo ao
ADVIA (tabela 3.5).

Tabela 3.5 -~ Teste “t" pa'r('aado e correlagio entre a tecnologia 2D {volumetria e indice de
refracdo) utilizada pelo ADVIA versus volumetria simples (1D) utilizada pelos

c?nt_adores {STKS, H1 e T-890) nas amostras dos pacientes plaquetopénicos com
niveis abaixo de 30.000 plag/mm*(3° fase}

Teste “t” Pearson
Métodos p dif. médias interv. conf. de 95% r
ADVIA x STKS < 0,05 -1.672 plag/mm”  -3.279 até -055 plag/mm’ 0,338
ADVIA x H1 <0,001  -5897 plag/mm’ -7.334 até -4.448 plag/mm® 0,885
ADVIA x T-890 < 0,001 -6.850 pIanmm:" -10.268 até -3.420 plaqimm3 0,544

dif. médias = diferenga entre médias

0O método indireto que se utiliza de fator de conversao ("mét. ind. 1°) apesar
de ter demonstrado boa correla¢do de resuttados com o método de referéncia (r =
0,948; tabela 3.3), o ADVIA (r = 0,961; tabela 3.7) e 0 “mét. ind. 2" (r = 0,989)
(tabela 3.6) para as amostras com niveis abaixo de 100.000 piag/mm® néo
demonstrou a mesma satisfatoriedade para o grupo de contagens abaixo de
30.000 plaqlmma, em relagio ao método de referéncia (tabela 3.4). Além disso,
apresentou diferenca significativa em teste ‘t’ pareado tanto para as amostras
com menos de 100.000 plaqlmms, quanto para aquelas com niveis abaixo de
30.000 plag/mm®, em relagéo ao metodo de referéncia (tabelas 3.1 e 3.2), erm

relagdo ao ADVIA (tabela 3.7), e em relagho 0 “mét. ind. 2” (tabela 3.6).
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Tabela 3.6 - T tagn
:,f,‘;t,‘a;’?;eado e correlagio entre o “mét. ind. 1" e o “mét. ind. 2", nas 70
i 3 U905 pacientes plaquetopénicos com valores abaixo de 100.000

S 43 amostras incluinde apenas os plaquetopénicos com
contagens abaixo de 30.000 plaqlmrna(lla fase)p e "

“meét.ind.2” x

“mét, ind.1” Teste *“t" Pearson
(grupo amostras) T P dif. Médias interv. conf. de 95% r
g ((2 - Zgg -;.g? <0001 -5.030 plag/mm’ -6.339 até -3.724 plag/mm’ 0,989
~1.03 <0001 -2.750 plag/mm® -3.542 até -1.961 plag/mm’ 0,991

Grupe A = amostras com menos de 100.000 plag/mm”
Grupo B = amosiras com menos de 30.000 plag/mm?

Tabela 3.7 - Teste _"t” pareado e correlagio entre o “mét. ind.1” e 0 ADVIA, nas 70 amostras dos
pacientes plaquetopénicos com valores abaixo de 100.000 plag/mm® e nas 43

amostras dos pacientes plaquetopénicos com contagens abaixo de 30.000
plag/mm® (3* fase)

ADVIA x e
"mét.ind."“ Teste t Pearson
{grupo amoslras) T ¢} dif. médias intery. Conf, de 95% r
A (n=70) -4,49 <0,001 -4.700 plag/mm® -6.793 até -2.616 plaq;fmm‘J 0,961
B (n=43) -361 <0,001 -3.230 plag/mm®  -5.025 até -1.424 plag/mm”> 0,909

Grupo A = amostras com menos de 100.000 plag/mm®
Grupo B = amostras com menos de 30.000 plaqum3

Analise de preciséo:

A reprodutibifidade de resultados dos meétodos diretos (contagens
automaticas com CV de 4,18% a 7,95% e manuais em hemocitdmetro com CV de
10,26% e 10,43%) (tabela 3.9) foi significativamente maior que as obtidas pelos
métodos indiretos em esfregago corado com CVs de 26,02% (teste Tukey com p <
0,001), tanto para 0 grupo de plaquetopénicos criticos com < 30.000 plag/mm®
(n=43) (tabela 3.9) quanto para seus subgrupos (tabela 3.10). Para o grupo geral
de plaquetopénicos com < 100.000 p!aqa’mm3 (n=70) também foram observadas
diferengas significativas (teste Tukey, p < 0,001) (tabela 3.8).

Entre os métodos gutomaticos @ manuais em camara de contagem os

resultados mostraram diferencas significativas apenas em relagao ao T-890 (teste

Tukey, p < 0,05), tanto para o grupo de plaguetopénicos criticos (tabela 3.9),
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t
quanto para o grupo geral de plaquetopénicos < 100.000 plag/imm’ (n=70) (tabela
3.8).

E .
ntre os Contadores, apesar de os aparelhos da Coulter terem obtido

valores de CV em média meihores que o ADVIA e H1, ndo foram observadas

diferencas significativas (teste Tukey, p > 0,05) nem no grupo geral com menos
3

de 100.000 plag/mm® nem no grupo de plaquetopénicos criticos abaixo de 30.000

plag/mm?.

Tabela 3.8- Teste Tukey (andlise de varidncia) entre os métodos automaticos e manuais
(diretos e indiretos) nas amostras dos pacientes plaquetopénicos com niveis

abaixo de 100.000 plagimm® (n = 70), tendo como variavel o coeficiente de
variagao, (3" fase},

Método ADVIA  STKs H1 T-880 Maspes Br.Cr Met.ind1 met.ind.2
(597)*  (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 0,000 0,000
STKS 0.999 0,847 0275 0,169 0.000 0,000
H1 0,483 0649 0,489 0.000 0,000
T-890 0,004 0,002 0.000 0,000
Maspes - 0,999 0,000 0.000
Br.Cr 0.000 0,000
met. ind.1 1,000

* Coeficiente de variagio (CV %)

Tabela 3.9— Teste Tukey (analise de varidncia) entre os métodos autométicos e manuais
(diretos e indiretos) nas amostras dos pacientes plaguetopénicos com niveis
abaixo de 30.000 plag/mm’, tendo como variavel o coeficiente de variagio (3

fase)
ADVIA  STKS H1 7890 Maspes Br.Cr meét.ind.4 Mt ind.2

Método {7,95). (5,5?,* (7.85)* (4,18)* {10,26)* (10,43)* (26,02)* (26,02)*
ADVIA 0,994 1,000 0,408 0,904 0,864 0.000 0,000
STKS ' 0998 0886 0439 0,375 0,000 0.000
) 0523 0829 0776  0.000 0,000
H 0016 0011 0000 0,000
T-890 1.000 0,000 0.000
Mgsges 0.000 0.000
r.Cr 1,000

met. ind.1

" Coeficiente de vanagdo (CV %)
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Tabeia 3.10— Analise de precisao. Estudo comparativo dos coeficientes de variagdo em
amostras3 de pacientes plaquetopénicos com niveis abaixc de 10.000
plathm » de 10.000 a 20.000 plag/mm’ e de 20.000 a 30.000 plaq!mm’, entre
0s metodos automaticos e manuais diretos e indiretos (3° fase}

Suhgrupos
] < 10.000 plaq / mm’ 10.000 < plag / mm’< 20.000 > 20.000 plag/mm’

Métodos *Média CV % (n)*

ADVIA 10,8 (12) 7,12 (14) 8,56 (17)
STKS 8.6 (8) 7,.20(18) 5,00 (17)
Hi 12,3 (3) 10,30 (14) 5,68 (26)
T-890 8,6 (4) 4,84 (15) 2,86 (24)
Maspes 12,9 (13) 9,19 (11 8,08 (19)
Er.pr 11,7 (15) 12,0 (9) 8,22 (19)
met. !nd.1 386 (12) 24,7 (10) 19,5 (21)
meét, ind.2 36,7 (14) 23,85 {(12) 18,7 (17)

* va[or médio obtido a pariir do CV(%) de cada amostra,
** numero de amostras segundo cada método, para cada subgrupo.

Contagens de plaquetas versus limites de transfusao profilatica:

Das 43 amostras plaquetopénicas com contagem de plaquetas menor que
30.000/mm?, 19 pelo ADVIA, 29, 34, 35, 20, 31 e 22 pelo STKS, Ht, T-890,

Maspes, “‘mét. ind.1" e "meét. ind. 2°, respectivamente, tiveram resultados maiores
que os do método de referéncia (BrCr).

Para o limite profitatico de 20.000 plag/mm®, em boa parte das 24 amostras
que tiveram contagens abaixo deste limite pelo método de referéncia BrCr (I{CSH
1984/1988) e valores acima deste "treshold” pelos demais métodos avaliados,

foram observadas diferengas significativas de contagem (tabela 3.11).

Para o limite de 10.000 plag/mm? , das 15 amostras com valores abaixo de
10.000 ptag/mm® pelo método de referéncia (BrCr), nenhuma pelo ADVIA (O%),
37% pelo STKS; 75% pelo H1; 91 7% pelo T-890; 80% pelo método Maspes; 50%
pelo "mét. ind.1" e 33,3% peio ‘mét. ind.2", das amostras que tiveram valores

acima de 10.000 plaqlmm3 apresentaram uma diferenca significativa de contagem
(tabela 3.11).

Entretanto, para os contadores automaticos todas estas amostras com
valores acima dos limites de 10.000 ou 20.000 plagimm® e que o método de

referéncia obteve resultados abaixo destes limites e com diferengas significativas,
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tiveram deflagrados alarmes e indicagdo de revisdo segundo os préprios
fabricantes (tabela 3.13).

Os resultados apresentados 3 tabela 3.12 mostram ter havido um grande
aumento no percentual de amostras obtidas pelos métodos indiretos, em que pslo
menos um de seus resultados foi mais alto que os valores utilizados como limites
profilaticos de 10.000 e 20.000 plag/mm?, para os pacientes em que tiveram suas
contagens inferiores a estes limites pelo método de referéncia, quando
comparados aos resultados médios pos friplicata (tabela 3.11). Além disso, a
quantidade de amostras obtidas pelos métodos indiretos gue excederam Os
limites profilaticos e tiveram diferengas significativas de contagem em relagdo aos
resultados de referéncia também aumentaram consideravelmente guando
comparamos os resuitados médios pds-triplicata (30 campos), tabela 3.11, com
os resuitados em que pelo menos uma de suas contagens (10 campos)
excederam os referidos limites de 10.000 e 20.000 plag/mm” (tabela 3.12).

Tabela 3.11- Métodos automaticos e manuais versus limites indicados para transfusio de
plaquetas: Percentual de amostras em que a média das contagens em triplicata
obtidas pelos contadores autornaticos, método Maspes e métodos indiretos
excederam os limites profilaticos de 10.000 e 20.000 plag/mm°, nas amostras em
que tiveram valores inferiores A estes limites pelo método de referéncia.
Percentual de amostras que excederam os limites profilaticos e tiveram
diferengas significativas {erro significativo) de contagem em rela¢do aos
resultados de referéncia.

Limite 20.000 plag/mm’ (n=24) Limite 10.000 plag/mm’ (n=15)
Métodos % 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 0.0 333 0,0
STKS 12,5 333 53,3 37.0
H1 330 625 80,0 75.0
T890 29,2 71.4 80,0 91,7
Maspes 250 33 33.0 80.0
Mét. ind.1 12,5 66,7 26,7 50.0
Mét. ind.2 4,2 100,0 20,0 333

“Diferencas significativas: Para contagens < 5.000 por BrCr: valores com diferenga maior ou igual
a 5.000 plag/mm®; Para contagens entre 5.000 e 10.000 por BrCr: valores com d!ferengas iguais
ou acima do dobro; Para contagens entre 10.000 e 15.000¢ por BrCr: va_!ores com dl_fereng.as acima
de 10.000 plaqlmma. Para contagens > 15.000 por BrCr: valores com diferengas acima de 15.000

plag/mm’.
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Tabela 3.12; Métedos indiretos versus limites indicados para transfusdo de plaquetas:
Ote):ic:antuallde an:mstras_ em que pelo menos uma das contagens em triplicata
20 0005 pelos metodos indiretos excederam os limites profilaticos de 10.000 e
; Qlaq)'mm » NAas amastras em que tiveram valores inferiores a estes limites
pelo método de referéncia. Percentual de amostras que excederam os limites

proﬁlétic?s e tiveram diferengas significativas (erro significativa) de contagem
em relagio aos resultados de referéncia:

Limite 20.000 plaqtimm’® (n=24) Limite 10.000 plagtymm® (n=15)
Métodos o amostra acim % de amosfiras % de amostras
a . a
do limite acima do limite e ”° an;oslgra'ac:ma acima do limite e
__ com erro signific.* © limite com erro signific.*
mgt. ind.1 33,0 57,2 73,3 72,7
mét. ind.2 240 600 467 572

“Diferengas signigcalivas: Para contagens < 5.000 por BrCr: valores com diferen¢a maior ou igual
a 5.090 plag/mm”; Para contagens entre 5.000 e 10.000 por BrCr: valores com diferengas iguais
ou acima do dobre; Para contagens entre 10.000 & 15.000 por BrCr: valores com diferengas acima

d;e 1 P.OU? plaq!mm:". Para contagens > 15.000 por BrCr: valores com diferengas acima de 15.000
piag/mm".

Analise 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 revisdo. Nenhuma das amostras plaquetopénicas criticas incluidas no fimite
profilatico de transfuséo plaquetaria teve valores com diferencgas significativas em

relacio ao método de referéncia (tabelas 3.13 e 3.14).

Tabela 3.13- Analise de alarmes (flags) dos contadores autométic?s, t:as 70 amostras dos
pacientes plaquetopénicos com valores abaixo de 100.000 piag/mm- (3" fase)

Contadores
Caracteristicas ADVIA STKS Hi 7890
5 85,7 (60)* 14,3 (10) 24307 20 (14)
*’//: Sc?rr: 33333 ::# 14,3((1 3)) 85,7 (60) 75,7 (33) ag (?g)
% ¢/ flag s/ repeticao 40 (4) 21,4 (7) 321 (17) 28&50 (56)
% Pedido revisao 4,3 (3) 78,6 (55) 75‘70(53) éw;
% aus.ped.rev.c/dif ** 0 (0) 0@ Q)

*entre parénteses: vaior absoluto de amostras;

~ auséncia pedido revisdo {nas trés contagens) e com diferenga significativa em relagdo aos

resultados de referéncia, .
# auséncia de flag nas 3 contagens,

## presenga de flag em pelo menos uma das contagens em triplicata.
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Tabela 3.14- Anélisﬂe_ de alarmes nas 43 amostras dos pacientes
plaquetopénicos com niveis de plaquetas abaixo de 30.000/mm°.
Percentual de amostras com alarmes e que apresentaram

diferufngas significativas de contagem em relagdo aoc método de
referéncia, (3" fase).

Aparelhos Percentual
ADVIA 0%
STKS 9.3%
H1 27.9%
T890 34,9%

Para o ADVIA, apenas as amostras com suspeitas de “ciumps” (que nao
tiveram repeticdo de flags) ndo tiveram esta caracteristica comprovada na
extensdo sanguinea corada. Além disso, tdo somente as amostras com suspeitas
de “clumps” tiveram pedido de revisdo de contagem. Em nenhuma amostra com
plaquetas gigantes detectada pelo ADVIA ou detecgdo de alteragbes por codigo 3

(ver critério utilizado na metodologia) em aigum dos outros contadores, houve
pedido de revisdo de contagem pelo ADVIA.

Para os demais aparelhos, houve um aumento significativo na deflagragao
de alarmes efou pedido de revisdo de contagem, principalmente em fungdo do
codigo 3 por nos utilizado na metodologia e relacionado a interferentes como
debris (restos de leucdcitos -fragmentos nucieares ou citoplasmaticos- ou de
tecidos mortos ou lesados); distribuigdo anormal dos picos elétricos de comrente
(eletronic noise); microplaquetas; precipitados quimicos; complexos imunes;
estroma de hemacias; bothas no sistema ou qualquer outro interferente nao-

plaquetdric que possa gerar confusdo na caracterizagao das plaquetas.

