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ESTUDO DE 6 PARAMETROS DO HEMOGRAMA, UMA COMPARACAO DE  METODOLO-
GIAS*

MARIA LAIRTE C., ALVES DE LIMA**

Foram realizados 62 hemogramas de pacientes procedentes
da rotina do Laboratdrio Clementino Fraga e estudado 6 parametros,
comparando os resultados obtidos pelo analisador automatico Coul-
ter STKS com aqueles obtidos pelos métodos manuais e semi-automati

co. As amostras nao apresentavam sinais de anormalidade.

Considerando a contagem das células sanguineas o método
semi-automatico foi o que mais se aproximou do automitico, onde
se obteve as maiores contagens de cé€lulas. O método manual contou

o menor nimero de células.

Os resultados do hematScrito obtido pelo método automdti-
co apresentou um valor de 3% abaixo dos valores obtidos pelo méto-

do de centrifugagdo (microhematdcrito).

N3o houve variag¢do nas concentragao de hemoglobina obti-

das pelos trés métodos.

A contagem diferencial dos leucdcitos mostrou uma boa cor
relacao frente ao método Optico convencional para neutrdfilos, eo-
sindfilos e linfdcitos. Para a contagem de mondcitos houve uma po-
bre correlacdo e para os bas6filos foi estatisticamente insignifi-
cante,

11,3% dos esfregagos sanguineos examinados apresentavam
bastonetes (1 a 4%), das amostras sem sinalizacao de alarme pelo
Coulter STKS. ‘

(*) Trabalho apresentado ao Cursc de Especializagdo de Hematologia e  Hemote-
rapia — HEMOCE.

(**) Farmacdutica-Biogquimica - aluna & Curso de Especializacao em Hematologia

e Hemoterapia.




1. INTROBUGAO

Houve na década passada, uma grande expansao no campo
das técnicas hematoldgicas (7,24,49).

Distintos equipamentos eletronicos tem-se desenvolvi-
do para a contagem automatica das cé€lulas sanguineas, capazes
de proporcionar um.nimero cada vez mais elevado de parametros
hematimétricos, além da contagem diferencial dos leucdcitos.(7,
24, 20). . 3., P wif : '

0s métados-etetronicos de contagem de células sangui-
neas mais amplamente usados hoje em dia sao os aétodos funda-
‘mentados em um dos principios seguintes:; (7, 13, 14, 24, 33,
38, 40).

1. As células passando através de um orificio provoca
alteracio -na resisténcia elétrica, que sao contados como pul-
sos de voltagem. Este principio & utilizado nos sistemas Coul~-
ter counter {(Coulter Diagnostics, Hialcah, Fis.) e Celloscope
(Lars Ljungberg e Co., Estocolmo, Suécia).

2. As células passando através de uma célula de fluxo
provocam deflexdes num feixe Tuminoso, que sao convertidas em
pulsos elétricos mediante um tubo fotomultiplicador. Este prin
cipio € o utilizado nos-sistemas Auto Analyzer (Techicen Le,
Ardsliy, N.Y.) e Fisher Autocytometer (Fisher Scientifie Co,
Pittsburg, Pa). 3

Na atualidade a maioria dos autcanalisadores determina
a contagem diferencial dos TeucOcitos com base na analise com-
binada de C1tometr1a e Citoquimica (Sistemas Technicon) ou a
medida da 1mpendenc1a incorporando novos métodos (rad1ofrequen
cia, p. ex.) que permitem estudar as celulas sem necessidade
de destruir a membrana citoplasmdtica (Sistemas Coulter e
Sysmex).

A chegada e a aceitacao dos contadores eletronicos de

senvolveram muito a exatidao e a precisao dos resultados labo-
ratoriais,'assim como aperfeicoou a eficiencia.(33)

0s contadores automiticos de c@tulas sanguineas con-
tam maior nimero de cé&lulas quando comparados aos metodos ma-




nuais, permitindo conseguentemente uma maior precisdo.(33)

Até o advento dos métodos automaticos, constituia um
procedimentn extremamente falho, a contagem das c€lulas sangui
neas pelos métodos manuais, com deficiencias relacionadas a
problemas inerentes ao proprie método e, sobretudo a deficién-
cia muito comum na sua execugao como p. ex. a fadiga visual.
(25, 33, 38).

