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RESUMO: Comparar a capacidade dos analisadores
hematoldgicos BC-6800 (Mindray) e URIT 5500 em sinalizar a
presenca de blastos em pacientes portadores de leucemia aguda.
Foram analisadas 13 amostras de sangue periférico contendo
blastos mieldide ou linfoide, provenientes de um hospital
oncologico de Belém — Para, previamente imunofenotipados por
citometria de fluxo para verificar a capacidade dos equipamentos
Mindray BC-6800 e URIT 5500 em sinalizar a presenca dessas
células no scatter leucocitario ou por emissao de flags. Para
avaliagdo da existéncia de diferenga estatistica entre os resultados
de hemacias, hemoglobina, leucdcitos e plaquetas obtidos pelos
equipamentos BC 6800 (Mindray) e URIT 5500 foi aplicado
o teste ndo paramétrico ANOVA para andlise de variancia das
amostras, o qual mostrou que ndo havia diferenga estatistica
entre esses analitos. Nao foi aplicado método estatistico para as
contagens da diferencial leucocitaria, pois o equipamento URIT
5500 nao gerou dados numéricos para as amostras patologicas.
Os dois equipamentos foram capazes de gerar flags e mudangas
espacial do scatter leucocitario para amostras patologicas,
contudo, o analisador BC 6800 (Mindray) foi o tinico a mudar
a cor da populagdo de blastos no scatter leucocitario. Os
analisadores BC-6800 (Mindray) e URIT 5500 mostraram boa
capacidade em sinalizar, através flags e do scatter leucocitario,
para a presenga de blastos mieldides ou linféides em amostras
patologicas.

Palavras-chave: Contagem de células sanguineas; Alarmes
clinicos; Células precursoras de granuldcitos; Células progenitoras
linfoides.

ABSTRACT: Compare the ability of the BC-6800 (Mindray)
and URIT 5500 hematological analyzers to signal the presence
of blasts in patients with acute leukemia. Thirteen samples of
peripheral blood containing myeloid or lymphoid blasts, from a
cancer hospital in Belém - Pard, previously immunophenotyped
by flow cytometry were analyzed to determine the capacity of the
Mindray BC-6800 and URIT 5500 equipment in signaling the
presence of these cells in the leukocyte scatter or by emitting flags.
To assess the existence of statistical difference between the results
of'red blood cells, hemoglobin, leukocytes and platelets obtained
by the BC 6800 (Mindray) and URIT 5500 equipments, the non-
parametric ANOVA test was applied for analysis of variance of
the samples, which showed that there was no statistical difference
between these analytes. Statistical method was not applied for
leukocyte differential counts, as the URIT 5500 equipment did
not generate numerical data for the pathological samples. Both
devices were able to generate flags and spatial changes from the
leukocyte scatter to pathological samples, however, the BC 6800
(Mindray) analyzer was the only one to change the color of the
blast population in the leukocyte scatter. BC-6800 (Mindray) and
URIT 5500 analyzers showed good ability to signal, through flags
and leukocyte scatter, for the presence of myeloid or lymphoid
blasts in pathological samples.

Keywords: Blood cell count; Clinical alarms; Granulocyte
precursor cells; Lymphoid progenitor cells.
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INTRODUCAO

hemograma ¢ um dos exames de triagem

clinico-laboratorial indispensavel no
diagndstico e controle de diversas doengas hematologicas,
infecciosas e cronicas. Contudo, sua eficiéncia quanto ao
nimero de amostras analisadas por minuto, redugdo dos
custos operacionais e capacidade de analise automatizada
de parametros como: contagem de hemacias, concentrag@o
de hemoglobina, hematocrito, indices hematimétricos;
leucocitos e diferencial leucocitaria; e contagem de
plaquetas e dos indices plaquetarios; alem da sinalizagao
de anormalidades morfologicas (flags) em amostras
sanguineas s6 foram possiveis gragas aos avangos
tecnologicos ocorridos ao longo dos anos!3#4367:89,