Das 70 amostras plaquetopénicas analisadas, as seis em que foram
detectadas presenga de plaquetas gigantes no exiensdo sanguinea (valores
acima do limite de 10% do total de plaquetas avaliadas), tiveram esta alteragio

identificada nas 3 contagens pelo ADVIA.

Destas seis amostras, apenas 3 tiveram esta alteragdo morfolégica
detectada pelo STKS ( repetidamente nas 3 contagens) e apenas uma pelo H1
(ndo repetidamente nas 3 contagens). O T-890 como nao identifica

especificamente este achado morfoldgico, ndc teve suas amostras avaliadas
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sobre este aspecto especifico Fm nenhuma delas houve diferenca significativa

entre © ADVIA e o0 métndo de referdncia o entre 0 H1 e 0 método de referéncia,

Entretanto, em duas (33,3%), aquelas em que tiveram mais de 30% deste achado

morfoldgico no esfregaco, houve diferenca de resultados para com os contadores
STKS e T-890. Os valores obtidos para a primeira amostra foram de 73 300
plag/mm® (ADVIA), 56.600 plag/mm® (STKS), 68.000 plag/mm® (H1) e 57.600
plag/mm?® (T-890). A segunda amostra teve valores de 25.000 plag/mm® (ADVIA),
20.000 plag/mm?® (STKS), 24.667 piag/mm® (H1) e 18.667 plagmm®  (T-890).

Além disso, com excegdo do ADVIA, todas ‘os aparelhos pediram revisdo de
contagem

Na nossa casuistica para as amostras plaauetopénicas ndo houve qualquer
caso com presenca de eritrocitos microciticos que pudessem interferir na
contagem de olaguetas. Duas amostras ndo-plaguetopénicas aue tiveram

detectadas a presenca de fragmentos de eritrécitos foram analisadas 4 parte.

4.4. Resultados para as amostras com fragmentos de eritrécitos:

Duas amostras com fragmentos de eritrocitos, por n3o serem
plaquetopénicas ndo foram inciuidas na nossa casuistica da 3 fase. Foram
analisadas a parte por cada aparelho e pelo método de referéncia, apds
contagem em guintuplicata (ver abaixo).

Apenas o ADVIA apresentou valores aproximados aos de referancia
(BrCr). Os demais aparelhos obtiveram valores bem mais elevados em relagao
aos valores obtidos oor BrCr. Nota-se também que o Coulter T-890 apesar de
superestimar todas as contagens, ndo aopresentou, para as duas amostras
analisadas, diferengas significativas entre suas determinacdes. Tanto o STKS,
quanto o H1 e o T-890 deflagraram alarmes e pediram revisao de contagem,
inclusive 0 STKS em duas das andlises para cada amostra (—--) ndo liberou seus
resultados (diferenga significativa entre as contagens dos seus 3 canais). O
ADVIA apesar de ter detectado a referida alteragdo morfolégica nas 5

determinacdes, ndo pediu revisio de contagem em nenhuma das contagens {nao

apresentou o sinal de asterisco-* ).

BIBLICTECGA
Faculdada de Cidncias Farmacéuticas
Liversinads de San Paulo
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ADVIA = 270.000/ 262 000/ 271 000/ 267.000/ 266.000; média = 267 200
plag/mm®

STKS = 411000/ —~ [ 355000/ —- / 332.000 : média = 366.000
plag/mm?>;

H1 = 400.000/ 423.000/ 3R9.000/ 394.000/ 373.000 : média = 395 800
ptag/mm?>;

T-890 = 382.000/ 386.000/ 391.000/ 396.000/ 401.000 : média = 391.200
plag/mm?;

BrCr = 264.000/ 272.000/ 275.000/ 286.000/ 264.000 : média
ptag/mm?;

272.200

Amaostra 2:

ADVIA = 143.000/ 141.000 7 138.000 / 130.000 / 136.000: média = 137 600
plag/mm?®;

STKS = — [ 255000 / 250000 / — [ 209.000; média = 238.000
plag/mm?;

H1 = 263.000 / 223.000 / 289.000 / 264 000 / 273 .000; média = 262 400
plag/mm®;

T-890 = 311.000 / 307.000 / 314.000 / 311.000 / 317.000; media = 312.200
plag/mm?;
BrCr = 162.000 / 168.000 / 163.000 / 160 000 / 163 000; madia = 163.200

plag/mm?®;
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A correta contagem do nimero de plaquetas foi e tem sido um tema de
grande interesse dos clinicos, o aue tem estimulado os pesquisadores a

desenvolver métodos que apresentem a melhor exatidao e precisdo possiveis.

Com o advento dos contadores automaticos, sabidamente acurados e
precisos em amostras de individuos normais, o grande desafio tem sido

discriminar as plaauetas de outras particulas celulares ou precipitados com
propriedades fisicas similares.

Para alguns autores (Mayer et al., 1980; Ross et al., 1980; Kjeldsberg et
al., 1993; Dickerhoff et al., 1995; Hanseler et al., 1996) ainda & controverso que a
contagem de plaguetas em amostras alteradas possa ser feita adeguadamente,
ou ndo, pelos métodos existentes. Isto se deve em grande parte a referida
questionabilidade dos contadores automaticos em discriminar pladuetas das
particulas n3o-plaquetdrias de sinais elétricos efou Apticos semelhantes, Qs
dados de Dickerhoff et al. (1995) estudando dois contadores automaticos de
rotina, método de citometria de fluxo (CMF) com anticorpos monoclonais
antiplaguetas e método em hemocitbmetro (BrCr), demonstraram para niveis
plaquetérios abaixo de 50.000/mm?> resultados satisfatérios apenas para os
métodos em camara e por CMF. Desta forma, para niveis criticos, a contagem de
plaguetas pela automacdo ndo estariam indicadas para decisdes terapéuticas.
Qutros autores também tem chegado a conclustes simitares (Rowan et al., 1991;

Hanseler et al., 1996).

Apesar de a maioria dos laboratorios de médio e grande porte atualmente
efetuarem suas contagens através dos contadores eletronicos, os métodos
manuais ainda sdo importantes tanto em amostras com suspeitas de erros pela
automac3do quanto em exames de rotina nos laboratdrios menores. Além disso,
outro oroblema consiste em se escolher o método manual que sirva de controle
para os métodos automaticos. Desta forma, nosso estuda procurou abranger
contadores de geracbes distintas e com principios de contagem diferentes, bem

como os métodos manuais, muito ufilizados na pratica clinica para a referida
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finalidade, a fim de englobar as mais diferentes varidveis que possam influenciar

na exatidao e precisao dos resultados.

A proposta de alguns pesduisadores da utilizagdo da citometria de fluxo e
dos anticorpos monoclonais antiplaquetarios como controle de qualidade de
calibragcio dos contadores, apesar de trazer resultados bastante satisfat6rios para
individuos sadios com niveis normais de plaquetas, com boa correlacdo com os
contadores automaticos (Tanaka et al., 1998), possuem a desvantagem do seu

elevado custo (Dickerhoff et al., 1995). Nos parecem ainda invidveis para a

grande maioria das instituicdes.
5.1. Fatores que interferem na preciso e exatid5o:

Dentre as varidveis analiticas oue tém efeito na determinacido exata e
precisa da contagem de plaquetas e o seu grau de infludncia nos resultados,
podemos destacar: 1) Amostra utilizada: A maioria dos métodos utiliza sangue
total como amostra (os atuais contadores automaticos; o método BrCr; os
métodos indiretos em extensdo corada de sangue, etc). Qutros, entretanto,
requerem uma fase inicial de preparacio das amostras para obtenc¢éo do plasma
rico em plaguetas (PRP), por centrifugacdo diferencial ou por sedimentacédo
gravitacional (método de Maspes; alguns contadores semi-automatizados de
primeira geracdo etc); 2) Grau de diluicdo: Alguns métodos (ex. Método de
Rees-Ecker, 1923), mesmo tendo sangue total como amostra, por usarem
liquidos ndo lisantes, sdo obrigados a utilizagdo de elevados graus de diluicso,
sem possibilidade de mudanca; outros, por utilizarem liquidos diluidores que lisem
os eritrdcitos (Método de BrCr), ou PRP (Maspes), podem modificar o grau de
diluicdo, em funcdo do numero de plaguetas por campo; 3} A facilidade e
sequranga na distingdo das plaguetas e demais interferentes, seja
visualmente em extensao sanguinea corada ou hemacitdémetro a partir de sangue
total, ou em hemocitdmetro a partir de PRP, seja por impedancia ou analise 6ptica
diferencial, com ou sem sistema de analise do indice de refracao nos contadores
automatizados, e 4) Q nimero de célutas contadas, manualmente e por
automacdo. Assim, nossa andlise e discussdo dos resultados obtidos pelas

diferentes metodologias devem girar em fungio destas variantes analiticas para

cada método empregado.
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Apesar de boa parte dos servicos ligados a diagnésticos hematolégicos
utilizarem métodos indiretos (em extensao de sangue corada) como critério de

avaliagho de possiveis efros nos contadores, esta pratica é bastante discutivel por
outra boa parcela de pesouisadores

Os fabricantes dos contadores automaticos recomendam que as contagens
com suspeitas de erros pelos seus aparelhos, tenham estes resultados
confirmados por método de referéncia em hemocitdmetro. Ndo & recomendada
confirmacdo por métodos indiretos. Isto se deve, provavelmente, 3 inerente
imprecisdo destes métodos, e de sua grande dependéncia do operador, 0 que
também os torna de dificil aplicabilidade generalizada. De modo distinto, as
métodos em hemocitdmetro poderiam ser determinados acuradamente por
profissionais com um minimo de experiéncia (Brecher et ai 1953 Maspes &
Jamra, 1955). Além disso, a prdpria confiabilidade dos contadores é atestada
pelos fabricantes, através de estudos comparativos em relacdo ao referido
método em hemocitdmetro, principalmente para amostras plaguetopénicas ou de
pacientes com alteracdes hematologicas outras que possam interferir na
contagem de plaquetas (Kunicka et al, 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
estdo sujeitas a grande guantidade de interferentes. Ruidos elétricos podem
causar interferéncia com a contagem de plaquetas peauenas. Outras estruturas
particuiadas pndem interferir cam a contagem de plaguetas maiores. O uso de
microscopia de fase e hemocitdmetro tornou-se método de referéncia devido nao

estar sujeito a estas interferéncias. Permite clara distingAo entre as plaquetas e

demais particulas (Arkin et al., 1993).

A utilizacdo da contagem manual de plaquetas em camara no labaratério

de rotina, além de ndo ser uma técnica prazeirosa, requer a necessidade de
¥

seouir um escrupuioso protocolo para obtencdo de resultados com

reorodutibilidade e sensibilidade. Deste modp, necessita de muito tempo



67

Entretanto, segundo Dickehoff at al {1995), a menos cue a contagem de

plaquetas seja feita utilizando estes principios de referéncia em hemocitdmetro,

seria imprudente recomendar limites de transfusao profilatica para amostras com
menos de 20.000 plag/mm?,

5.2.1. Exatid3o dos métodos manuais:

Os resultados obtidos para o método de Maspes na 1° fase, com valores
de + 145.000 plag/mm? (tabela 1.1) em relag@o as contagens em sangue total
{BrCr) s&o concordantes com os estudos de Flton & Hirscher (1954), Bull et al
(1985), Eastham (1963), Lewis et al. (1981) e se devem, provavelmente, ao
“fendmeno Bagnold” forca Bagnold, ¢ Bagnold, 1954) que explicaria a retencio de
plasma livre de plaquetas {PLP) entre os glébulos vermelhos em sedimentacdo, e

sua relagdo diretamente proporcional 3 quantidade de glébulos (hematdcrito)
(tabela 1.4)

Segundo Bull et al. (1965) e Lewis et al. (1981), para a obtencdo de
resultados acurados, além da correcdo pelo valor hematdcrito, deveria ser
adicionada um ajuste através de um fator que levasse em conta a retencio de

PLP proporcionat ao valor hematécrito.

Os resultados de baixa correlagdo com o método de referéncia, na 3° fase
pelo método de Maspes tanto para o grupo com menos de 100.000 plagimm?
(tabela 3.3) quanto para aquele com valores menores de 30.000 plag/mm?
(tabela 3.4), foram provavelmente devidos & perda de plaquetas observada nas
23 primeiras contagens em funcdo de termos utilizado uma excessiva forca
centrifuga para um pegueno volume de sangue { + 1 mi, que sobrava ap6s as
demais determinacdes) de amostras anémicas (baixos hematécritos), que, como
descrito pelo Autor {Maspes, 1955), quando a escala de sedimentacdo dos
alébulos se aproxima do valor hematécrito, ha perda de plaquetas no plasma
;obrenadante. Isto ficou bem caracterizado para as amostras de 24 a 38 quando
comparamos dois protocolos distintos (1.000 rom por 3 min e 1.000 rpm por 1
min) (tabela 3.16) . Em todas elas, houve um grande decréscimo das contagens

bés 3 minutos de centrifugacio em relacdo acuelas pas 1 minuto (t8o maior
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quanto menor foi o hematéerito do paciente, tabela 3.15), demonstrando assim a
inviabilidade do uso de um volume tao pequeno de amostra para este temoo de
centrifugacao (3 min). Os resultados obtidos para 1 000 rom por 1 minuto nestas
amostras (24 a 38), bem como nas demais (39 a 70), variaram de exatos a bem
inexatos, dependendo do valor hematocrito do paciente. As amostras pouco
anémicas e nao-anémicas, tiveram valores inaxatos para mais, as amostras um
pouco mais anémicas tiveram resuttados exatos e as amostras bastante anémicas

apresentaram resultados inexatos para menos. Todos estes resultados se

explicam pela perda de plaguetas, para as amostras mais anémicas (pelo pouco
volume inicial, mesmo para 1 000 rom por 1 min) e , nas amostras menos
anémicas, onde ndo houve aproximacio do valor da escala de sedimentacdo com
o valor hematécrito (sem risco de perda), os valores acima dos obtidos pelo

método de referéncia se devem & retencdo de PLP entre as hemacias (tabela
3.15).

Dados da literatura revelam oue os métodos indiretos de contagem, em
geral, obtém valores muito acima daqueles determinados diretamente. Enquanto
os resultados obtidos pelo método direto de Brecher-Cronkite estabeleceu como
valores de referéncia para individuos sadios resultados de 140.000 a 440.000
plaqlmma, varios métodos indiretos tiveram valores muito maiores. Por exemplo,
valores de 437.000 a 536.000 plag/mm® (método de Olef, 1935); 500.000 a
900.000 piag/mm? (método de Dameshek, 1932). Segundo Brecher (1971), estes
valores ndo estariam corretos e seriam atribuidos & tendéncia de as hemacias
estarem justapostas (ver anexo 7.3) na regifo de analise da extens&o de sangue,
levando a uma falsa relacdo entre plaguetas e hemacias nestas regibes centrais

da extens&o sanguinea.

De acordo com o proprio Dameshek (1932), criador de um dos metodos
indiretos de contagem, “a utilizagdo de métodos indiretos apesar de mais simples,
sA0 menos acuradas e devem ser restritos a pracedimentos apenas ordinarios de

contagem ndo devenda ser usados quando o valor exato de plaguetas tiver maior
~ ¥

importancia clinica”.