Alguns métodos automaticos sobretudo os aparethos do
tipo fluxo de c&lulas e modificacac de impedancia do meio, tor
naram estas determinacoes bem mais precisas, descendo de um
coeficiente de variacgao de Iy para o visual, para f'B%'para
o eletronico.(33) E

0 colégio Americano de Patologia (CAP) - 1976, mostra
que o coeficiente de variacdo & menor do que 2,5% para hemoglo
hina e hematocrito determinados nos aparelhos automaticos de
sangue total assim também como as contagens de eritrocitos. En
tretanto a contagem de leucocitos, mostra CV'S em torno de 3 a
6%. (16,19).

No entanto, as técnicas de calibracao para 0s apare-
lhos eletronicos nao tem guardado espago para o melhoramento
na precisao.(15) A exatidao e a precisac tem sido sempre a
maior fonte de preocupacao na contagem das celulas sanguineas
na camara (contagem visual)}), que teoricamente fornece e pnssi-
bilita calibragao primaria inerente,

Algumas té&cnicas manuais classicas (micro-H;t-Hb) ain
da contribuem basicamente para redugao dos prob1ema§ de exati-
dao.

Um padr3o de calibragdo aceito habitualmente existe
somente para a determinagdo da hemoglobina. 0 método recomenda
do pelo Congresso Internacional de Hematologia em 1966, e © me
todo cianometahemoglobina que foi descrito por Vam Kampem em
1961. (15,16)

0 método de Wintrobe ou macrohematdcrito € o - método
recomendado como padrdo de calibragac, por alguns autores{il).
No entanto na rotina dos laboratdrios se prefere o método mi-
crohematécrito por ser mais rapido, e de comparavel exatidao,
no entanto & preciso que se faga a corregao, quando necessario
de residuc de plasma. Esta corregao pode ser aplicada pela sub




tragao de 3% do hematdocrito observado. Deste modo o sangue fres-
co total pode ser usado para calibragao primaria.{15)

A contagem das celulas sanguineas utilizando m&todos vi
suais € ainda muito usado nos laboratorios de pequeno porte. A
este método de contagem de ceélulas séngufneas existem numerosas
possibilidades de erros. Os erros podem ser devido a natureza da
amostra, a técnica do operador e a inexatidao do equipamento.(38)"

Erros devidos a caracteristicas da amostra: A congula-
¢3o parcial do sangue venoso & causa de erro, pelas variagoes
da distribuigao dos eritrocitos ou pela diminuig¢ao do seu numero.
0 misturar do sangue completamente e imediatamente antes da di-
Tui¢ao, introduz um -erro que depende do grau de sedimentacgao.

Erros do operador: Erros devido a defeitos de técnica
podem ocorrer na dilui¢do da amostra, na montagem da camara e
quando as células sac contadas. Uma causa de erro freqlente e a
colocagao incorreta da Taminula,

Erros devido ao equipamento: a falta de exatidao da gra
duacao das pipetas e dos quadriculas e da profundidade da camara
de contagem sao causas de erros freqglientes,

Erros inerentes ou erro de campo: mesmo com & amostra
perfeitamente misturada, ocorre uma variagdo o numero de celulas
suspensas que estao distribuidas num dado volume, que se distri-
bui no reticulo da camara. '

Segundo a lei de distribuigao de Poisson, estatistica-
mente o erro de campo & o erro minimo.

Burkson (1940), determinou experimentalmente, para a
contagem de eritrocito em hemocitometro, cogficientes de varia-
cao expressos em percentagem. Experimentalmente, o erro de campo
para as contagens de eritrdocitos (mas nao para os leucdcitos),
era ligeiramente menor que o dado pela distribuig¢do de Peoisson.
{38, 39).

Por exemp]é, quando se contam 500 eritrocitos para uma
contagem de eritrocito, o coeficiente de variagao (CV) e igual a
7,7%, se utilizarmos uma camara e uma pipeta. Isto .corresponde
a um erro experimental de mais ou menos 15,4% (o dobro do CV).
Usando duas pipetas e duas camaras e contando o dobro dos eritﬁ§
citos, o erro experimental reduz-se a mais ou menos 11%,




Alguns autores (7, 38, 39) acreditam que estes erros pos
sam ser minimizados por meio de uma técnica cuidacosa e contan-
do grande nimero de células,

Existem também contadores eletronicos que possuem diltui
dores acoplados ao sistema. S3o os aparelhos semi-automaticos ou
instrumento digital.