Esses avangos tecnoldgicos permitiram o
langamento de diversos equipamentos de automagdo em
hematologia (Beckman Coulter®, Sysmex Corporation®,
Roche Produtcts Ltd®, Abbott Diagnostics®, Siemens
Healthcare Diagnostics/Bayer®, Horiba Diagnostics/
Horiba ABX® entre outros) com tecnologias de analise
diferentes (impedancia, citometria de fluxo, fluorescéncia
e espectrofotometria). Exigindo assim que a escolha de um
analisador hematologico para uso na rotina laboratorial de
analises clinicas leve em consideragdo as peculiaridades de
cada servigo. Principalmente quando se trata de centros de
diagnostico e acompanhamento oncohematoldgico, isto €,
laboratorios que trabalham com amostras reconhecidamente
patologicas®10-19,

Neste estudo entdo se optou por avaliar dois
equipamentos, de fabricantes distintos, que utilizam
tecnologias comuns de analise de determinacdo da
concentracdo da hemoglobina, contagem global de
leucocitos, heméacias e plaquetas; e com tecnologias
distintas para contagem da diferencial leucocitaria em
cinco parte (neutrofilos, linfécitos, monocitos, eosinodfilos
e basofilos). Onde um dos equipamentos foi o URIT-5500,
que faz a determinacdo da diferencial leucocitaria por
citometria de fluxo e dispersao otico do laser em 4 angulos
(tamanho e complexidade) semelhante ao descrito para os
equipamentos Coulter>®!-12,

E o outro equipamento foi o BC-6800 (Mindray),
que faz a deteccdo da diferencial leucocitaria por
citometria de fluxo em associagdo com a tecnologia de
analise celular “SF Cube” e que ¢ basecada em uma reagao
do contetido de DNA/RNA das células sanguineas com
reagentes patenteados pelo fabricante e que permite assim
informagdes sobre a disseminacdo de luz de laser em
dois angulos (complexidade e sinais de fluorescéncia do
conteido de DNA/RNA), com elevado grau de exatiddo
para células maduras e imaturas semelhante ao descrito
para os equipamentos Sysmex>3$1LI3 14161819

Sendo que em ambos as caracteristicas de
granulosidade/complexidade interna e tamanho (URIT-
5500) ou granulosidade/complexidade interna e sinais

de fluorescéncia do contetido de DNA/RNA das células
(BC-6800, Mindray) podem ser acompanhadas através
de representagdo grafica bidimensional de dispersdo
leucocitaria em 5 partes (scatter/citograma), nos quais
cada populagdo de leucocitos possui uma area especifica
de plotagem dentro do scatter de acordo com suas
caracteristicas. De modo que, qualquer alteracdo na
plotagem celular no scatter leucocitario, juntamente
com a emissdo de flags (alertas), determinam critérios
para a conferéncia da morfologica celular em esfregaco
sanguineo®>%!!,

Assim, o objetivo deste estudo foi comparar a
capacidade dos analisadores hematologicos BC-6800
(Mindray) e URIT 5500 em sinalizar, graficamente no
scatter leucocitario ou por emissdao de flags (alrmes), a
presenca de blastos mieldides ou linfoides previamente
fenotipados por citometria de fluxo.

MATERIAL E METODOS

Casuistica e Amostras

Estudo piloto, clinico, randomizado, baseado na
analise 25 amostras de sangue periférico de pacientes de
ambos os géneros, com idade entre 0 e 17 anos, que foram
encaminhadas de um hospital oncoldgico infantil para o
laboratorio de analises clinicas de apoio situados na cidade
de Belém, Para.

Do total de amostras analisadas foram selecionadas
13 amostras de pacientes que, apos a imunofenotipagem
por citometria de fluxo para a defini¢cdo da ontogenia dos
blastos, forma caracterizadas como sendo amostras de
leucemias agudas (mieldide ou linfoide) em atividade
imunolégica, isto ¢, com mais de 20% de blastos. Em
seguida essas amostras foram adquiridas, conforme
orientagdo do fabricante em até quatro horas apos a
coleta, nos equipamentos BC-6800 (Mindray) e URIT-
5500 para comparagdo dos resultados numéricos de cada
parte que compdem o hemograma, e caracterizagdo do
scatter leucocitario ou por emissdo de flags (alrmes) para
a presenga de blastos.