Nossos resultados para o “mét. ind.2", que apesar de também se utilizar da

relagdo plaquetasferitrocitos para determinagdo indireta de plag/mm® , como os
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métodos originais de Fanio, Dameshek, Olef (Dameshek, 1932). nio

demonstraram diferengas significativas em relacdo ao método de referéncia, nem

em relagcéo ao ADVIA (aparelho que demonstrou maior seguranca de resultados,
nas amostras olaquetopénicas), com teste *t" pareado demonstrando p > 0,1 tanto
para o grupo de amostras abaixo de 100.000 plag/mm®, quanto para o grupo de
plaquetopénicos criticos com menos de 30.000 plag/mm? (tabelas 3.1 e 3.2). Isto
deve ter ocorrido, provavelmente, por termos utilizade regides onde as hemacias
estavam mais dispersas e de termos analisado o ntimero de plaguetas sem fixar o
nimero de eritrdcitos por campo, como era estabelecido por muitos destes
métodos originais. Fixamos apenas o nimero de campos contados (10 por
contagem). Vale lembrar que, como agravante, 0s métodos originais de contagem

indireta das plaguetas em extensao de sangue corada se utilizavam, em geral, de
sangue capilar como amaostra.

A favor dos nossos resuitados estdo os dados de Mogodan (1980), aue,
utilizando-se de amostras obtidas por puncéo venosa, e comparando resultados
de contagens obtidas por método de BrCr e por estimativa de plaquetas em
esfregaco a partir da correlacdo com hemacias, utilizando graticulo de Miiler
{suporte aue se adapta & ocular do microscopio aque facilita a contagem de
eritrécitos e plaguetas em extensdo de sangue corada) e também em campos
onde os eritrocitos estavam mais dispersos, obteve valores t3o acurades quanto
os diretos em camara. Deste modo achamps que apenas alguns dos métados
utilizados no passado, provavelmente aqueles gue obtiveram menores valores de
referéncia para individuos normais, estariam corretos e que os erros dos demais
poderia estar relacionado a propria metodologia (numero fixo e limitado de
eritrocitos a serem contados) ou até mesmo & contagem dos eritrécitos em local

inapropriado como descrito por Brecher (1971).

Por outro lado, para 0 "mét. ind.1” que se utiliza de fator de conversap para
plag/mm® de 20.000, nossos resultados evidenciaram diferengas significativas
para com o método de referéncia (BrCr), para o ADVIA, bem como para com o
Irnétodo “mét. ind 2", tanto para o grupo de plaguetopénicos abaixo de 100.000
plag/mm? ( +3.730 plag/mm?® acima dos valores de BrCr, com p = 0,002 ; tabela
3.1), como para o subgrupo com menos de 30.000 plag/mm? { + 2.500 plag/mm?

acima dos valores de BrCr, teste “t" pareado com p = 0,008 (tabela 3.2). Nossos
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dados foram equivalentes aqueles obtidos por Lawrence ef al (1995). oue
utilizando mesmo critério de contagem obteve resultados de + 2.083 plag/mm®
nas amostras plaquetopénicas (valores abaixo de 40.000 plag/mm®) sem alarmes
obtidas pelo contador Sysmex NE-8 000 (teste “t" pareado com p = 0,038).

Os resultados de superestimacao significativa, associado a boa correlacio
do método “mét. ind.1" em relacio aos métodos BrCr, ADVIA e “mét. ind 2° (com
valores para ‘1" de respectivamente 0,848; 0,989 e 0,961 oara as contagens
abaixo de 100.000 plag/mm®) (tabelas 3.3, 3.6, 3.7) nos faz pensar que a
utilizacdo de fator de conversio um pouco menor aue 20000, para

plaguetopénicos, poderia nos levar a valores mais exatos.

Em funcao dos limites profitaticos para transfusdo de plaquetas de 10.000 e
20.000/mm?®, nossos resultados para os métodos indiretos revelaram um sensivel
aumento no risco de induzir a conduta ndo adequada em funcdo de informacao
errada, quando apenas 10 campos microscopios foram contados (tabela 3.12) O
percentual de amostras em que pelo menos uma de suas contagens em ftriplicata
(ou seia, 10 campos) teve valores superestimados em relacdo aos de referéncia
foram bem superiores aqueles quando se trabalhou com a média das contagens
em ftriplicata {30 campos), tabela 3.11 Isto. muito provavelmente, se deve a
disposicdo aleataria das plaquetas, e ao seu baixissima niimero por campa no
esfreqaco corado. Poderia ser minimizado pela utilizacdo de um critério que

estabelecesse um minimo de células contadas para amostras plaguetopénicas.

Quando foi usada a média das contagens em frilplicata por 10 campos,
oortanto, um total de 30 campos, 0s métodos indiretos demonstraram menor risco
de levar a conduta terapéutica inadequada que os contadores H1 e T-890.
Entretanto, para as contagens indiretas de plaquetas em aue gelo menos um de
seus resultados teve diferenca significativa em relagdo ao método de referéncia,
os resultados com risco de ma conduta profilatica foram semethantes inclusive

3aueles obtidos pelo H1 e T-880 (tabela 3.12).

O fato de termos utilizado regides da extensdo corada onde os eritroeitos

estavam mais dispersos se justificam por dois motivos basicos: orimeiro, pela

maior facilidade e seguranca em contar as hemacias em locais onde nao
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estivessem superpostas ou quando um bom nidmero delas estivessem ainda se
tocando e, segundo, em funcdo de a contagem pelo “mét. ind. 1" (que foi feita
simultaneamente) exigir como local exato hara contagem das plaguetas, a regido
da extensdo de sangue propicia para analise da morfologia das hemécias {os dois
métodas foram analisados a partir dos mesmos campos microscopios). Segundo
os Autores (Nosanchuk et al., 1978, Apibal et al.,, 1979; Bell & Neely, 1980), é

exatamente neste focal, que a proporcao da média de plaquetas por campo para
média de plaquetas por mm® & de 1 para 20.000.

Nos dias atuais, preterindo os métodos cléssicos, boa parte das contagens
de plaquetas em extensao corada s#o feitas pela utilizac3o de fator de conversdo.
Este “nimero mégica” (fator), obtido a partir de varios estudos empiricos
comparativas com contadares automaticos ou método de referéncia, transformaria
o nimero de plaquetas por campo, para numero de plaguetas por volume de
sangue total. A utilizagdo cada vez menos frequente dos métodos indiretos
classicos a partir da relacdo eritrécitos-plaguetas, em relacdo aos que utilizam
fator, se devem provaveimente ao reconhecido fato, de aue a estimativa de

hemacias em extensdes de sangue é bastante cansativa e requer maior tempo.

Entretanto, deve-se lembrar que a utilizacdo de métodas indiretos por fator
de conversdo apesar de nao depender diretamente do nimero de hemacias do
paciente, exige do operador a certeza do local exato para a anadlise da morfologia
dos eritrdcitos tanto para amostras com numero normal de eritrdcitos, guanto para
individuos anémicos. Apesar dos dados da literatura (Apibal et al., 1979) no
terem apresentado diferencas de contagens entre amostras anémicas e n3o-
anémicas utilizando um mesmo fatar de conversdo, vale ressaltar que todos estes

estudos foram feitos por operadores bastante experimantados.

Desta forma, sob o aspecto pratico, mesmo néo se utilizando do numero de
eritrocitos para efeito de contagem, os métodos que se utilizam de fator de
conversdo necessitam que o operador saiba exatamente qual o local ideal para
analise da morfologia das hemacias. Para amostras nio-anémicas este local é de
certo modo encontrado sem maiores dificuldades Entretanto, para amostras
bastante anémicas o operador inexperiente pode, inadivertidamente, levar em

conta um nimero aproximado de eritrcitos para amostras nao-anémicas e tender
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a regides bem mais espessas da extensio sanguinea, onde evidentemente teriam
maior ndmero de plaquetas por campo e, deste modo, obter resultados bastante
inacurados. Assim, talvez a titulo de aprimoramento técnico, a fim de que ©
laboratorista ganhe confianga do local exato para andlise de eritrécitos para
individuos anémicos e avaliagdo das plaquetas por fator de conversdo, a
utilizag&o dos métodos indiretos que se utilizam da relagao plag/erit nos parecem

como um treinamento inicial de comparagéc a ser levado em conta.

5.2.2. Precis3o dos métodos manuais:

A precisdo dos métodos em hemocitdmetro é diretamente proporcional ao
namero de células contadas. Quanto maior o ndmero, meihor a precis3o. Nesse
contexto, os métodos em camara que se utilizam de liquidos lisantes de eritrocitos
ou de plasma rico em plaguetas tém grande vantagem em relagédo aqueles que,
por usarem solucdes isotdnicas ndo lisantes de eritrdcitos, se vejam inviabilizados
de procederem a redugdo do grau de diluigdo, principalmete em individuos
plaquetopénicos. Dados de Lewis et al. (1979); Oliveira et al. {(1999), comprovam
valores mais imprecisos para os métodos que se utilizam de liquidos diluidores
nao lisantes (formol-citrato, método de Rees-Ecker), especiaimente para amostras
plaguetopénicas.

Segundo Berkson et al. (1940), o erro inerente ao uso do hemocitdmetro &
dependente, ndo-necessariamente do numero de quadrantes contados no
reticulo, mas principaimente do total de células quantificadas. Este erro inato ao
uso da camara para contagem de plaquetas pode ser estimado em fungao do
numero de células contadas no reticulo (n), do namero de camaras utilizado para
cada contagem (nc), e do nimero de diluigbes usadas (nd), onde o erro
percentual em relagao a média de plaquetas por mm>  seria igual a
V(0,93)2 (100)%n + 4,6 */ nc + 47 2/ nd . Dados de Brecher et al. (1953),
utilizando esta formulag@o preconizada por Berkson et al., demonstraram que os
valores de CV (%) esperados pela formula e aqueles obtidos em relagéo 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
aqueles esperados. Portanto, o segredo da correta utilizagdo da camara de

Contagem estaria no numero de células contadas para cada contagem e , de
preferéncia obtidas por puncgsio venosa.

Assim, uma vez que procuramos ao maximo seguir o critério de um minimo
de 200 plaquetas por contagem (diminuinde o grau de dilui¢do ou aumentando o
nimero de quadrantes contados, quando necessério), além de termos usado
contagens em triplicata e a partir de 3 diluigbes 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 plag/mm?® e de 8,3% para BrCr e 9% para Maspes no total
de amostras com menos de 100.000 plag/mm®, mostram resultados bastante
satisfatorios de precisdo para individuos com baixos niveis de plaquetas, e sdo

plenamente coerentes pois o erro inerente & camara para estas coindicdes seria,
em média, de apenas 7,59%.

Apesar de alguns autores (Nosanchuk et al., 1978; Apibal et al., 1979) néo
admitirem grandes diferengas na precisdao entre os métodos manuais diretos e
indiretos, e de os dados da literatura serem divergentes em relagdo a precisdo
dos métodos em hemocitdbmetro para contagem de plaquetas em
plaquetopénicos, com valores que variam de 7% a mais de 20%, taivez sejam
explicados pelo préprio critério usado para contagem em camara (uso correto do
hemocitdmetro). Dados de Dickerhoff et al. (1995), também utilizando critério de
no minimo 200 células por contagem, a partir de contagens em duplicata obteve
valores de CV = 14, 7% para niveis médios de plaquetas de 10.000/mm?, que
foram bastante similares aos nossos, com valores em torno de 12,6%, para estes
niveis de contagens (em triplicata), (tabela 3.10). Nossos dados também séo
bastante compativeis com os resultados obtidos por Hanseler et al. (1896) que,
em criterioso trabalho, demonstrou qual o menor limite de quantificagdo para
plaquetas. Este Autor revelou que para um valor maximo permitido de 10% para
CV, os métodos em camara seriam satisfatorios para contagens em torno de até
17.000 plag/mm®, e para valor maximo de 15% para CV, as determinagbes em
hemocitdmetro seriam seguras para valores de até 4.000 plag/mm®. Estes
resultados foram melhores até em relagdo ao contador automatico por ele

estudado (o H1 Technicon). Some-se a isso o fato de este Autor ter demonstrado
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que o metodo de referéncia em camara ter tido como menor limite de detecgéo

valor de 1.600 plag/mm® contra valor de apenas 4.300 ptag/mm® para o referido
aparelho.

Segundo Wintrobe et al. (1974), em fungio do equipamento requerido

(custo), tempo e acurdcia, a técnica de Brecher-Cronkite representaria
provavelmente a de melhor avaliacdo das plaquetas, mesmo que resultados da
literatura reportem valores de CV bastantes divergentes- de 7 a 17% (Cartwright
et al, 1968; Glass et al., 1971; Handin et al., 1971: Mayne et al, 1969) Os

valores de CV obtidos por Lewis et al, (1979) e Brecher et al. (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 diluigdes menores que aquelas pelo método BrCr, e, deste modo,
conseguir-se obter maiores nimeros de células por quadrante para aquelas
amostras com numeros bem reduzidos de plaquetas (< 7.000/mm>). Para este
método em plasma conseguimos utilizar diluicoes de até 1:2.

O grande problema do uso da camara de contagem nos dias atuais se
deve provaveimente ao fato de que, uma vez incorporada, a automagéo trouxe
um grande distanciamentc entre os mais novos hematologistas ou outros
profissionais do laboratdrio de hematologia e as técnicas tradicionais que, ainda
hoje, apesar de poderem ser bastante Uteis estdo sendo cada vez mais
esquecidas. Talvez até mesmo pela falta de ensino das técnicas manuais em

algumas universidades.

Em relagdo a precisdo dos métodos indiretos em extensdo corada por
avaliagdo em triplicata de dez campos microscopicos (30 campos ao todo),
nossos resultados revelaram valores significativamente mais elevados de
coeficiente de variagdo que aqueles obtidos, tanto pela automagdo quanto em
camara de contagem, no grupo com menos de 100.000 plaqlmm3, bem como nas
amostras com menos de 30.000 plag/mm® (analise de variancia com p< 0,001)
(tabelas 3.8 e 3.9). Além disso, nossos dados (CV = 26,02%) para grupo de
plaquetopénicos criticos (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 al, (1995) que utilizando
© mesmo critério de contagem e avaliando grupo de plaquetopénicos com valores
medios de 16.000 plag/mm® obteve resuitados de CV = 30% para método “mét.

H n - . - . s .
ind.1”, confirmando assim valores Insatisfatérios de precisdo para pacientes com
trombocitopenia severa,

Em estudo estratificado, tomando por base os valores estabelecidos pela
literatura para transfusio profiltica de plaguetas em pacientes sob tratamento
quimioterapico, nossos resultados de CV para os métodos indiretos, a partir de
triplicata por avaliaggio de 10 campos microscépicos 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 piaqlmm3 e menores que
30.000 plag/mm®: de 25% (amplitude de 8,8 a 39%) no subgrupo com valores de
10.000 a 20.000 plag/mm? e de 38% (amplitude de 12,9 a 72%) no subgrupe com
menos de 10.000 plag/mm® (tabela 3.10). Todos estes resultados so explicados
primeiro pela disposigéo aleatéria das plaquetas no esfregago e, principalmente,
como decorréncia do baixissimo nimero de plaquetas por campo microscopio nas
amostras plaquetopénicas.

Como exemplo, um dos nossos pacientes com contagens em torno de
8.000 plag/mm3 (3.500.000 eritfmm?®), apés avaliagdo de 10 campos microscopios
em ftriplicata, apresentou uma média de apenas 0,2 a 0,7 plaguetas por campo
microscopio (em objetiva de imersdo , aumento de 1000 vezes). Imaginem
portanto, para um paciente com estes niveis de contagem, que um operador
avaliando em contagem simples (sem repeticdo em duplicata ou triplicata) apenas
4 campos microscopios (0 que corresponderia aproximadamente aos supostos
1.000 eritrocitos preconizados por Fonio). Ele poderia obter a auséncia completa
de plaquetas (zero de plag/mm®) pois se em 10 campos podemos observar
apenas 2 plaquetas, coincidentemente poderiamos em apenas 4 campos néo
observar uma sequer. Levando para o extremo oposto, se em 10 campos
poderiamos observar até 7 plaquetas, quem @& que garantiia que
coincidentemente todas estas 7 plaquetas ndo estivessem logo nos 4 primeiros
campos avaliados? Deste modo a contagem atingiria valores de 24.500 pltag/mm®.