Com o método semi-automatico ou digital, a concentragao
das células & determinada diretamente pelo numero de células num
dado volume. Eles aspiram a amostra de sangue e expelem-na junta
mente com o diluente. Em alguns instrumentos, os volumes sao ajus:
tados, ao passo que em outros, um ou ambos os volumes sao fixos.
Em qualquer dos casos o diluidor deve executar diluigoes a
1:250 e diluicoes a 1:500 com CV inferior a 1%.(39)

.Este volume & um liquido calibrado entre a coluna de um

sensor inicial e um sensor de parada.

A exatidao destes instrumentos depende principalmente
da exata medida deste volume e do modelo de contagem, assim como
na diluicio das c&lulas, colocagdao do limiar, harmonia e corre-

cao de fundo.

Depois das amostras diluidas, a contagem & feit=» no con
tador eletronico acoplado ao diluidor, que possui os mesmos prin
cipios citados anteriormente. Também acomplado ao sistema existe
um dosimetro para a dosagem da #emoglobina. Usando a mesma dilui
¢ao para a contagem de leucdcitos, pode-se determinar a dosagem
da hemoglobina.

Exemplos destes aparelhos sao os Analys 134, Contraves
880, Coulter Models DM, ZB e ZF, Sysmes CC 108, 110 e 800 ¢ Ul-
tra Logic 800 (28). '

Este trabalho tem como objetivo, o estudo de 6 parame-
tros do hemograma‘comparando os resultados obtidos pelo - método
automatico do Coulter STKS com agueles detidos pelos métodos ma-
nuais e semi automatico, nas amostras de sangue que nac apresen-
tavam nenhum sinal de anormalidade,
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2. MATERIAL E METODO

2.1 - Amostras Estudadas: -

Foram analisadas 62 amostras de sangue de pacientes pro
cedentes da rotina do Laboratoric Clementino Fraga. As amostras
foram colhidas por -pungao venosa, tendo como anticoagulante o
EDTA-K3 (Vacuntainer, Bécton Dickinson Corporation).

0s resultados de seis parametros do hemograma obtidos
pelo analisador automatico Coulter STKS, de uso_rotineiro do mes
mo laboratorio, foram comparados com os obtidos pelos mé todos ma

nuais e semi-automatico. :

‘Das amostras processadas para a realizacao do hemogra-
ma pelo Coulter STKS na rotina do laboratdrio, 5 a 7 amostras -
processadas eram separadas por dia, para analise de 6 parame-
tros do hemograma pelos métodos manuais: contagem de leucocitos,
contagem de hemacias e contagem de piaquetas na camara, ciameta
hemoglobina, microhematoegito e contagem diferencial dos leucdci
tos, e 3 parametros, contagem de hemd3cias, contagem de Tleucdci-
tos e cianometa-hemoglobina pelo método semi automatico.

As 62 amostras selecionadas nao inclui amostras patolo-
gicas para o método automatico Coulter STKS, e o periodo trans-
corrido entre a extracao e a analise oscilou entre.2 a 6 horas.

O0s resultados dos parametros do hemograma, obtido pelog
método automatico so0 foram colhidos no final do estudo.

2.2 - Caractenisticas dos Metodos:
a) METODO 1: Método do hemocitometro ou camara de contagem.

A camara de contagem consta de uma peg¢a de vidro espes-
so contendo um rebaixamento na parte central que € separada das
partes laterais por duas valetas. As melhores camaras apresentam
a parte central espelhado. Nesta parte esta gravado o reliculo,
As camaras podem ter de um a quatro reticulos, todos separados
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por valetas para impedir que as suspensoes de ca2lulaes se mistu-
rem. 0 desnivel da parte central corresponde a altura da cama-
ra, que vem gravada ao lado, em cada peca.

0 retTculo varia com a fabricagao. O tipo usado para es
te estudo foi o reticulo de Neubauer. E formado por 3 quadrados
de lmm2 de area e portanto tem 9mm2 de superficie. A profundida-
de da camara & de 0,lmm. O volume total da camara € de 0,9mm3.
Cada um dos 9 quadrados & subdividido. 0Os quatro quadrados chama
dos externos (A, B, €, D) sdo divididos em 16 pequenos quadrados
medindo cada um 1/16 de mmz. 0 quadrado central & divididoe em 25
pequenos quadrados medindo cada um 1/25 do mmZ. Cada um destes,
por sua vez, & dividido em outros 16 gquadrados medindo 1/400 do
mm - . ‘