Imunofenotipagem

Para a caracterizagdo imunofenotipica dos tipos de
blastos foi realizada a adi¢do de 100 pL de amostra em tubos
conicos, acrescido de 7 uL de diferentes combinagdes de
anticorpos monoclonais comerciais - pan-hematopoiéticos:
CD34, CD45, HLA-DR; linféides B: CD19, CD10, CD20,
CD22, CD79a, TdT, IgGl, IgGl, IgM, anti-kappa ¢ anti-
lambda; linféides T e NK: CD5, CD7, CD2, CDla, CD3,
CD4, CD8, CD56; ou mieloides: CD13, CD33, CD117,
CD61, CD14, CD64, CDI11b, Glicoforina A, CD42a,
MPO - marcados com FITC, PE, Percyp e APC, mais lise
e/ou permeabilizagdo das amostras, incubagao no escuro,
centrifugacdes e lavagens, até a aquisicdo e analise de
10.000 eventos em citometro de fluxo BD FACSCalibur™,



com BD CellQuest™ Pro software (BD, San Jose, CA,
EUA), para quatro cores.

Critérios de exclusio

Foram excluidas 12 amostras: de pacientes com
idades superiores a 17 anos; de portadores de leucemias
agudas que ndo estavam em atividade imunoldgica, isto
¢, que apos analise morfologica em lamina tinham menos
de 20% de blastos no sangue periférico; de portadores de
doengas ndo leucémicas; ou ainda coaguladas ou derivadas
da medula 6ssea.

Aspectos Eticos

Todos esses procedimentos foram realizados em
um laboratorio particular de Belém, Para, apos aprovagao
do projeto guarda-chuva e piloto pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Fundacdo Publica Estadual Hospital de
Clinicas Gaspar Vianna, parecer n° 732.668, em 22 de
maio de 2014.
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Analise Estatistica

Foi aplicado o teste ndo paramétrico ANOVA para
analise de varidncia de amostras independentes através
do uso do software Bioestat 5.0. Considerando-se como
significativo os valores de p < 0,05.

RESULTADOS

Do total de amostras analisadas com mais de 20%
de blastos na analise morfolégica em lamina e que foram
imunofenotipadas por citometria de fluxo observou-se que
6/13 amostras mostraram a presenca de blastos mieldides
e 7/13 amostras mostraram a presenca de blastos linfoides.
Quanto a analise dos resultados quantitativos de hemadcias,
plaquetas, leucécitos e concentragao de hemoglobina de
amostras obtidos nos equipamentos BC 6800 (Mindray) e
URIT 5500 (Tabela 1) observou-se que nao houve diferenga
estatistica para esses analitos.

Tabela 1. Representagido dos valores absolutos do total de hemacias, plaquetas, leucocitos e concentragdo de hemoglobina de amostras
de sangue periférico, contendo mais de 20% de blastos mieldides ou linfoides, e que foram analisadas nos equipamentos BC 6800

(Mindray) e URIT 5500.
Pacientes / WBC (10°/uL) RBC (10%uL) HB (g/dL) PLT (10°uL)
Analitos BC 6800 URIT 5500 | BC 6800 URIT 5500 | BC 6800 URIT 5500 | BC 6800 URIT 5500

1 52,41 16,9 2,47 2,31 6,8 6,3 13 32
2 78,28 33,52 3,69 3,48 10,5 8,8 97 74
3 53,64 34,33 3,35 3,11 9,8 9,0 25 33
4 3,83 3,98 3,34 3,10 9,9 8,8 20 33
5 9,03 7,16 3,42 3,14 9,8 8,4 13 20
6 40,49 45,03 4,39 4,18 13,6 12,0 83 134
7 18,42 18,52 3,78 3,48 11,9 10,0 14 27
8 344,77 113,37 2,80 2,64 6,7 7,0 41 46
9 33,47 33,1 3,47 3,17 8,9 8,0 8 20
10 4,77 431 2,39 2,23 6,5 6,0 36 62
11 12,59 11,7 3,48 3,62 10,7 10,7 5 10
12 11,14 11,07 2,97 2,69 8,5 7,0 22 67
13 23,8 20,39 3,37 2,04 9,9 6,0 28 110
p 0,6576 0,2167 0,1310 0,1272