Vale lembrar que nossos resultados nao foram tao discrepantes assim em fungao

de termos avaliado 30 campos microscopios.
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’ Assim, mesmo para operadores bastante experientes, devido ao baixissimo
numero de células por campo microscopico, além do erro inerente & disposi¢éo
aleatoria das plaquetas na extensdo sanguinea (como descrito por Brecher et al.,
1953), a utilizagéo de métodos indiretos pode ser perigosa para 0s casos de
plaquetopenias mais intensas. A avaliagdo por profissionais menos experientes
pode trazer consequéncias ainda mais graves. Até mesmo quando feita por
pessoal mais qualificado, ela pode ser comprometida pela avaliagdo de poucos
campos microscdpicos e levar a resultados discrepantes. O uso de contagens em
triplicata a partir de 10 campos (contagem de 30 campos) em 1000x (imers&o)
diminui bastante o risco de superestimagao, muito embora em algumas amostras
(p0s triplicata) da nossa casuistica tenha havido contagens indiretas com valores
acima dos limites de transfusao proffilatica de 20.000 e 10.000 plag/mm® que
tiveram valores abaixo destes limites peio método de referéncia (tabela 3.11). Os
resultados obtidos pelos métodos indiretos em que pelo menos uma das
determinages (dos resultados em triplicata), teve valores acima dos limites
profilaticos, com base nos resultados de referéncia, comprovam 0O grande
aumento do risco de superestimagdo de contagem quando apenas 10 campos
microscopios sao contados (tabela 3.12)

Resumir o termo precisé@o e exatidao para contagens de plaquetas a pontos
chave, seria correlaciona-los a dois fatores basicos: Primeiro a sua base
estatistica de contagem. Para se obter contagens precisas € necessario que uma
quantidade suficiente de células seja contada, diminuindo assim o erro estatistico;
segundo, & necessidade de identificar com certeza as plaguetas em uma amostra
de sangue. Sob este aspecto, qualquer pessoa que tenha observado
objetivamente a extens&o de sangue corado, oU mesmo em camara de contagem,
de inumeras amostras de pacientes frombocitopénicos deve reconhecer certa
dificuldade de identificar corretamente as plaquetas entre os varios artefatos.
Mesmo assim, nosso critério morfoldgico nos parece bem melhor que aqueles de
muitos dos mais sofisticados contadores automaticas de plaquetas. Muitos
aparelhos identificam as plaquetas (célula a célula ou particula a particula)
baseados em apenas um critério. Entretanto, o numero de critérios que usamos
o examinamos uma extenséo sanguinea corada (tamanho, formato,

quand
granulos, cor, localizagdo em relagao as demais células sanguineas, dentre
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outros) € muito mais variado.

A analise do extensao de sangue pode nos dar seguranga em discriminar
coerentemente as plaquetas, entretanto peca pelo baixo nimero de células
analisadas e pela sua disposicao aleatoria. A selegdo de areas da extensdo
sanguinea onde haja distribuigdo uniforme das plaquetas, se por um lado &
essencial & maior reprodutibilidade deste procedimento, por outro, sacrifica a
distribuicéo aleatéria das plaquetas (Brecher et al,, 1953). Deste modo, seria

sensato a utilizagéo de método substancialmente mais impreciso para decisGes
terapéuticas tao delicadas?

Enfim, mesmo com os baixos resultados de reprodutibilidade obtidos para
0s métodos indiretos, entendemos que, em algumas amostras analisadas por
automag@o com resultados duvidosos, possam, numa primeira instancia, ser
avaliadas pelos métodos indiretos, como critério apenas de triagem para controle
da automagio. Desde que um elevado numero de campos microscopios, em
objetiva de imersdo sejam contados e para niveis de plaguetas nao tao baixos e
gue nao impliguem em qualquer risco para o paciente. Alguns exemplos
caracteristicos seriam a presenga de aglutinagdo de plaguetas (“clumps”),
satelizagéo, restos de fibrina, fragmentos de eritrocitos, plaquetas gigantes,
debris, dentre outros, ja que sdo de ordem pratica favoraveis e mais facilmente
identificaveis em extenstes coradas. Além disso, muitos destes casos necessitam
naturalmente de contagem diferencial de leucdcitos, bem como da avaliag&o de
outras alteragbes qualitativas das plaquetas. Vale lembrar que a presenga de
“clumps” é facilmente identificavel & extens&o corada (muitas vezes em poucos
campos) e se deve a problemas no relacionados & automag&o, mas sim a uma
coleta inadequada, crioaglutinagdo ou mesmo aglutinagdo EDTA dependente.
Nestes casos o procedimento correto &, uma vez eliminada a hipotese de
aglutinagao a frio {repetindo a contagem apds aquecimento da amostra em banho
maria), fazer nova coleta em heparina ou citrato. Em acordancia com Wintrobe
(1974), achamos que 0S métodos indiretos devem ser usados apenas como
critério grosseirc de avaliagdo das plaguetas, uma vez que sdo bastante

imprecisos, ndo sendo recomendados efetivamente como dado fidedigno para

conduta terapéutica.
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Para os casos de plaguetopénicos bastante criticos, cuja decisao
terap@utica dependa do numero exato de plaquetas, a contagem em camara de
Neubauer (de preferéncia em tripficata) a partir de sangue total como amostra, e
utilizando como diluente solugo de oxalato de aménio a 1%, apesar de muito
trabalhosa, continua sendo o procedimento mais prudente. A utilizagdo de método

em plasma, desde que padronizado para o erro relativo & reten¢zo de plasma livre
de plaquetas entre as hemdcias, poderia ser uma alternativa,

5.3. Métodos automiticos:

Esta bem caracterizada pela literatura o grande aumento na capacidade de
precisdo e exatiddo dos contadores em relagdo as técnicas manuais, em

amostras normais (Ross et al., 1986; Haliawell et al., 1991; Cornbleet et al., 1992,
Gulati et al., 1992; Bentley et al., 1993; Combleet et al., 1993; Jones et al., 1995;
Llompart et al., 1995; Gutiérres et al., 1996). Isto se deve principalmente ao muito
maior numero de células contadas pelos aparelhos (Williams et al., 1990).
Entretanto, este fato pode levar a suposigdo de que esta “performance” superior

possa ser extensiva para todos os limites de mensuragéo (Hanseler et al., 1996).

5.3.1. Exatidao dos contadores automaticos:

Os resultados obtidos na 1° fase ndo demonstraram diferengas
significativas entre os contadores ADVIA, H1 e T-890, em amostras de individuos
normais, tomando por base os valores obtidos pelo método de referéncia de BrCr
(ICSH 1984/1988). A pequena, mas estatisticamente significativa, diferenga média
de 12.500 pi.'.@lqlmm3 (teste “t" pareado com p < 0,05) do Coulter STKS em relagao
ao valor de referéncia, deve ter ocofrido, provavelmente, como consequéncia da
utilizagdo de diferentes calibradores pelos aparethos (Wertz et al., 1976), o que
pode ser corrigido pelo uso de método controle pos-calibragéo utilizando algumas
amostras normais, atestando assim a necessidade deste procedimento técnico
que, como referida por Mayer et al. (1980) poderia ser a causa das grandes

diferengas de resultados entre laboratérios. Por outro lade, mesmo sendo visto
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como perfil de contagem deste apareiho, 12.500 plag/mm® s&o apenas cerca de
4:5% do valor medio de referéncia obtido para o grupo de individuos analisados

nesta fase. E, para esses niveis de contagem, nos parecem, clinicamente, de
pouco significado.

Os resultados obtidos na 2° fase, entre os valores alvo desejados e os

valores obtidos, demonstra, de um modo geral, o grande poder de exatiddo dos
contadores automaticos em amostras normais ou plaquetopénicas sem qualquer

interferente (sem alarmes morfolégicos ou pedido de revisdo pelos aparelhos).

Entretanto, os valores médios obtidos pelo Coulter T-890 (apds as 36
determinagdes repetidas por grupo de contagem) de 11 a 19,5% menores que os
valores alvo desejados (Pos-corregéo para erro de diluigio) (tabela 2.4, figura 1),
foram similares aqueles obtidos por Lawrence et al. (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 principio de impedancia elétrica, em apenas um canal, para contagem de
plaquetas. Para os demais contadores (ADVIA, H1 e STKS) nao foi observada
qualquer diferenga significativa entre os valores alvo obtidos e os desejados nas
amostras “plaquetopénicas de laboratdrio” (tabelas 2.1, 2.2 e 2.3).

A grande maioria das tecnologias hoje utilizadas €& baseada
tradicionalmente em impedancia elétrica, ou na dispersao dos raios de luz laser
para obtengdo do volume celular. Pelo fato de as inumeras possibilidades clinicas
que levam as trombocitopenias também poderem alterar o volume das plaquetas,
das hemacias, ou proporcionarem o aparecimento de outros interferentes, ha
dividas de que aqueles critérios utilizados pelos contadores sejam

suficientemente seguros para a determinagdo exata das plaquetas nestes

pacientes.

Nossos resultados demonstraram para os pacientes com niveis de
plaquetas abaixo de 30.000/mm?, que apenas o ADVIA (que se utiliza de sistema
bidimensional de contagem: volumetria + indice de refragao) teve correlagéo

significante com o método de referéncia (r = 0,947). Os demais contadores (que
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se utllizam de sistemas simples por volumetria) demonstraram valores pouco

significativos em relagso ao método de referéncia (tabela 3.4).

Além disso, nosso estudo comparativo entre os diferentes principios de
contagem, também demonstroy, para niveis abaixo de 30.000 plag/mm?® nao
haver correlago significativa entre 0 sistema bidimensional utilizado pelo ADVIA
com os sistemas simples utilizados pelos demais aparelhos (STKS, H1 e T-890)
tabela 3.5. Nossos resultados sao compativeis com aqueles obtidos por Kunicka
et al. (1998) que também encontrou significante maior correlagéo entre a
contagem manual de referéncia 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 trombocitopénicas e nos casos de pacientes contendo particulas
n&o-plaquetdrias de tamanho equivalente ao das plaquetas. E oportuno tembrar
que, para plaquetopénicos com menos de 50.000 plag/mm®, Dickerhoff et al.
(1995) também ndo encontraram correlagéo significativa entre 0 H1 e 0 método
de referéncia; entre 0 H1 e a citometria de fluxo com anticorpos monocionais
antiplaquetarios (CMF); entre o E-5000 (principio simples de contagem por
impedancia) e o método de referéncia: entre o E-5.000 e a CMF. Seus dados
comprovaram, para aqueles niveis de plaquetas, haver correlagio significativa
apenas entre a CMF e o0 método de referéncia.

A analise comparativa entre os nossos resultados da 2? fase e da 3? fase
demonstram sensivel perda da capacidade de exatiddo dos aparelhos STKS, H1
e T-890, nos pacientes verdadeiramente plaquetopénicos, pnncipalmente pelo
T-890.

Associada & menor sensibilidade demonstrada e baixa inclina¢éo no estudo
de linearidade (tabelas 2.4 e 2.6) na 2° fase (2a), os resultados mais elevados do
Coulter T-890 em relagéo ac método de referéncia nas amostras do grupo de
plaquetopénicos criticos (tabela 3.11), sugerem que sejam decorrentes da
inabilidade em distinguir particulas ndo-plaquetarias ou restos celuiares, na
contagem final de plaquetas. Dados de Auit, (1996) também demonstraram haver
uma clara tendéncia de as contagens por impedancia elétrica isolada (volumetria
por pulso de corrente) serem mais elevadas em pacientes plaquetopénicos que

possuam elevado numero de particulas ndo-plaquetarias.



81
Apesar de nao

ter demonstrado perda de exatidao nas amostras
“‘plaquetopénicas”

. da 2° fase, o H1 que se utiliza de andlise volumétrica por
dispersao de luz laser {contagem Unica por amosira) e o STKS que se utiliza de
analise volumétrica por impedancia, também demonstraram uma tendéncia em
incluir particulas n2o-plaquetarias nas amostras severamente plaquetopénicas
(tabela 3.11). Talvez pelo fato de o STKS utilizar contagem tripla por amostra
atraves de 3 canais distintos de abertura para quantificagédo 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), ndo
apresentou inacurécia significativa em nenhuma das amostras plaquetopénicas
da 3° fase (tabela 3.11). O STKS, mas principalmente o H1 e o T-890, em fungdo
de alguns de seus resultados discrepantes para o valor de referéncia (tabela
3.11) demonstraram que seus sistemas de distingio de particulas foram menos
eficientes que aqueles utilizados pelo ADVIA.

Como os dados de Kunicka et al., 1998; Ault, 1996; Dickerhoff et al., 1935;
nossos resultados sugerem que a contagem de plaquetas pela utilizagdo da
volumetria como Unico parametro de contagem, seja por impedancia, seja por
analise éptica da dispersdo da luz laser, possui a significante tendéncia em
superestimar as contagens de plaquetas em amostras contendo particulas nao-

plaquetarias. Deste modo, ndo nos parecem seguras para pacientes criticos.

Porém, & oportuno mencionar que também ficou comprovada a grande
capacidade dos contadores em deflagrar alarmes nas amostras plaquetopénicas
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 reaimente
resultados discrepantes, destacando assim ainda haver a necessidade do uso de
métodos de referéncia para a liberagdo de resultados suspeitos de emo pela

automacdo. Estes dados si0 concordantes aqueles obtidos por Cornbellet et al.

(1985).
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Uma vez que os préprios fabricantes, sabendo das limitages técnicas dos

5
eus aparelhos, elaboram programas de software que pedem revisdo de

con : , .
tagem em casos duvidosos, a liberagdo destes resultados fica sob total
responsabilidade dos responsaveis técnicos das instituicdes que se utilizam da

a 5 .
utomag@o. Amostras com resultados questionados pelos proprios aparelhos, e

ainda assim sdo dispensados, podem causar seérios riscos para Os pacientes,
principalmente em se tratando de amostras plaguetopénicas.

Nas amostras sem alarmes, mesmo no grupo de plaquetopénicos criticos,

nao houve diferenga significativa em nenhum dos aparelhos, quando comparados
ao método de referéncia.

Aliado ao comprovado poder de reprodutibilidade dos contadores, nestas
amostras criticas, principalmente quando sem alteragbes morfoldgicas (auséricia
de flags apds triplicata), sugerem n3o haver necessidade de reavaliagéo da
contagem de plaquetas nestas amostras sem interferentes, mesmo que sejam
severamente plaquetopénicas. O uso dos resultados, nestas amostras sem
alarmes, apenas por serem plaquetopénicas, obtidos por avaliagGes indiretas
(sabidamente pouco precisas) agravada pela observagdo de poucos campos
microscopicos ou por operador inexperiente, como ponto de referéncia para a
tomada de decisdes terapéuticas nos parecem bastante insensatas. Além disso,
nossos resultados para o “‘mét. ind.1", demonstrou, para as amostras do grupo
com menos de 30.000 p}aqlmma, de modo concordante aqueles obtidos por
Lawrence et al. (1995), valores de contagens que foram significativamente
maiores que aqueles obtidos pelo método de referéncia ou pelo ADVIA ( contador
que obteve o melhor grau de correlagdo de resultados com o método de
referéncia, e maior poder de distinguir elementos plaquetarios de outros
possiveis interferentes), com teste t pareado indicando p < 0,001 em ambas as

comparagées de resultados.

Deste modo, com excegdo do ADVIA, nos parece que nenhum dos demais
aparelhos demonstrou plena capacidade de distingéo entre as plaquetas e os
restos celulares ou artefatos. Nossos resultados atestam a ti0 questionada
capacidade dos contadores em distinguir as plaquetas com seguranca (Dickerhoff

et al.. 1995 Hanseler et al., 1996). Eles comprovam que a utilizagdo de principios
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simulté istines
Imultaneos para distingao e contagem das plaquetas podem trazer maior

seguran R o
g ¢a para a tomada de decisbes terapéuticas em pacientes severamente
plaquetopénicos.