O0s métodos manuais para contagem de células sanguineas
consistem geralmente em diluir o sangue em proporcoes adequados
com solucoes diluidoras apropriadas. A amostira diluida € entao
introduzida na camara de contagem e contada ao microscopio com
" oculog x 10 e objetiva de 40x.

a.1) Contagem de Hem&cias:

A amostra de sangue foi diluida a 1:20C. 20 ul de san-
gue foi pipetado, utilizamos pipeta automatica de 20 ul, o san-
gue foi bem homogeneizado na hora da pipetagem e transferido pa-
ra um tubo de ensaio contendo exatamente 4 ml da solugao diluen-
te. A contagem foi feita na camara de Neubauer, em area igual

a 1/5 mmz.

a.2) Contagem de Leucdcitos:

A amostra de sangue foi diluida a 1:20. 20 ul de sangue
foi pipetado, utilizando pipeta automatica de 20 ul, 0 sangue
foi bem homogeneizado na hora da pipetagem e transferido para um
tubo de ensaio contendo exatamente 0,4 da solu¢do diluente. A
contagem foi feita na camara de Neubauer, em area igual a 4mm . .

a.3) Contagem de Plagquetas:

A amostra de sangue foi diluida a 1:100, utitizando um
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diluidor manual (Oxford). A contagem foi feita na camara de Neu-
bauer, em area igual a 2mm~,

0 1iquido diluidor para a contagem das hemacias deve
ser isotonico para evitar a lise e a crenacdo dos eritrocitos,
deve também conter um fixador para conservar a forma dos eritro-
citos. A so]uééo de Gower e o isoton (Coulter Diagnostico, Hi-
alcah, Fla), satisfaz estas exigencias. 0 diluente para a conta-
gem de leucocitos, provoca a lise dos eritrocitos, mas nao as
dos precursores dos eritrdcitos nucleados. 0 1iquido mais S im-
ples & a solugdo de acido ac&tico a 2% (solucao de Turk). 0 17-
quido diluente para as plaquetas foi o reagente citrato de sodio
a 3,8%. .

a.4) Hematocrito:

Utilizado o método do microhematécrito. Foi usado capila
res da marca Delta. 0 capilar foi enchido e centrifugado a 11
rpm, durante 3 minutos. (Centrifuga da marca Autocrit II). A Tei
tura foi realizada no microhematdcrito reader. (Sherwood - me ~
dial industries INC. Bridgeton no 63042),

a.b) Hemoglobina:

A metodologia usada foi cianometahemoglobina (HiCN).
Usando reagentes da Labtest (sistemas para diagnéstico), com pa-
drao para dosagem de hemoglobina, recomendado pelo Internacional
Committer for Standartization in Hematology (IQSH) e do Nacional
committer for clinical Laboratory Standards (ngLS). A leitura
foi feita em espectrofotometro (Colleman) em comprimento de onda
de 540 nm. -

a.6) Contagem Diferencial dos Leucocitos:

A contagem diferencial foi realizada através de esfrega
¢os sanguineos em laminas coradas pelos métodos panoticos {May-
Grunwald- Giemsa), sobre um total de 100 célultas, como € feito
de maneira convencional na rotina dos laboratarios.
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b) METODO 2: Método semi-automitico

Foi utilizado para as contagens globais hematimétricas,
ou seja, hemacias e leucdcitos, contadores eletronicos semi-auto
maticos da Celm (Cia. Equipadora de Laboratdrios Modernos) -
Celm CC-510 com diluidor DA-500 e seu respectivo dosimetro para
hemogleobina HB-520, calibrados segundo protocolo do fabricante.

¢} METODO 3: Método automatico. Coulter STKS:

_ 0 Coulter STKS & uma combinagdo de abertura de impedan-
‘cia com condutividade e raio laser, que produz'contagem das cé]g
las sanguineas, incluindo contagem diferencial -dos leucdcitos den
tro de uma analise automatica.

-

_ 0 Coulter STKS & uma combinagﬁé dos analisadores STKR e
CVS, incorporando um manuseio com frasco da amostra fechado, e
5 populagoes de contagem diferencial dos Teucdcitos. Hemdcias,
1euc6pitoé e plagquetas sao enumeradas e separadas no STKS usando
método de impedancia. ‘

A contagem diferencial das células brancas do sangue &
obtida usando uma corrente direta de baixa-freqiliencia e uma de
alta fregllencia eletromagnética combinada com luz laser, medindo
o volume celular, condutividade e luz dispersa respectivamente.
A diferencial & executada beTo fluxo celular em um canal triplo
localizado na frente do apareiho.