5.3.3. Contadores automaticos versus limites indicados para transfusao de
plaquetas:

A grande tendéncia em diminuir os limites de transfusio profilatica (Ault,
1996) para plaquetas, principalmente em fungdo dos riscos de transmissdo de
doengas e do seu alto Custo, impde que a precisdo e exatiddo das contagens
destes elementos sanguineos sejam atualmente mais importantes hoje., que em
dias anteriores. A capacidade em diminuir os niveis profilaticos de transfus&o para

10.000 ou 5.000 plag/mm?®  sem perigo para o paciente, dependem
dramaticamente da obtencao de valores exatos para esses niveis. Nossos
resultados (tabelas 3.1, 3.2, 3.3, 35 ¢ 3.11). aliades a boa parte dos relatos da
literatura, demonstram que a maioria dos aparelhos hoje utilizados nos
laboratdrios de hematologia clinica ndo szo capazes de dar seguranga para
condutas terapéuticas mais ousadas. Esta seguranca estaria restrita apenas
aqueles aparelhos ultra-modernos em que mais de um principio de contagem sdo
utilizados ou a utilizagdo da citometria de fluxo com anticorpos monocionais
(Dickerhoff et al, 1995; Ault, 1996; Stanworth et al., 1999). Deste modo, de
acordo com o International Commitee of Standardization in Haematology (1984;
1988), seria conveniente que tais decisdes clinicas fossem embasadas no método
de referéncia que, embora requeira tempo, demonstra maior poder de exatidio
por permitir clara distingao entre as plaquetas e as demais particulas. Além do
que, nossos resultados ndo demonstraram diferengas significativas de precisdo
em relac&o aos contadores, nas amostras plaquetopénicas criticas (tabela 3.10).

Portanto, nossos dados ndo indicam que os tradicionais principios
utilizados pela automagéo, isoladamente, possam prover seguranga a conduta
terapéutica em pacientes severamente trombocitopénicos. Para a maioria dos
contadores, ainda ha necessidade de contagens por método de referéncia para

utilizagdo de menores limites de transfuséc profilatica de plaquetas.
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5.3.3. Precis3o dos contadores automaticos:

Todos os contadores demonstraram excelente capacidade de precisac,
tanto em amostras normais e plaguetopénicas obtidas em iaboratorio apds
diluigdo (tabelas 2.1 a 2.8) quanto nas contagens de 50.000 até 800.000
plag/mm’, sem presenca de alteragSes morfoiogicas ou alarmes (tabela 2.9).

O discreto maior poder de precisdo dos contadores Coulter em relagao aos
ADVIA e H1, obtido nas determinages laboratoriais da 22 fase, provavelmente seo
devam ao fato de os aparelhos Coulter se utilizarem da média de 3 contagens
para cada resultado liberado. Para as amostras em que hajam diferengas de
contagens entre algum dos resultados, em pelo menos um dos canais, ha

deflagragdo de alarmes. Os resultados liberados pelo H1 e ADVIA sio0 resultantes
de apenas uma determinagio.

O fato de as nossas contagens automatizadas abaixo de 30.000 plagf/mm?
terem demonstrado diminuigdo na reprodutibilidade em relagdo aos niveis
maiores, se deve provavelmente ao baixo nimero de células contadas pelos
aparelhos nas amostras com niveis criticos de plaquetas. Entretanto, estes
valores ainda foram bastante satisfatérios. Os valores de coeficiente de variagéo
por nos obtidos para as amostras com niveis abaixo de 30.000 plag/mm? (tabela

3.10) foram semelhantes aqueles de Ault (1996} estudando o Cell-Dyn 4.000.

Assim, apesar de ter havido uma discreta perda de precisédo para as
contagens nas amostras plaquetopénicas verdadeiras (3° fase) em relagéo
aquelas obtidas para as amostras plaquetopénicas obtidas em {aboratério (2°
fase), a capacidade de precisdo dos aparelhos, mesmo em individuos
severamente plagquetopénicos, nos parecem ainda aceitaveis. Estes resultados
também podem estar relacionados ao fato de os pacientes plaquetopénicos, em
geral, possuirem outras alteragdes, sejam ou ndo na serie plaquetaria, e que de

certa forma podem influenciar em discreta perda de precisao.

Os resultados obtidos pelo T-890 para as amostras do grupo com menos
de 30.000 plaq)'mm3 (32 fase) demonstraram significativa maior capacidade d
precisao em relagéo a todos 0s demais (teste t pareado: p < 0,001 em relagdo al

ADVIA: p < 0,007 em relagao ao STKS e p < 0,001 em relagdo ao H1). Nao houwv:
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variagao significativa entre 0s demais aparelhos ( teste t pareado:; p » 0,1 entre
ADVIA e STKS; p = 0,8 entre ADVIA & H1 o p > 0,3 entre STKS e H1).

E -
ol stes dados reforgam a Proposigao de varios autores na literatura (Kunicka
et al.

al., 1998) de que o grande problema dos aparelhos em plaguetopénicos nao

resi i is3 . =
eside na imprecisio nem na Inexatidao em fungdo do simples fato de as

contagens serem baixas, como foi demonstrado em nossa 2° fase, mas que as

amostras de individuos plaquetopénicos, de um modo geral, também possuem
alteragcdes morfoldgicas, sejam na série plaquetiria cu em outras séries
sanguineas ou apresentarem quaisquer outros interferentes como restos celulares

e artefatos. Estes sim como grandes causadoras da inexatiddo nos

plaquetopénicos.

Desta forma, a comprovagao de resultados reprodutiveis nao exclui a
possibilidade de erro de contagem. Assim, a utilizagio isolada de um UGnico
principio de contagem pelos contadores, apesar de ndo causar vanagdes de
contagens significantes (mesmo em amostras com alarmes), & incapaz de
diferenciar com seguranga as plaguetas dos demais interferentes. Isto pode levar
ao sério problema de "reprodutibilidade do erro”, o que pode ser perigoso para

alguns casos clinicos, principalmente em limites criticos de plaguetas.

Os resultados obtidos para as amostras que ndo tiveram alarmes em
quaisquer das determinagdes em triplicata para as amostras do grupo com menos
de 30.000 plag/mm?, tanto pelo T-880 como pelo H1 e STKS n&o demonstraram
diferengas significativas em nenhuma das contagens. Assim, fica evidente a
importancia de seguir os critérios dos préprios fabricantes, de reavaliagdo de
resultados de contagens com alarmes e pedido de revisdo. Cabe a cada
Instituicdo que utilize contadores automaticos a responsabilidade unica 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 referéncia para descartar a possibiidade da

referida “reprodutibilidade do emo”.
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5.3.4. Os alarmes nos contadores automaticos:

Nas amostras sem alarmes, mesmo no grupo de plaguetopénicos criticos
ndo houve diferenca significativa nas contagens por nenhum dos aparelhos,

quando comparados ao método padréo (tabela 3.13). Assim, aliado ao grande

poder de reprodutibilidade dos contadores em amostras de doadores normais

diluidas, como comprovado pelos dados da nossa 2° fase, nossos resultados
sugerem nao ser necessario a reavaliagdo por método alternativo menos preciso,
das contagens nas amostras sem interferentes (alarmes), apds confirmagdo em
friplicata pelo préprio aparelho, mesmo sendo plaquetopénicas.

Muitos dos contadores ainda em fabricagéo ou que, apesar de terem saido
de linha ainda continuam sendo usados na pratica laboratoriai, usam o limite de
tamanho como referéncia unica para discriminar plaquetas de outras particulas
(celulares ou ndo). Isto pode causar alguns problemas principalmente em
amostras com plaquetas gigantes, eritrécitos bastante microciticos ou
fragmentados e debris celulares. Entretanto, em nossa casuistica, ndo foi
detectada por nenhum dos aparelhos VCM (volume corpuscular médio dos
eritrocitos) (anexo 12) ou curva histograma de hemdcias que caracterizasse
eritrécitos de pequeno tamanho, e que pudessem interferir nos limites de incluséo
para plaquetas. Apenas duas de nossas amostras, incluidas em estudo a parte,

por ndo serem plaquetopénicas, apresentaram fragmentos de eritrécitos.

De modo contrario & presenga de hemacias microciticas, grande parte dos
nossos casos apresentou suspeita da presenga de debris celulares pelos
contadores. Com excegdo do ADVIA | os demais contadores deflagraram alarmes
em grande parte das suas determinagdes, na maioria das vezes em fungao de
interferentes ndo-plaquetdrios (codigo 3 na nossa metodologia), para 0 nosso

grupo de pacientes plaquetopénicos.

Vale lembrar que, segundo o préprio fabricante, o ADVIA usa o sinal de
asterisco (*) apenas para amostras cujo critério de identificag@o do aparelho tenha
gerado suspeita de erro no resultado (ver descrigdo técnica do aparelho). Uma
vez que este aparefho teve um namero de pedidos de revisdo de contagem bem
inferior aos demais e além disso, nio ter tido resultados divergentes do método
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de referéncia, fica clara que a associagdo de sistemas ou principios de detecgdo
de particulas, n&o s6 pelo tamanho, aumenta consideravelmente a seguranca de

resultados, e, por sua vez, diminue a necessidade de revisdo de confagem em
boa parte das amostras.

Os resultados obtidos especificamente em relagdo ao aspecto morfoldgico
de plaquetas gigantes também demonstrou que a utilizacso do indice de refragso
facilita a inclus&o de plaguetas, mesmo maiores que seu diametro normal (até 20
fentolitros) e possibilitam ser incorporadas 4 contagem. Deste modo, traduzem
melhor o nimero de plaguetas em individuos que tenham, por exemplo,
plaguetopenias por purpura trombocitopénica idiopatica (PTI), purpura
trombacitopénica trombdtica {PTT) ou coagulagido intrevascular disseminada
(CIVD). Estes resuitados s&o favoraveis aqueles obtidos por Stanworth et al.
(1999) que demonstrou significantes diferengas nas contagens de plaquetas
comparados com os valores obtidos por principio de impedancia, quando as
causas de trombocitopenia levaram, ao aumento do nimero de plaquetas
gigantes no sangue periférico (também comprovadas pela extens@o sanguinea
corada). Entretanto, como em nossa casuistica foram observadas a presenca de
plaguetas gigantes em poucos c¢asos, um estudo mais aprofundado, com um

numero maior de amostras poderia ratificar estes dados.

Provaveimente pelo fato de o contador H1, além do volume, também
determinar o conteiido de hemoglobina para cada célula avaliada no canal
hemacias/plaquetas, os resultados para estas amostras com plaguetas de volume

no limite de incluséo de hemacias, tenham sido similares aos de referéncia e aos

do ADVIA.

De modo semelhante, os dados obtidos para as amostras com presenca de
fragmentos de eritrocitos também demonstraram a maior capacidade do aparetho

com andlise bidimensional das plaguetas (o ADVIA) para excluir estes restos de

hemacias das ptaquetas.
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5.4. Métodos automaticos versus manuais:

Poucos autores tem enfatizado que a methor performance dos contadores
em relagdo aos métodos manuais seja valida somente para intervalos de
mensuracao limitados (Kjeldsberg et al., 1993), bem como relatado os fimites da

contagem das células nos seus varios niveis de contagem (Mayer et al., 1980:
Ross et al., 1980).

Quando o nimero de plaguetas é baixo, & esperado que o coeficiente de
variagéo aumente em fungao de um menor numero de células contados e que o
uso dos contadores celulares Possa ser inapropriado (England et al., 1984). Para
as amostras com um grande numero de células (trombacitoses), a acuracia dos
aparelhos também no tem sido avaliada criticamente (Kjeldsberg et al., 1993).

E comum a pratica do uso de técnicas manuais se o numero de plaguetas
é baixo. Contudo, a decisdo do Uso de métodos manuais ao invés dos
automaticos é baseado principalmente em impressdes subjetivas que em salidas
bases estatisticas (Hanseler et al, 1996). Para Hackney et al. (1986} ha falta de
estudos matematicos mais rigorosos na avaliagdo dos aparelhos e, decisdes
clinicas importantes com consequéncias significantes podem ocorrer, como por

exemplo em pacientes com baixo nimero de plaguetas recebendo quimioterapia.

Segundo Hanseler et al. (1996) “O significativo aumento da precisdo dos
modernos contadores automaticos pode levar a uma ma interpretagdo de que a
performance destes instrumentos & superior a contagem manual, acima de
qualquer limite de intervalo mensurado®, e que o tema da determinagdo dos
limites analiticos em hematologia s&o discutidos em poucos artigos e nédo estao
incluidos nos mais novos livros textos. Para o Autor, a explicacao para isso seria
em fungéo ou de a comunidade cientifica ndo considerar isto como um problema

de importancia ou entdo de que nao exista solugdo dbvia para o problema.

Em geral, a decisdo de uma contagem se manual ou por automacgdo &
usualmente baseada na experiéncia do responsavel pelo setor de hematologia ou
na capacidade do aparelho em deflagrar alarmes. Entretanto, muitas vezes esta
decisdo é tomada sem que 0 operador saiba exatamente a performance dos

métodos manuais e automaticos utilizados ou até mesmo, por falta de
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embaseimento estatistico, tenha a equivocada impress&o matemética de que a
obtencao denresultados aproximados exclui a possibilidade de erro de contagem,
e que a autc'.er?cna de alarme em uma amostra pode néo caracterizar que aquela
amostra seja isenta de alteragctes morfoldgicas, Vale lembrar que a escolha de

método alternati
" o ’natlvo de contagem para contraprova, de qualidade inferior aquele
utihzado iniciaimente, pode trazer resultados ainda mais equivocados.

Nossos resultados demonstraram que em algumas amostras ndo houve
repeticdo do alarme nas trés determinacdes (tabela 3.13). A auséncia de
resultados discrepantes nas amostras sem alarmes para os contadores T-890 e
H1 em relagdo ao método de referéncia (tabela 3.13) somente pbde ser obtida
em fungdo de termos usado contagens em ftriplicata, ou seja, algumas amostras
que n&o repetiram o “flag” nas trés determinagBes tiveram resultados divergentes
da determinagdo de referéncia. Desta forma é mais sensato que uma amostra
com niveis bastante baixos de plaquetas mesmo que a primeira determinagao
pelo aparetho ndc tenha dado alarme, por se tratar de niveis criticos de
contagem, seja passada em triplicata para evitar a possibilidade de que aquela
amostra tenha erro sem ter acusado esta possibilidade, através do “flag’, na
primeira determinag&o do aparelho.

Os dados da literatura tentando traduzir a relag@o plaquetas campo para
plaquetas por milimetro cubico sdo controversos (Miale et al., 1972; Bell & Neely,
1980: Abbey, 1978). Apesar de termos usado fator de conversdo plaquetas
campo para plaqi'mm3 de 20.000, nossos resultados para o “mét. ind. 1" foram
semelhantes aqueles obtidos por Lawrence e colaboradores (1995), que também
estudou pacientes severamente plaquetopénicos, e sdo mais compativeis com
fator de corregéo de 18.000 que de 20.000, uma vez que estudo comparative com
o "mét. ind. 2° (teste’t’ + 2.750 com p , 0,001 para o grupo < 30.000 plag/mm” ;
+5.030 com p < 0,001 para grupo < 100.000 plag/mm® e r > 0,980), & com o
método de referéncia (teste’t’ +2.500 com p = 0,008, para grupo < 30.000 e
+3.730 com p = 0,002 para grupo < 100.000 plag/mm®) apresentaram diferencas
estatisticamente significativas. Além disso, vale lembrar que aqueles estudos para

determinagao de fator de conversdo, ndo foram feitos em grupo especifico de

pacienies plaquetopénicos.
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Nos & diser i .
808 dados ja discutidos no tépico dos métodos manuais deixa bem
clara a inferi i .
inferior capacidade de preciséo das contagens indiretas, em relagdo as

determinacé s
iNagoes em hemocitdmetro bem como em relagio aquelas por automacgao.

Se tomarmos por base como menor limite de quantificagio (limite para o

qual & definida uma imprecisao maxima aceitavel, que ndo pode ser ultrapassada)

oy o . I . .
alor de 15% para o coeficiente de variacgo (como limite maximo aceitavel para

contagem de plaguetas: Stockl et al., 1995; Fraser et al., 1990), a contagem de

plaquetas por métodos indiretos se torna inapropriada & liberac&o de resultados
para niveis de plaquetas tanto inferiores a 30.000/mm®, quanto para aqueles
menores que 100.000/mm®. Nossos resultados s&o concordantes com as
consideragdes de Wintrobe et al, (1974). Dameshek (1932), sobre a limitagéo
técnica dos métodos indiretos para liberagcdo de resultados, servindo apenas
como alternativa viavel para verificagéo de alteragbes morfologicas plaguetarias
como “clumps”, presenga de plaquetas gigantes, fragmentos de hemacias , restos
de fibrina, etc , ou para uma estimativa apenas grosseira e de primeira instancia

da possibilidade de grandes discrepancias para com a automacao.

Em relagdo aos métodos em hemocitdmetro, para os niveis criticos de
plaquetas (abaixo de 30.000/mm?) excegio feita ao Coulter T-890, ndo houve
diferengas significativas de CV para com os aparelhos. Os resultados obtidos pelo
T-890 apesar de reprodutiveis ndo demonstraram seguranga de contagem nas
amostras que apresentaram alarmes, quandc determinadas em friplicata,

demonstrando deste modo a perigosa caracteristica de reprodutibilidade do erro.

A virtual igualdade da precisdo entre os contadores e os métodos em
camara para as amostras abaixo de 100.000 e de 30.000 plag/mm?, aliada a
grande gquantidade de alarmes demonstrada pelos aparelhos (excegao feita ac
ADVIA) juntamente com a comprovagdc de que em cerca de 30% destas
amostras houve real discrepancia de resultades (dados concordantes com os de
Cornbelet et al., 1985), fica evidente que mesmo nos dias atuais, a utilizagdo do
hemocitometro ainda se faz necesséria. Talvez, uma vez ultrapassadas as
s de custo, a utilizagdo da citometria de fluxo com os anticorpos

desvantagen

monoclonais possa ser incorporada de vez como critério de controle de qualidade

dos contadores, cu até mesmo Como método de referéncia para contagem de
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plaguetas.

A pequena quantidade de alarmes e pedidos de revisdo obtidas pelo
ADVIA, principalmente em funcio de seu maior poder de discriminagdo entre as
plaquetas e outras particulas celulares como debris (apenas para amostras sob
suspeitas de "clumps” houve pedido de revisdo, em nenhuma amostra com
presenca de plaguetas gigantes, confirmadas em esfregago, ou debris,
detectados pelos demais aparelhos, houve pedido de revisdo pelo ADVIA)

demonstra seu maior poder de distingdo das plaguetias.

Deste modo, havendo uma tendéncia por parte dos demais fabricantes a
utilizag&o de principios associados para contagens de piaquetas, deverd haver
uma diminuicdo na necessidade de utilizacdo da camara de contagem. Além
disso, a possivel utilizagdo da citometria de fiuxo com anticorpos monocionais
antiplaguetarios marcados com fluorocromos como método de referéncia, ou pelo
menos como norma de avaliagdo dos novos modelos de contadores, restringiria o
uso do hemocitémetro aquelas instituicdes gue ainda se utilizassem de métodos
automatizados com limitagctes na contagem de plaquetas. A falta de concordancia
de resultados entre os contadores, de um modo geral, pode dificultar o
estabelecimento e uniformizacdo dos limites profilaticos de transfusdo de

plaquetas.
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CONCLUSAO

A acurada contagem de plaquetas em niveis baixos ainda continua sendo um
grande probiema.

A falta de concordancia de resultados entre os contadores de um modo geral,

pode dificuitar o estabelecimento e uniformizagédo dos limites profilaticos de
transfuso de plaquetas.

A utilizagdo das mais novas geragdes de aparethos tende a facilitar a tomada

de decisbes para transfusdes terapéuticas em pacientes sob uso de
quimicterapia.

Os contadores automaticos sdo capazes de produzir resultados acurados e
repradutiveis para baixas contagens de plaquetas, se os equipamentos forem

devidamente calibrados e com uso de controle diario, para as amostras sem
alarmes.

A associagao de sistema de luz laser ao indice de refraggo, utilizados pelo
ADVIA, demonstrou maior capacidade de distingdo entre plaquetas e
particulas ndo plaquetdrias. A utilizagdo isolada de principios de volumetria
n&o nos parece segura para decisdes profilaticas em amostras severamente

plaguetopénicas e com alarmes.

A tendéncia natural da utilizagdo simultanea de mais de um principio para
caracterizagao das plaquetas pelos contadores mais modernos deve reduzir a
necessidade de utilizagao do hemocitdmetro, bem como limitar a avaliagdo em
extensdo sanguinea corada apenas para analise morfoldgica ou certificar a

possibilidade de aglutinagao de plaquetas.

Os contadores automaticos, de um modo geral, nac demonstrararm maior
poder de precisdo em relagdo aos métodos diretos em hemocitometro, nas

amostras plaquetopénicas. Ambos demonstraram resultados satisfatorios.

A correcdo da presenga de PLP entre as hemécias, a partir de condigdes
definidas para obtengdo do PRP, pode prover ao método Maspes a obtengao

de resultados mais acurados, e sua utilizacéo como alternativa de contagem.
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A maijor laboriosidade e menor praticidade do hemocitdmetro, em relagdo aos
métodos de estimativa indireta em extensdo sanguinea, claramente mais
imprecisos, ndo justificam a néo utilizagdo daqueles como controle mais

reprodutivel e seguro em amostras plaguetop@nicas criticas, com suspeitas de
erro pela automacao.

A estimativa de plaquetas em extensdo sanguinea corada podem até auxiliar
na triagem para detecgdo de erros nos contadores, entretanto, o seu uso para

decisdes clinicas de transfusdo profilatica de plaquetas é pouco prudente.

O limite de 30.000 plag/mm® nos parece um valor de corte bastante razoavel
para descartar 0 uso de contagens indiretas. Amostras com valores abaixo
destes limites devem ser avaliadas em friplicata pelos contadores. Para
aquelas em que nao houver alarmes em nenhuma das determinagdes, ndo ha
necessidade de contagens confirmatdrias em hemocitdmetro. Entretanto, para
as amostras em gque pelo menos um dos resultados pds-triplicata tiver alertado
a possibilidade de erro (alarme) pelos contadores, o procedimento correto
ainda é a contagem por método de referéncia em camara. N&o fazé-las por

contagens indiretas.
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Anexo 3. Fotografia e exemplo de modelo para emissio de resultados pelo

STKS.

Coulter STK

~ Abnoreal RBC Pop abnarmal PLT Pop

"RBE - 5.19 L 107s/ub . p 0 B 10°3ful
"HGB - .0 L gfdi - PlLy w.udd R - k3
~HBT: 26.2 L L "BRY 4.3 R fL
Moy . 82.1 L PON 17.8 R (ratm)
S S S R

RETE . 1078fuL

SUSPECT FLAGS:

OFFINITIVE - FLAGS:
finenia

. : . Thronbucytapenia
2t Anisocytosis :

Modelo de resuitado emitido pelo Coulter STKS.
Colocamos apenas a parte destinada as
determinagdes da série vermelha e plaquetaria, sem
as curvas histogramas. Em destaque (seta) o = lor
de plag x 1.000/uL. com pedido de revisado (RL).
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Anexo 10. llustragio esquematica da cdmara de Neubauer {(hemocitdometro).
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Anexo 12. Dados da série vermelha, contagem de leucécitos e referéncias

clinicas, das 70 amostras plaquetopénicas utilizadas na nossa casuistica (3°

fase).
Série vormelha Global leucécitos Referéncias Clinicas
E Hb VCM s
(milhbes/ mm®) _ g/di ___fentolitros ! mm
Amostras
1 3.150,000 9,3 86,5 0080 Sob tratamento Qt
2 3.250.000 83 81,0 53.350 L.eucemia aguda
3 2.,950.000 88 908  183.000 Leucemia mieldide cronica
4 2.740.000 10,2 92.9 2.700 Sob tratamento Ot
5 4.700.000 13,6 87.1 13.800 Dados nélo referidos
B 3.940.000 12,2 91,5 13.700 Leucemia aguda
7 3.570.000 10,5 87,6 9.700 Dados ndo referidos
8 3.700.000 9,2 78,0 0080 So tratamento Qi
9 3.860.000 10,8 85,6 25.900 Infecglo
10 4.880.000 15,2 94,5 7.700 Dados nfio referidos
11 3.000.000 9.0 92.4 2.000 Sob tratamento Ot
12 3.650.000 11.8 933 3.000 Pancitopenia
13 3.100.000 87 821 7.700 Dados nao referidos
14 2.500.000 B4 90,2 2.000 Leucemia aguda sob Qt
15 4,520,000 12,8 89,8 43.000 UTI (infecqao)
16 3.830.000 12,0 99,2 4.200 Sindrome Mielodisptasica
17 4.690.000 131 85,2 7.000 Dados nao referidos
18 2.810.000 9,1 98,2 0100 Sob tratamento Gt
19 2.670.000 8.2 92,8 0560 Sob tratamento Qt
20 2.600.000 8.0 943 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 QOsteosarcorna
24 4.280.000 12,2 B6.3 5.800 infecgio
25 3.670.000 12,6 102,0 4.000 Infecgio
28 3.200.000 91 88,5 5.200 Osteosarcoma
27 2.350.000 6.8 88,0 3.500 Dados n&o referidos
28 3,400.000 101 86,7 0500 Meduioblastoma
29 2.880.000 8.0 843 0500 Sob tratamento Qt
30 2.340,000 65 87.9 0160 Sob tratamento Qt
31 2.470.000 7.3 97,0 0900 Leucemia aguda sob Qt
32 2.580.000 7.9 B84 0200 Neurobtastoma
33 2.240.000 6,2 93,5 12.900 Sob tratamento Qt
34 2.750.000 8,0 88,0 0300 Sob tratamento Gt
a5 2,470.000 7.0 89,6 0430 Sob tratamento Qt
a6 3.300.000 89,0 88,1 4000 Pancitopenia
a7 5.300.000 15,5 89,0 21.500 Neurcblastoma
38 3.540.000 9,9 90,3 4200 Tumor SNC
39 2.800.000 B.4 85,0 0130 Sob tratarfuento Qat
40 3.500.000 0.6 82,0 16.200 L.eucemia aguda
41 3.870.000 11.1 g84,3 2.000 Sob tralarvento at
42 3.170.000 9.8 92,4 7.800 Leucemia aguda



43 2.700.000
44 2.220.000
45 4.400.000
48 1.940.000
47 2.100.000
48 3.300.000
49 3.500.000
50 2.700.000
51 3.000.000
52 2.700.000
53 2.550.000
54 3.470.000
55 2.280.000
56 4.000.000
57 3.000.000
56 2.280.000
59 3.300.000
60 1.930.000
61 2.820.000
62 3.120.000
63 3.220.000
64 2.690.000
65 3.460.000
66 2.700.000
67 3.000.000
68 4.000.000
69 3.520.000
70 2.340.000

93,5
106,4
72,1
95,9
82,0
82,0
84,0
100,8
109,86
79,0
83,0
97,1
92,6
85,2
84,0
92,6
87,7
84,0
80.3
85.3
88,5
83.0
81,1
1106
788
87,0
84,9
96,4

3.400
0800
5.400
8.000
6.500
5.400
1.600
54.510
0500
1.300
6.200
6.200
8.700
9.600
2.600
8.700
9.900
4.800
1.400
13.200
0220
0180
5.000
3.200
8.300
4.200
3.360
0130

107

Dados nfo referidos
Sob tratamento Q¢
Dados nao referidos
Leucemia aguda

Dados néo referidos
Leucemia aguda

Sob tratamento Qt
Leucemia miejdide crénica
Sob tratamento Qt
Leucemia aguda sob Qt
Dados n3o referidos
Dados ndo referidos
Dados ndo referidos
Leucemia aguda

Sob tratamento Gt
Dados no referidos
Dados nio referidos
Dados n&o referidos
Leucemia aguda sob Qt
Leucemia aguda

Sob fratamenio Qt

Sob tratamento Qit
Leucemia aguda

Sob tratamento Qt
Bicitopenia

Leucemia aguda

Sob tratamento Ot

Sob traiamento Qt

E {contagem de eritrocitos); Hb (hemoglobina); VCM (volume corpuscular médio);

Qt (quimioterapia).
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Anexo 13. |

Tabela 3.15 - Est
studo comparativo entre os resultados obtidos pelo método de Maspes e

Am £ g
ostras Hematécrito (%) VO!-Pré-  MASPESJAMRA  BRECHER-CRONKITE

& 775 ce"ﬁ":i o Plag/mm’ Plagimm®
*2 260 h 3900 25833
5 37.0 ! 866 26083
"4 26" 1,0 20600
. 6.0 10 19733 | A
15 39,0 10 100 38333
20 250 10 ssog 44083
221 27,0 1,0 18633 g
93 28.0 o o 3800
wog 26.0 10 s 8333
29 22,0 1,0 27866 T
**30 20,0 1,0 20533 208
“*31 M0 0,8 13833 17250
32 22,0 08 24866 .".(2).3’283
**33 19,0 1,2 2700 2720
35 215 0,8 27466 28582
**36 28,0 0.8 27800 25000
*»*37 470 1.0 41000 26683
**38 315 0,8 89600 9500
**39 235 0,8 6366 8250
**40 280 1,0 26866 13500
**48 19,0 1,0 21266 17583
47 17,0 1,0 12466 16166
**48 27,0 1,0 21700 16416
**50 270 1,7 24300 22500
**51 32,0 1,3 11033 5166
=52 21,0 1,0 27466 32166
53 21,0 1,0 21833 14666
**55 25,0 1,0 10500 19500
**56 33,0 1,0 22400 23416
58 315 1,0 4566 5250
*&60 18,0 1,0 7266 6416
**61 240 1,0 23800 30250
52 29,0 1.7 23600 9333
64 225 1,0 11633 BE66
a7 245 1.0 12533 5750
58 22,0 1,0 8033 7250
69 29,0 13 15100 9333
70 230 1.0 20633 22666
Meédia 29,0 1,03 16556 18036

* Centrifugagdo de 1,000 rpm por 3 min.
« Centrifugagéo de 1.000 rpm por 1 min.
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Tabela 3.16 - Ee_:tudo comparativo dos resultados obtidos por centrifugagio a 1000rpm por
3 min versus centrifugagdo 1000rpm por 1 min, nas amostras 24 a 38 da 3* fase.

Amostra Hematécrito (%) Volume Inicial (mi) 1900 fpm por 1 min 1000 rpm por 3 min

(plagimm?) {plagfmm®)
24 37,0 1.0 113.800 06.687
25 37.0 1,0 132.933 102.100
26 260 1,0 6.333 3.400
27 20,0 1,0 28.533 10.5633
28 29,5 1,0 10.633 4.267
28 22,0 1,0 27.866 13.833
30 20,0 1,0 20,533 9.900
31 21,0 0.8 13.833 8.700
32 220 0.8 24, 866 12.400
33 19,0 1,2 2.700 1.900
34 240 0,8 29.600 10.800
35 21,5 0,8 27.466 11.700
3B 28,0 0.8 27.800 12.233
37 470 1,0 41.000 20.833

38 31,5 0.8 8.600 3.033




Svoldyyooglg
SVIONINISTY



111
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS:

ABBEY, A.P., BELLIVEAU, RR. Enumeration of piatelets. American Journal of
Clinical Pathology, Philadelphia, v.69, p.55,1978.

ADERICA, D., PRAFF, G., SANTO, M, et al. Bleeding due to thrombocytopenia in

acute leukemias and re-evaluation of the prophylactic platelet transfusion policy.
American Journal of Medical Science, Thorofare, v.291, p.147, 1986,

AKWARI, AM., ROSS, D.W., STASS, SA. Spuriously elevated platelet counts

due to microspherocytosis. American Journal of Clinical Pathoiogy,
Philadelphia, v.77, p.220-221, 1982.