0 triplo canal analisa 8.192 células em cada amostra
dentro de 20 segundos.,

0 aparelho possui um sistema de sinalizagao (flagging)
que sao especificos, tanto rara os sinais suspeitos, como para
os -sinais definitivos de anormalidade.

0s dados instrumentais sao manipulados pelo sistema go-
vernado de dados (Data management System - DMS)}, os quais consis
tem de um microcomputador com 40 megabyte fixado e 12 megabyte
de disco. 0 sistema @ capaz de armazenar todas as informagoes de
umas 1.000 amostras.
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3. RESULTABOS:
3.1 -~ Modelo de Aqélise Estatfsti%a

Utilizou-se analise de variancia no modelo com um fator
em blocos totalmente ao acaso, para comparar as médias de conta-
gem dos 3 metodos.

0 modé]o:

Yij = u + Ai + Ij + eij

>

Uij - contagem das cE&lulas no i-&simo aparelho na ésimé amostra
_u - média geral populacional

A. - efejto do i-é&simo aparetlho, i =1, 2, 3

I. - efeito da j-€sima amostra de sangue j = 1----- 62

eij - erro aleatorio

Suposicoes ao modelo:

eij &~ N (0,T) independentes

TAT = 0

Hipoteses de. interesse:

Ho: A, = A, = Ag {os aparelhos contam em média o mesmo
no de células).

H;: Pelo menos um Ay & diferente, i =1, 2, 3 (pelo menos um dos
aparelhos difere em média, na contagem das c&lulas).
Quando rejeitou-se Ho, fez-se comparagoes entre as medias de
contagem de c&lulas dos aparelhos, pelo método de Dunnett,to
mando-se o aparelho autom3tico como padrao (controle}. Neste
método de comparagao, a amplitude padrao & dada por:

20ME

P —

=D

Bgs




Onde:
59 - nivel de significancia do teste

a - n? de aparelhos utilizados "

OmE - quadrado médio do residuo (na analise de variancia).

Glvs - graus de liberdade do residuo
62 - n9 de amostras
D (a-1, gers) =~ valor na tabela de Dunnett.

Utilizou-se estimativas pontuais e intervalares

" 0s parametros u, e ui. (media populacional do aparelho 1);

que: :

-~y =y (média geral amostral)

5

para
Tal

u; =Yy (média amostral do aparelho i)
Yo+ +(57) glrs) OmE (intervalo de confianga
4« . {r] ]86
para u ao nivel de 5%).
?i I t(5%; glrs) e (intervalo de confianca
i 62

para a média ui. Ao nivel de 5%),

NOTAGAO UTILIZADA -

** . Sjgnificancia a 1%
* . Significancia a 5%

n.s = nao significanfe
gl - graus .de liberdade

STGN significancia (nTvel descritivo do teste).

il

SIGN {(nivel descritivo do teste}.

CY - coeficiente de variagao,
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RESULTADOS OBTIDOS:

Hemacias
QUADRO DE ANELISE DE YARIANCIA
F.V. gl 50 oM F SIGN

Aparelho 2 13.417.366,49 6.308.683,25 115,84 0,00**
Amostra 61 31.960,866,90 523.948,62 -

Residuo - 122 7.065,716,17 57.915,71 -

Total 185" 52.443.949,46 - - - CV =5,47%

ESTIMATIVAS DAS MEDIAS DOS APARELHOS

APARELHO MEDIAS ‘ INTERVALO DE CONFIANCA
Manual 3.970,68 (3.910,78; 4,030,58)
Semi-automatico 4,579,52 (4.519,62; 4,639,42)
Automatico 4.490,97 (4.431,07; 4.550,87)

- TESTE DE DUNNETT -

A = 84,72

5%

Desse modo, tanto o aparelho manual quanto o apareilho
semi-autom3tico difere do aparelho automatico, na contagem media
do nimero de hemacias. :
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LEUCUCITOS
QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA
Fv Ge SQ 0M F SIGN
Aparelho 2 64.700,04- 32.350,02 17,08 0,00%*
Amostra 61 2.935,350,67 48.120,50
Residuo 122 231,082,672 1.894,12
Total 185 3.8071.133.,33 - CV= 6,51%
ESTIMATIVAS DAS MEDIAS DOS APARELHOS
APARELHO MEDIAS INTERVALOS DE CONFIANGA
Manual . 654,84 (644,01; 665,67)
Semi-automatico 656,13 (645,30, 666,96)
Automidtico 695,03 (684,20; 705 ,86)