ALVIN, MB., SPIVAK, LJ., DELOUGHERY, G.T. Consultative hematology:
hemostasis and transfusion issues in surgery and critical care medicine. In:

EDUCATION PROGRAM OF THE AMERICAN SOCIETY OF HEMATOLOGY,
Orlando, 1996. Proceedings. Philadelphia: ASH, 1996.

APIBAL, S., RAVIVONGSE, R., BUNYARATVEJ, A, ROJANASTHCN, S. The

effects of hemotocrit on visual platelet estimation. American Joumnal of

Medical Technology, v.45, p.785, 1979.

ARKIN, C.F. Quality control and standardization in the hematology laboratory. in:

BICK, R.L., ed. Hematology: clinical and laboratory practice. St Louis: Mosby,
1993. p.29.

AUL C., GATTERMANN, N. HEYLL, A., et al. Primary myelodisplastic
syndromes: analysis of prognostic factors in 235 patients and proposals for na
improved scoring system. Leukemia, v.6, p.52-59.

AUL. C.. SCHNEIDER, W. Myelodisplastic syndromes: a prognostic factor in 221
untreated patients. Blut, v.57, p.234, 1988.

AULT. KA. Platelet counting: Is there room for improvement? Laboratory
Hematology, v.2, p.139-143, 1996.



112

BAER, MR, BLOOMFIELD, C.D. Controversies in transfusion medicine:
prophylactic platelet transfusion therapy. Transfusion, v.32, p.381, 1992.

BAIN, B.J. Células Sanguineas: um guia pratico. 2.ed. Porlo Alegre: Aretes
Médicas, 1997. p.110.

BAGNOLD, R.A. Experiments on a gravity-free dispersion of large solid spheres in

a Newtonian fluid under shear. Proceedings of Royal Society of London,
Serie A, v.225, p.49-63, 1954,

BARNARD, D.F., CARTER, AB., CROSLAND-TAYLOR, P.J. et al. Na evaluation

of the Coulter model. South Journal of Clinical Pathology, v.22, Suppl 3,
p.26-33, 1969.

BAUGHMAN, R.P., Lower, E.E., Flessa, H.C., Tollerud, D.J. Thrombocytopenia in
the intensive care unit. Chest, v.104, p.1243, 1993.

BELL, A, Neely, C.L. Smear platelet counts. South Medical Journal, v.73, p.899,
1980.

BENTLEY, S., Johnson, A., Bishop, C.A. A parallel evaluation of four automated
hematology analyzers. American Journal of Clinical Pathology, v.100, p.626-

632, 1993.

BERKSON, J., Magath, T.B., Hurn, M. The error of estimate of blood cell counts
as made with the hemocytometer. American Journal of Physiology, v.128,

p.309-323, 1940.

BEUTLER E. Platelet transfusions: the 20,000/NL trigger. Blood, v.337, p.1914-
1915, 1997.

BITHELL, T.C. Plaquetas e megacariécitos. In: LEE, G.R., BITHELL, T.C,,
FOESTER, J., ATHENS, JW., LUKENS, J.N. Wintrobe's hematologia clinica.

Sao Paulo: Manole, 1998. v.1, p.535.

BIZZOZERO, J. Uber einen neuen formbestandtheil des blutes und die rolle bei

der thrombose un der bltgerinnung. Virchows Arch. A: Pathol. Anat. Histol.,

Berlin, v.90, p.261, 1882



113
BLAJCHMAN, M.A., Ali, A M. Bacteria in blood supply In: Nance, S.J., ed. Blood

safety: current challenges. Bethesda: American Association of Blood Banks,
1992, p.213.

BODE, A.P. The use of flow cytometry in the study of blood platelets. In: RILEY,

R.S., MAHIN, E.J., ROSS, W. Clinical applications of flow cytometry New
York: 1gaku-Shoin, 1993. 613-633.

BOLTON, F.G., BOYD, J. Platelet adherence to polymorphs. British Medical
Journal, v.2, p.747, 1963.

BONFIGLIO, M.F., Traeger, S.M., Kier, K.L., Martin, B.R., Hulisz, D.T., Verbeck,
S.R. Thrombocytopenia in intensive care patients: a comprehensive analysis of
rick factors in 314 patients. Annals of Pharmacotherapy, v.29, p.835, 1995.

BRECHER, G. Enumeration of blood platelets: methods and their validity, in the
platelet. In: Brinkhous, K.M., ed. Titulo da Obra?. Chapel Hill: University of
North Carolina Press, 1971. p.358 (International Academy of Pathology
Monograph)

BRECHER, G., Cronkite, E.P. Morphology and enumeration of human blood
platelets. Journal of Applied Physiology, v.3, p.365-377, 1950.

BRECHER, G., SCHNEIDERMAN, M.A,, CRONKITE, E.P. The reproducibility and
consistency of the platelet count. American Journal of Clinical Pathology,

v.23, p.15-26, 1953.

BUCKMAN, T., HALLISEY, J.E. Studies in properties of blood platelets. Journal
of American Medical Association. v.76, p.427, 1921.

BULL B.S.. SCHNEIDERMAN, MA, BRECHER, G. Platelet counts with the
coulter counter. American Journal of Clinical Pathology, v.44, p.678-688,

1965

BULL. B.S. A circular slide rule for calculating platelet counts. American Journal

of Clinica! Pathology, v.57, p.545-546, 1969.



114

CARTWRIGHT, G.E. Diagnostic Laboratory Hematology, 4. ed. New York:
Grune & Stration, 1968.

CHAKRAVERTY, R., DAVIDSON, §., PEGGS, K., STROSS, P., GARRARD, C.,
LITTLEWOOD, T.J. The incidence and cause of coagulopathies in an intensive
care population. British Journal of Haemotology, v.93, p.460, 1996.

CHAMBERNAND, J.L., LACAGET, T., ZUPAN, V., et al Platelets transfusion in
neonatology. Transfusion Clinical Biology, v.2, n.1, p.17-25, 1995.

CHONG, B.H., BURGESS, J., ISMAIL, F. The clinical usefulness of the platelet
aggregation test. Thrombosis and Haemostasia, v.69, p.344, 1993.

CONSENSUS Conference. Platelet transfusion therapy. Journal of American
Medical Association., Chicago, v.257, p.1777-1780, 1987.

CORNBLEET, P.J., HAIFLICH, C.L., HUDON, K.E. On reliability of low platelet

counts performed on electronic platelet counters. American Journal of Clinical
Pathology, v.75, p.441, 1981.

CORNBLEET, P.J. et al. Evaluation of the CELL-DYN 3.000 differential. American
Joumal of Clinical Pathology, v.98, p.603-614, 1992.

CORNBLEET, P.J. et al. Evaluation of the Coulter STKS Five-part Differential.
American Journal of Clinical Pathology, v.99, p.72-81, 1993.

CORNBLEET, P.J., KESSINGER, M.T. Accuracy of low platelet counts on the
Coulter S-Plus IV. American Journal of Clinical Pathology, v.83, p.78-80,

1985.

COUNTS, R.B., HAISCH, C., SIMON, T.L., MAXWELL, N.G., HEIMBACH, D.M.,
CARRICO, C.J. Hemostasis in massive y transfused trauma patients. Annals

of surgery., v.190, p.91, 1979.

COULTER, T. Series with differential capabilities: product reference manual n.

4235880C. Miami: Coulter, 1993.



115

COULTER, 5.TK.S. Analyser with reticulocyte analysis: product reference manual
n. 4237182B. Miami: Coulter, 1995,

CROME, PE., Barkhan, A. Platelet adherence to polymorphs. British Medical
Journal, v.2, p.871, 1963.

DACIE, J.V., LEWIS, SM. Basic haematological techniques. in: PRACTICAL
haematology. 6.ed. New York: Churchill Linvigstone,1984. p 453,

DACIE, J.V., LEWIS, S.M. Basic haematological techniques. In: PRACTICAL
haematology. 8.ed. New York: Churchill Linvigstone,1995. p.809.

DALTON, W.T., BOLLINGER, P, DREWINKO, B. A side-by-side evaluation of four
pfatelet-counting instruments. American Journal of Clinical Pathology, v.74,
p.119-134, 1980.

DAMESHEK, W. A method for simultaneous enumeration of blood platelets and
reticulocytes. Archives Internal Medicine, v.50, p.579-589, 1932.

DAY, H.J., YOUNG, E., HEKFRICH, M. In evaluation of a wholw-blood platelet
counter. American Society of Clinical Pathologists, v.73, nd4, p.588-

593,1980.

DELOUGHERY, T.G,, LIEBLER, J.M., SIMONDS, V., GOODNIGHT, S.H. Invasive
line placement in critically ill patients: do he static defects matter? Transfusion,

v.36, p.827, 1996.

DICKERHOFF, R., RUECKER, A.Von. Enumeration of platelets by multiparameter
flow cytometry using platelet-specific antibodies and fluorescent reference
particles. Clinical Laboratory Haematology, v.17, p.163-172, 1995.

DODD. R.Y. Will blood products be free of infectious agents? In: Nance, S.J., ed.
Transfusion medicine in the 1990’s. Arlington VA. 223: American Association

of Blood Banks, 1990.

DOERFTLER M.E., KAUFMAN, B., GOLDENBERG, A.S. Central venous catheter
placement in patients with disorders of hemostasis. Chest, v.110, p.185, 1996.



116

DOR
SEY, Dennis B., M.D. Quality control in hematology. American Journal of
Clinical Pathology, v.40, n 5, p.457-464,.1963,

EAS i
THAM, R.D. Rapid whole-blood platelet counting using na electronic particle
counter. Journal of Clinical Pathology, 16, p.168-169, 1963.

ELTON, GAH., HIRSCHLER, F.G. Inthe physics of particle size analysis

(Conference, Nottinghan, 1954). British Journal Applyed Physiology
suppl.3, p.S60, 1954,

ENGLAND, J M., ROWAN, R.M., VAN ASSENDELFT, O.W., et al. Protocol for

evaluation of automated blood cell counters. Clinical Laboratory
Haematology, v.6, p.69-84, 1984,

EVANS, V.J., GLASSER, L. Accuracy of low eletronic piatelet counts using platelet
distribution curves. American Internal of Medical Technology., v.47, n.1,
p.15-18, 1984,

FAULHABER, MHW., CRUZ, M.C.P., SANCHES, S.L. Fluxocitometria na rotina
laboratorial; analise hematoldgica automatizada. Tema de Atualizagéo, 199-,

FIELD, E.J., MACLEOQD, |. Platelet adherence to polymorphs. British Medical
Journal, v.2, p.388-389, 1963.

FINAZZI, G. Prophylatic platelet transfusion in acute leukemia: which threshold
should be used? Haematologica, v.83, p.961-862, 1998.

FISCHER, G., CATANIA, L., KUHICKA, J. |dentification of abnormal WBC
pcpulations flagged by the Advia Tm hematology system. In: BAYER, Prenome
do Autor? Advia Tm 120 hematology system. Local de Publicagao: [199 '?]

FONIO, A. Ueber ein neues Verfahren der Blutplatichenzahlung, Deustsche

Zeitschrieft Fur Chirurgie. v.1 17, p.176, 1912

P F. MOORE, LR, SANKARY, H.N., HART, ME., ASHMANN, M.K

FOSTER
ith coagulopathy

WILLIAMS, J.W. Central venous catheterization in patients wt
Archives of Surgery., v.127, p.273, 1992



117

FRATANT
of plat lo:‘"'J-C.. POINDEXTER, B.J., BONNER, R.F. Quantitative assessment
piatelet morphology by light scattering: a potencial method for the evaluation

of platelets for transfusion. Journal of Laboratory and Clinical Medicine
v.103, n.4, p.620-631,.1984, |

FRASER, C.G. Special report. desirable standards for hematology tests: a
proposal. American Journal of Clinical Pathology, v.88, p.667-669, 1987.

FROJMOVIC, MM., MILTON, J.G. Human platelet size, shape, and related
functions in health and disease. Physiology Review. v.62, p.185, 1982,

GAYDOS, LA, FREIREICH, E.J., MANTEL, N. The guantitative relation between
platelet count and hemorrhage in patients with acute leukemia. New England
Journal of Medicine, v.266, p.905-909, 1962.

GEORGE, J.N., WOOLF, S.H., RASKOB, G.E., WASSER, J.S., ALEDORT, LM,
BALLEM, P.J., BLANCHETTE, V.S., BUSSEL, J.B., CINES, D.B., KELTON,
J.G., LICHTIN, AE., McMILLAN, R, OKERBLOOM, J.A., REGAN, DH,,
WARRIER, [. Idiopathic thrombocytopenic purpura: a practice guideline
developed by explicit methods for the American Society of Hematology. Blood,
v.88, p.3-40, 1996.

GIL-FERNANDEZ, J.J., Alegre, A., Fernandez-Vilalta, M.J., et al. Clinical results
of a stringent policy on prophylactic platelet transfusion: non-randomized
comparative analysis in 190 bone marrow transplant patients from a single

institution. Bone Marrow Transplant, v.18, p.931-935, 1996.

GLASS, U.H. Automated platelet counting. British Journal of Haematology.
v.21, p.529, 1971.

GER. J., SCHANZ, U., FEHR, J., Schafner, A. Safery of stringent

GMUR, J., BUR .
te leukemia. Lancet,

Prophylactic platelet transfusion policy for patients woh acu

v.338, p.1223-1226, 1991.

GOASGUEN, JE GARAND, R., BIZET, M., et al. Prognostic factors of

a simplified 3-D scoring system. Leukemia

myelodysplastic syndromes-
Research., v.14, p.255-262, 1990.



118

G
OLDMAN, M. BLAJCHMAN, M.A. Blood product-associated bacterial sepsis.
Transfusion Medical Review., v: 73, 1991,

GOWLAND, HEME., KAY, J.C., SPILLMAN, C. et al. Agglutination of platelets

by a serum factor in the presence of EDTA. Journal of Clinical Pathology,
v.22, p.460-464, 1969,

GRANT, LH., GOLD, J.MW. et al. Transfusion-associated acute Chagas’ disease

acquired in the United States. Annals of Internal Medicine., v.111, p.849,
1989.

GRONER, Tycko, D. Characterizing blood cells by biophysical measurements in
flow. Blood Cells, v.6, p.141-157, 1980.

GULATI, G.L., HYUN, B.H., ASHTON, J.K. Advances of the past decade in
automated hematology. Pathology Patterns, v.98, n.4, p.11-16, 1992.

GUTIERREZ, G., JOU, M.J.,, REVERTER, J.C. et al. Programa de evaluacion
externa de la calidad en hematologia; general Valoracién de los resultados
correspondientes a 1994. Sangre, v.41, n.2, p.115-124, 1996.

HACKNEY, J.R., CEMBROWSKI, G.S. Need for improved instrument and kit
evaluations. American Journal of Clinical Pathology, v.86, p.391-393, 1986.

HALLAWELL, R., O'MALLEY, C., HUSSEIN, S. et al. Na evaluation of the sysmex
NE-8000 hematology analyzer. American Journal of Clinical Pathology. v.96,

p.594-601, 1991.

HANDLER, R.l. Automated platelet counting. American Journal of Clinical
Pathology, v.56, p.661, 1971.

LER, E., FEHR, J., KELLER, H. Estimation of the lower limits of manual

HANSE
| of Clinical Pathology,

and automated platelet counting. American Journa

v.105, n.6, p.782-787, 1996.



119

HECKMAN, K.D., WEINER, G.J., DAVIS, C.S, STRAUSS, R.G., JONES, M.P.,
BURNS, P. Randomized study of prophylacticj platelet transfusion threshold

during induction therapy for adult acute leukemia: 10,000 versus 20,000.
Journal of Clinical Oncology, v.15, p.1143-1149, 1997.

HITTMAIR, A. Die Blutplatichen. Folia Haematology v.35, p.156, 1928.

ICSH - International Committee for Standardization in Haematology. Selected
method for visual platelet counting. Labmedica, 5:31-34, 1988.