TESTE DE DUNNETT

A5% = 15,32

Podemos dizer que a contagem média dos leucdcitos, tan-
to para o meétodo manual quanto-o semi-automatico difere do apare

1ho automatico.
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HEMOGLOBINA
QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA
Fv gl SQ oM F SIGN
Aparelho 2 0.00097 0,00048 0,0025 0,998 n:s
Amostra 61 349,27 5,7257
Residuo 122 23,60 00,1534
Total 185 372,87 - Cv=3,15%

-
M

" Pelos resultados da analise de variancia, os trés méto-
dos nao diferem quanto a dosagem de hemoglobina. Desse modo, po-

demos estimar a média das dosagens de hemoglobina pela média ge-

ral de amostra:

g

13,95

e o intervalo de confianca para a media u: (13,89: 14.01)




PLAQUETAS

QUADRO DE ANALISE

15

DE VARIANCIA

FV gl 5Q oM F SIGN
ApareTlho 1 83.141,04 53.141,04 260,05 0,00%*
Amostra 61 391.514,11 6.418,26
Res Tduo 61  12.465,46 204,35
Total 123 457.120,61 CV = 5,08%

ESTIMATIVAS DAS

MEDIAS DOS APARELHOS

APARELHO MEDIAS INTERVALOS DE CONFIANGA
Manual 240,24 (236,653 243,83)
Automatico 323,05

(319,46; 326,64)

0 método manual difere-do método automatico na contagem

média das plaquetas.
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HEMATOCITO
QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA
FV gl SG OM F SIGN

Aparetlho 1 69,75 69,75 59,30 0,00**
Amostra 61 1.880,85 30,83 =

Residuo 61 71,75 1,18 -
. Total 123 2,022 ,3%5 - - Cv=2,69%

ESTIMATIVAS DAS MEDIAS DOS APARELHOS
APARELHOS MEDIAS INTERVALOS DE CONFIANCA
Manual 41,82 (41,55 42 ,09)
Automatico 38,82 {38,55; 39,09)

0 aparelho manual difere do aparelho automatico na mé-

dia dos valeres do hematocrito.
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SEGMENTO
QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA
FY g1 $q oM F SIGN
Aparelho 1 14,91 14,91 1,59 0,21 n.s.
Amostra 61 9.233,72 161,37 -
ResTduo 61 571,59 9,37 i
Total 123 9.820,22 - - CV=5,58%

A eficiencia do aparelho manual € a mesma que a do apa-
relho automitico na contagem de segmentado. Neste caso, pode-se
estimar a contagem mé&dia das c&lulas, pela média amostral geral,
E;f 54,89, tendo-se obtido um intervalo de confianca de:

(54,35; 55,43).

EOSINOFILO
QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA(*)

Fv gl SQ oM F SIGN
Aparelho 1 0,03 - 0,03 0,39 0,54 n.s.
Amostra 61 30,61 0,50 : -
Residuo 61 4,92 0,08 - -

Total 123 35,59 - - CV= 14,37%

{(*) A analise foi feita com a variavel transformada.

0 método manual nao difere do aparelho automatico na
contagem média das células eosinofilicas.
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LINFOCITOS
QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA
FV al 5Q oM F STGN
Apareiho ] 0,65 0,65 0,05 0,83 n.s.
Amostra 61 7.722,62 126,60 - -
Residuo 61 - 803,85 13,18 - ="
Total © 123 8.527,12 - - cv = 10,00%

0 método manual n3o difere do aparelho automidtico quan-
to ao numero médio de Tinfaticos contados. Assim, podemos esti-
mar o nimero médio de linfaticos contados pela media amostra
geral g... = 36,29 com um intervalo de confianga (31,30; 41,28).

il

MONOCITO
QUADRO DE ANALISE DE VARIANCIA
Fy g1 $Q oM Fo SIGN
Aparetho - 1 0,87 0,87 7,00 0,01%*
Amostra 61 ) 22,90 0,38 - -
ResTduo 61 7,58 0,12 - -
Total 123 - J - CV = 15,35

(*) A analise foi feita com a variavel transformada.

0 método manual difere do aparelho automatico na conta-
gem média de c&lulas monociticas.
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4. DISCUSSAO:

0s métodos do hemocitometro (Camara de contagem), ainda
que se tornando em desuso para as contagens de rotina de celulas
sanguineas, sera durante anos a pratica de escolha nos laborato-
rios pequenos, e todo o técnico em 'hematologia deve ser capaz
de executi-lo, assim como conhecer suas limitagoes para verifi-
car a validade das contagens eletronicas em casos de grandes leu
copenias e leucemias e como metodo de retaguarda.

Estudos acerca dos erros nos métodos manuais de conta-
gem de células sanguineas demonstram que sdo resultante de diver
sas variaveis. A principal origem mostrou ser inerente o0s proce-
dimentos tais como: diluigdo de sangue com 1iquidos diluidog, en
chimento da camara de contagem e distribuigcdo das células na ca-
mara As técnicas de diluicdo em tubo e as micropipetas pré-ca-
libradas suplantaram o uso das pipetas de Thoma e de Sahli e 580
as recomendadas, pois além da simplicidade da execucao e facili-
dade de etiquetagem, elas permitem maior precisac na diluicgao.
(25)

Uma camara de contagem e uma lamfnula limpas e 1isentas
de gorduras permitem um preenchimento apropriado por capilarida-
de.

0 erro inerente ou de campo depende da distribuigao de
cdlulas na camara de contagem e &, portanto, inevitavel. Ele po-
de ser reduzido contando-se um grande nimero de células.

0s resultados obtidos na contagem de hemacias pelo méto
do visual teve uma tendéncia a fornecer numeros mais baixos.

Pelo fato do método manual para contagem de  hemacias,
existir numerosas possibilidade de erros, alguns autores(25, 32)
desencorajam este método em favor do hematdocrito e hemoglobina.

A hemoglobina e contagem de eritrocitos pode ser estima
da pela leitura do microhematdcrito (25), entretanto esta estima
tiva sd podera ser efetuada em amostras de sangue normal,

Na anemia por deficiencia de ferro, o nimero de eritrd-
citos & variavel, mas relativamente alto em relagcao ao volunme
.globular encontrado. Com o avango dos aparelhos automdticos paci
entes com hematocrito de 25% pode apresentar cifras eritrocgta-
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rios de ate 4.000.000., Tais cifras nao eram encontradas com fre-
quencia na pratica ciinica, possivelmente pelo uso de m&todos vi
suais para a contagem dos eritrdcitos que fornecem niumeros mai;
baixos que os reais.

A margem tao ampla nas cifras encontradas nos indivi-
duos normais, deva-se talvez a impressao dos métodos hematima-
ticos utilizados para sua determinacao.

Se observou uma excelente correlagao para a dosagem de
hemoglobina frente aos tres métodos. Quanto ao hematdcrito a mé-
dia dos resultados obtidos pelo Coulter STKS apresentou um valor
de 3% abaixo dos valores encontrados pelos métodos mecanicos (mi
crohematocrito), que sempre deixam residuos de plasma entre 0s
eritrocitos (15, 16, 33).

A determinagao do hematocrito por centrifugacao €  um
procedimento altamente reprodutivo. E os residuos de plasma po-
dem ser estimados em torno de 3% tanto para amostra de sangue nor
mal, como em certas condigoes anormais, principalmente na defici
encia de ferro, talassemia, esferocitose. Engquanto que na prati-
ca da rotina clinica isto nao constitui sérios problemas, a nao
ser quando se necessita de uma apurado mais preciso, como por
exemplo quando se quer estimar o volume de sangue ou <calibragao
de aparelhos automatico para contagem de celulas sanguineas ou
quando parametros na contagem de células sanguineas estao envol-
vidas com desordem na qual ha excessivamente grande quantidade
de plasma.

0 método manual difere do método automatico na contagem
média das plaquetas com intervalos de confianca de 236,65 a
243,83 para o métodn manual e 319,46 a 326,64 para o método auto
matico. As contagens de plaquetas sao ao menos reprodutiveis das
contagens de células sanguineas e o técnico deve manter uma vigi
Tancia constante para assegurar a sua exatidao.

0 método de referéncia para contagem de plaquetas € usa
do o microscopio de contraste de fase usando o hemocitometro. O

coeficiente de variacao (CV) & cerca de 8%.