INTERNATIONAL COMMITTEE FOR STANDARDIZATION IN HAEMATOLOGY.
Protocol for evaluation of automated blood cell counters. Clinical Laboratory
Haematology, v.6, p.69-84, 1984.

ISOBE, T., FUJITA, T., KINOSHITA, S. et al. Pseudothrombocytopenia with cold-
type platelet agglutinins. Japan Journal of Medicine, v.22, p.8-13, 1883.

JONES, B.R. et al. Quality team approach in evaluating three automated
hematology analyzers with five-part differential capability. American Journal of
Clinical Pathology, v.103, p.159-166, 1995.

KIM, Y.R., ORNSTEIN, L. lsovolumetric shepering of erithrocytes for more
accurate and precise cell volume measurement by flow cytometry. Cytometry,

v.3(b), p.419-427, 1983.

KJELDSBERG C.R. Principles of hematologic examinalion. In: Lee, G.R., Bithell,
T.C., Foerster, J., et al, eds. Wintrobe's clinical hematology. 9.ed.

Philadelphia: Lea & Febiger, 1993. v.1, p.11-12.

KJELDSBERG, C.R. et al Spurious thrombocytopenia. Journal of American

Medical Association., Chicago, v.227, n.6, p.628-630, 1974.
KRUSKALL, M.S. The perils of platelet transfusions. New England Joumnal of
Medicine, v.337, p.1914-1915, 1997.

isher, G., Zelmanovic, D. et al. Accurate quantitation of platelets on

KUNICKA, J., F
™ 120 Hematology

the ADVIA™ 120 hematology system. In: BAYER. ADVIA

System. .



120
LAWRENCE, JB.,, YOMOTOVIAN, C.D. Reability of automated platelet counts:

comparison with manual method and utility for prediction of clinical bleeding.
American Journal of Hematology, v.48, p.244-250, 1995,

LEWIS, S.M., WARDLE, J., COUSINS, ., et al. Platelet counting: development of

a reference method and a reference preparation. Clinical and Laboratory
Haematology, v.1, p.227, 1979.

LEWIS, S.M., SKELLY, J.V., COUSINS, S. Automated platelet counts: a re-
avaluation of the sedimentation method. Clinical and Laboratory
Haematology, v.3, p.215, 1981.

LLOMPART, |. et al. Evaluation del autoanalizador hematolégico Coulter Maxm.
Sangre, v.40, n.2, p.121-128, 1995,

LOMBARTS, AJ.P.F., De KIEVIET, W. Recognition and prevention of
pseudothrombocytopenia and concomitant pseudoleukocytosis. American
Journal of Clinical Pathology, v.89, p.634-639, 1984.

LOTT, J.A, HARTZELL, R.K., LONGBERRY, J. Synthetic materials for platelet
quality control, Medical Tecnology, v.49, n.1, p.43-48, 1683.

MASPES, V., JAMRA, M. Direct method for platelet counting, with a study of its
accuracy. Journal Laboratory of Clinical Medicine, v.45, n4, p.641-647,

1955.

MAUPIN, B.l. Blood platelets in man and animais. Oxford: Pergamon Press,
1969. v.1, p.37

MAYER, K., Chin, B., Baisley, A. Evaluation of the S-Plus IV. American Joumal
of Clinical Pathology, v.83, p.40-46, 1985.

MAYER, K., CHIN, B, MAGNES, J.. et al. Automated platelet counters: a

comparative evaluation of latest instrumentation. American Journal of Clinical

Pathology, v.74, p.135-150, 1980.

MAYNE, E.E., CARVILLE, J.M. Enumeration of platelets using a model B counter.
Journal of Clinical Pathology. v.22, p. 107, 1969.



121

MIALE, J.B. Differential leukocyte count. Laboratory Medical Hematology. 4.ed.
St. Louis: Mosby, 1972, p.1210.

MOGADAN, L. Application of the Miller’s disc for the estimation and quality control
of the platelet count. Laboratory Medicine, v.11, p.131-132, 1980,

MOREL, P., HEBBAR, M., LAl J.L. et al. Cytogenetics analysis has strong

independent prognostic value in de novo myelodysplastic syndromes and can

be incorporated in a new scoring system: a report on 408 case. Leukemia, v.7,
p.1315-1323, 1993.

MORTON, B.D. et al Pappenheimer bodies, Na additional cause for a spurious

platelet count. American Journal of Clinical Pathology, v.74, p.310-311,
1980.

MUFTI, G.J., STEVENS, J.R., OSCHER, D.G., et al. Myelodisplastic syndromes: a
scoring system with prognostic significance. British Journal of Haematology,
v.59, p.425433, 1985.

MURPHY, S, LITWIN, S., HERRING, L.M. The indications for platelet transfusion
in children with acute leukemia. American Journal of Hematology, v.12,
p.347, 1982.

MURPHY, W.G., SEYMOUR, J., GMUR, J., SCHAFFNER, A., BENBASSAT, |.,
RAMOT, B. Prophylactic platelet transfusion in acute leukaemia. Lancet. v.339,

p.120, 1992. [Letter]

NAND, S., WONG, W., YUEN, B, YETTER, A,, SCHMULBACH, L., FISHER, S.G.
Heparin-iuduced thrombocytopenia with thrombosis: Incidence, analysis of risk
factors, and clinical outcomes in 108 consecutive patients treated at a single
institution. American Journal of Hematology, v.56, p.12, 1997.

NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH. Consensus development conference on
platelet transfusion policy. Journal of American Medical Association.,

Chicago, v.257, p.1777-1780, 1987,



122
NAVARRO, J.T., HERNANDEZ, J.A., RIBERA, J.M,, et al. Prophylactic platelet

transfusion threshold during therapy for adult acute myeloid leukemia:
10,000/NL versus 20,000/NL. Haematologica, v.83, p.998-1000, 1998.

NELSON, M.G. Multichanne! continuous flow analysis on the SMA-4. Journal of
Clinical Pathology, v.22, Suppl.3, p.20-25, 1969.

NICHOLLS, P.D. Erroneous platelet counts on the Coulter model S Plus counter

after correction for hyperlipaemia. Medical Laboratory Science, n.40,p. 69-71,
1982.

NOSANCHUK, J.S., CHANG, J., BENNETT, J.M. The analytic basis for the use of

platelet estimates from peripheral blood smears. American Journal of Clinical
Pathology, v.69, p.383, 1978.

OHNUMA, O., SHIRATA, Y., MIYAZAWA, K. Use of thecphyline in the

investigation of pseudothrombocytopenia inducerd by edetic acid (EDTA- 2K).
Journal of Clinical Pathology, p.41, p.915-917, 1988.

OLEF, |. The enumeration of blood platelets. Journal Laboratory of Clinical
Medicine, v.20, p.416-436, 1935.

OLIVEIRA, RA.G., Gongalves, R.S., Oshiro, M., et al. Estudo comparativo entre
dois métodos diretos manuais para contagem de plaquetas, tendo como
pardmetro a automagdo. Série Monografias da Escola Brasilelra de
Hematologia, Ribeirao Preto, v.6, supl.1, 1999. [CONGRESSO NACIONAL DO
COLEGIO BRASILEIRO DE HEMATOLOGIA, 17, Foz Iguagt, 1999]

PASSMORE, S.J., HANN, I.M,, STILLER, C.A., et al. Pediatric myelodisplasia: a
study of 68 children and new prognostic scoring systen. Blood, v.85, p.1742-
1750, 1995.

PATTEN, E. Controversies in transfusion medicine. Prophylactic platelet
transfusion revisited after 25 years: Transfusion, v.32, p.381, 1992.



123
PISCIOTTO, P.T., BENSON, K_, HUME, H. et al. Prophylactic versus therapeutic

platelet transfusion practices in hematology and/or oncology patients
Transfusion, v.35, p.498-502, 1995.

PRICE, LW., MAJ, M.C., GRAY, J.M. Experience with platelet counting by a

electronic method. American Journal of Clinical Pathology. v.49, n.4, p.606-
610, 1968.

PROCEDIMENTOS sugeridos para la manipulacion de resultados anormales em
los instrumentos- Coulter counter. 1988. 18p.

REBULLA, P., Finazzi, G., Marangoni, F., et al. The threshold for prophylactic
platelet transfusions in adults with acute myeloid leukemia. New England
Journal of Medicine, v.337, p.1870-1875, 1997.

REES, H.M., Ecker, E.E. An improved method for counting blood piatelets.
Journal of American Medical Association., v.80, n.9, p. 621-622, 1923.

RICKER, R. Enumeration of platelets. American Journal of Clinical Pathology,
v.71, p.359-360, 1979. (Letter)

ROSS, DW., Lanier, A, Gulley, M. Automated platelet counts: accuracy,

precision, and range. American Journal of Clinical Palhology, v.74, p.151-
156, 1980.

ROSS, D.W., BENTLEY, S.A. Evaluation of a aAutomated Hematology System
(Technicon H-1), Archives of Pathology and Laboratory Medicine, v.110,
p.803-808, 1986.

ROWAN, R.M. Platelet counting and the assessment of platelet function. in:
Keopke, J.A., ed.Pratical Laboratory Hematology. New York: Churchuill
Livingston, 1991. p.157-170.

ROWAN, R.M., ALLAN, W., PRESCOTT, R.J. Evaluation of a automatic platelet
counting system utilizing whole blood. Journal of Clinical Pathology, v.25,

p.218-226, 1972.



124

SANFORD, A.S,, et al. Spurious platelet counts in Hair cell leukemia. American
Journal of Clinical Pathology, v.68, n.4, p.530-531, 1977.

SANZ, G.F., SANZ, MA,, VALLESPI, T., et al. Two regression models and a
scoring system for predcting survival and planning treatment in mielodysplastic

syndromes: a multivariate analysis of prognostic factors in 370 patients. Blood,
v.74, p.395-408, 1989.

SARODE, R., GOTTSCHALL, JL., ASTER, R.H., et al. Thrombotic

thrombocitopenic purpura: early and late responders. American Journal of
Clinical Pathology, v.54, p.102-107, 1997.

SAVAGE, R.A. Pseudoleukocitosis due to EDTA-induced platelet clumping.
American Journal of Clinical Pathology, v.81, p.317-322, 1984.

SCHIFFER C.A. Prophylactic platelet transfusion. Transfusion, v.32, p.295, 1992.

SCHMUNIS, G.A. Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas’ disease:

status in the blood supply in endemic and noendemic countries. Transfusion,
v.31, p.547, 1991.

SHERRILL, J.S., Corash, L., Shiffer, C., et al. Newer approachhes to platelet
transfusion therapy. In: Transfusion Medicine Education program of The
American Society of Hematology, Orlando, 1996. Proceedings. Philadelphia:
ASH, 1996. p.119-131.

SHREINER,D.P., BELL, W.R. Pseudothrombocytopenia: manifestation of a new
type of platelet aggiutinin. Blood. v.42, n.4, p.541-549, 1973.

SIGNY, A.G., Green, AE. Platelet adherence to polymorphs. British Medical
Journal, v.2, p.624, 1963.

SMALL, M., LOWE, G.D.O., CAMERON, E., FORBES, C.D. Contribution of the
haematocrit to the bleeding time. Haemostasis, v.13, n.6, p.379-384, 1983.

SOLANKI, D.L. et al. Spurious leukocitosis and thrombocytopenia: a dual
phenonlmnon caused by clumping of platelet in vitro. Journal of American

Medical Association., Chicago, v.250, n.18, p.2514-2515, 1983.



125

SOLOMON, J., FENKAMP, T., FAHEY, J.L., CHILLAR, R.K. BEUTER, E. Piatelet
prophylaxis in acute non-lymphoblastic leukemia. Lancet, v.1, p.267, 1978.

STASS, S.A., HOLLOWAY, M.L., PETERSON, V., et al: Cytoplasmic fragments
causing spurious platelet count's in the leukemic phase of poorly differentiated
lymphoma. American Journal of Clinical Pathology, v.71, p.125-128, 1978.

STASS, S.A,, HOLLOWAY, M.L., SLEASE, R.B., SCHUMACHER, H.R. Spurious
counts in hairy cell leukemia. American Journal of Clinical Pathology, v.68,
p.530-531, 1977.

STASS, A.S. et al. Cytoplasmic fragments causing spurious platelet counts in the
leukemic phase of poorly differentiated lymphocitic lymphoma. American
Journal of Clinical Pathology, v.71, p.125-128, 1979.

STANWORTH, S.J., Denton, K., Monteath, J., et al. Automated counting of
platelets on the Bayer ADVIA™ 120 analyser. Clinical Laboratory

Haematology, v.21, p.113-117, 1999,

STOCKL, D., Baadenhuisen, H., Fraser, C.G., et al. Desirable routine analytical
goals for quantites assayed in serum. European Joumal of Clinical

Chemistry and Clinical Biochemistry, v.33, p.157-169, 1995.
TECHNICON H1 System — Software digest. New York, 1985.

TECHNICON H1 Information Bulletin, mar., 1986. 34p.

TOCANTINS, L.M. Technical methods for the study of blood platelets. Archives
Pathology, v.23, p.850-879, 1937.

TYCKO, D.H., et al. Flow-cytometric light scattering measurement of red cell

volume and hemoglobin concentration. Applied Optics, v.24,n.9,1985.

VARELA, B.J. CHUANG, C., WOLL, J.E., et al. Modifications in the classification
of primary myelodisplastic syndromes: the adition of a scoring system.

Hematology Oncology, v.3, p.55-63, 1985.



126
VEENHOVEN, W.A., VAN DER SHANS, G.S., HUIGES, W. et al

Pseudothrombocitopenia due to agglutinins. American Journal of Clinical
Pathology, v.72, p.1 0005-10008, 1979.

VELLOSO, E.D.RP. Contribuicido ao estudo clinico e hematoldgico das
sindromes mielodisplasicas; estudo de 33 casos. Sio Paulo, 1992.
(Dissertagdo de Mestrado - Faculdade de Medicina - USP).

VIVES-CORRONS, et al. Evaluation of the Abbot Cell-Dyn 3500 hematology

analyzer in a university hospital. American Journal of Clinical Pathology,
v.105, n.5, p.553-559, 1996.

WARKENTIN, T.E. Heparin-induced thrombocytopenia: pathogenesis, frequency,
avoidance and management. Drug Safety, v.17, p.325, 1997.

WERTZ, R.K,, et al. A critical analysis of platelet counting methods. American
Journal of Clinical Pathology, v.68, p.195-201, 1977.

WERTZ, R.K. Tripplet D: a review of platelet counting performance in the United
States. American Journal of Clinical Pathology, v.74, suppl., p.575-580,
1980.

WERTZ, RK., KOEPKE, J.A. A critical analysis of platelet counting methods.
American Journal of Clinical Pathology, v.68, suppl., p.195-201, 1977.

WESTGAD, J.O., HUNT, M.R. Use and interpretation of common statistical tests
in method-csomparison studies. Clinical Chemistry, v.19, n.1,1973.

WILLIAMS, W.J., SCHNEIDER, AS. Examination of the peripheral blood. In:
WILLIAMS, W.J., BEUTLER, E., ERSLEV, AJ., RUNDLES, RW., eds.
Hematology. New York: McGraw-Hill, 1972. p.18.

WILLIAMS, W.J., NELSON, DA., MORRIS, MW. Examination of blood. I
WILLIAMS, W.J., BEUTLER, E., ERSLEY, AJ, LICHTMAN, MA., eds.

Hematology. 4.ed. New York: McGraw-Hill, 1990.



127

| WINTROBE, MM, LEE, G.R,, BOGGS, D.R., BITHELL, T.C., ATHENS, JW,,
FOERSTER, J. Clinical hematology. 7.ed. Philadelphia: Lea & Febeger, 1974.
p.1043-1070. [The diagnostic approach to the bleending disorders).

WRIGHT, J.H., KINNICUTT, R. A new method for counting blood platelets for
clinical purposes. Journal of American Medical Association., Chicago, v.56,
p.1457, 1911.