0s aparelhos eletronicos semi-automidticos para contagem
de plaguetas, o Autocounter {(Techicon Corporation, Tanytoun, N,
Y.) utiliza o sistema de microscopia Optica em fundo escuro. ES-
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te apareiho conta plaquetas com uma precisdo maior do que a dos
contadores de pulsos de voltagem (CV = 1 a 3% contra 4 a 6% para
o metodo de Coulter Counter),(38)

Qualquer gue seja o métode utilizado para a contagem de
plaquetas, o esfregaco sanguineo (preparado com sangue colhido
com EDTA), deve ser desviado para confirmar o valor obtido na
contagem.

A contagem total dos leucocitos mostrou uma anilise de
variancia significativa com coeficiente de variacio igual a
6,51%. Entretanto a contagem médias dos leucOcitos tanto para o
metodo manual, semi-automatico e automatico foram muito prdximos
e 0 semi~automatico se aproximou mais do aparelho automatico.

0s resultados observados na contagem diferencial dos
leuc6citos pelo Coulter STKS mostrou uma’ boa correlacao frente
ao metodo para neutrofilos, linfocitos e eosindfilos. Para a con
tagem de mondocitos observou uma correlacao muito pobre. 0 método
manual difere do aparelho automatico na contagem média dos mono-
citos, com coeficiente de variacao igual a 15,35%

A comparagao das duas.tecnicas para os basofilos foi
estatisticamente invalido.

Ao analisar os esfrega¢os sanguineos pelo metodo optico
convenc1ona1 pode se observar falsos negativos inexplicamente nao
detectado pelo aparelho automatico. Das 62 amostras ranalisadas
11,3% tenham bastonetes (1 a 4%) presentes nos esfregacos sangui
neo. 0 Coulter STKS nao fornece o valor de bastonetes, mas indi-
ca sua presente través do sistema de sinalizagao.

Uma . contagem visual cuidadosa & um métode cientifico,em
bora com coeficiente de variagao elevado. Entretanto a contagenm
de células sanguineas utilizando métodos automaticos, nao & isen
ta de erros, se nao for corretamente operado. Também é essencial
uma manutencao de controle de qualidade.

A rapidez da execugao, a eliminagao da fadiga visual do
técnico e a melhora da precisao, sdo vantagens decisivas dos con
tadores eletronicos sobre o hemocitometro.
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5. CONCLUSAD

- Pelos resultados obtidos na contagem das células san-
guineas hemacias e leucocitos o aparelho semi-automatico & 0
que mais se aproxima das contagens obtidas pelo método automati-
co. '

- A contagem das plaquetas na tamara em microscopio Op-
tica difere da contagem do aparelho automatico,

- Os resultados do hematocrito pelo metodo de centrifu-
gacao apresentou um valor de 3% abaixo dos valores obtidos pelo
método automatico.

- Ndo houve variacdao nas concentragoes de hemoglobina
obtida pelos tres métodos.

- A contagem diferencial dos leucOocitos mostrou uma boa
correlacao frente ao m§t0d0 optico convencional para neutrofilos,
eosnindfilo e linfdcitos, com uma pobre correlacao para os mono-
citos. Os basofilos foi estatisticamente insigniffcante.

11.3% dos esfregagos examinados apresentavam bastonetes
{1 a 4%), das amostras sem sinalizagao de alarme pelo Coulter
STKS. Por esses dados & necessario tambeéem que se examine os es-
fregagos sanguineos das amostras que nao apresentam sinal de
alarme pelo aparelho automatico na contagem diferencial das célu
las sanguineas.

Todos os dados obtidos no estudo assemelham-se aos da
literatura revisada.
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6. SUMMARY

We had done the hemogram of 62 pacients from the Labora
torio Clementino Fraga and studied 6 parametros; comparing the
results from the Coulter STKS with those gbtained by the manual
and semi-automatic methods. All the specimes without fliagging.

Considering the blood cells count, the semi-automatic me
thod was nearness to the automatic that found the highest number
of cells. The manual technics found the lowest number of <cells
and differed from the automatic method when we consider the pla-
titet count.

The hemoglobin levels didn't vary among the three me -
thods.

The result of the haematocrit levels obtained by the
automatic method were 3% lowest than the values from the centri-
fugation method (microhaematocrit).

The white blood cell differential count Showed a  good
correlation Wwith the optical conventional method for netrophils,
eosinophils and limphocytes. For monocytes the correlations was
very poor and for basophils it had no statistcal significancee.
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