Legenda: WBC — Leucdcitos Totais; RBC — Hemacias; HB- hemoglobina; PLT — Plaquetas Totais; p — valor estatistico obtido apds analise de variancia

pelo teste ANOVA.

Nesse estudo, porém, nao foi possivel a realizacio
de andlise estatistica para os resultados da diferencial
leucocitaria em cinco partes em fung¢do do equipamento
BC 6800 (Mindray) s6 ter realizado a contagem completa
dessa diferencial em 6/13 das amostras. Diferentemente
do equipamento URIT 5500 que realizou a contagem da
diferenciacdo leucocitaria para todas as amostras.

Em relagdo a capacidade dos equipamentos BC
6800 (Mindray) ¢ URIT 5500 em sinalizac¢do da presenca

de blastos, em amostras reconhecidamente patologicas,
ambos mostraram ser capazes realizar essa observacao
através da emissao de flags, conforme descrito na Tabela
2. Garantindo assim a necessidade de revisdo morfologica
dos leucécitos em lamina. Os mesmos equipamentos foram
capazes também de sinalizar a presenca de linfocitose,
neutropenia, leucocitose, trombocitopenia, entre outras
alteragdes qualitativas nas mesmas amostras.
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Tabela 2. Apresentacdo dos flags qualitativos originais emitidos pelos equipamentos BC 6800 (Mindray) e URIT 5500 para sinalizar a
presenca de blastos em uma amostra de sangue periférico, e seu significado para o operador.

Sinalizac¢do de Flags Significado

WBC?
WBC Abnormal scattergram

Indicador de distribui¢@o grafica com dispers@o de leucocitos anormal

Blasts Indicador da possibilidade da existéncia de blastos na amostra

Immature granulocytes
Atypical Lymphocytes
Abnormal Lymphocytes

Indicador da possibilidade da existéncia de granuldcitos imaturos na amostra

Indicador da possibilidade da existéncia de linfocitos atipicos na amostra

Indicador da possibilidade da existéncia de linfocitos com morfologia anormal ou blastos na amostra

Legenda: WBC — Leucocitos Totais.

Quanto a analise visual dos scatters leucocitarios
para essas amostras observou-se que o equipamento
BC 6800 (Mindray) foi o tnico a sinalizar a presenca
de populagdes celulares indefinidas com cor diferente
das habituais para as populagdes celulares normais,
isto é, a presenca de blastos (mieldides ou linféides) no
scattergrama foi sinalizada de cor cinza, enquanto que no
equipamento URIT 5500 todos os scatters dessas amostras
tiveram as populagdes de blastos sobrepostas as regides de
plotagem de mondcitos ou linfocitos normais.

DISCUSSAO

Os contadores hematologicos BC-6800 (Mindray)
e URIT-550 mostraram concordancia estatistica para os
resultados de hemadcias, concentragdo de hemoglobina,
leucécitos e plaquetas, corroborando com dados da
literatura para analisadores que utilizam tecnologias
semelhantes?38:1L1416.18.1920 e ainda boa capacidade
em sinalizar a presenca de blastos em amostras
reconhecidamente patoldgicas, tanto hipocelulares (3.830
leucdcitos/mm?*) como hipercelulares (344.770 leucécitos/
mm?), através de alteragdes no scatter leucocitario ou ainda
pela emissdo de flags.

No tocante as alteragdes observadas na plotagem dos
blastos no scattergrama observamos que o principal achado
foi a sobreposicdo dessas células em regides de plotagem
de mondcitos ou linfocitos. Semelhante ao descrito na
literatura®>%10-141617.19 yigto serem os blastos, mieldides
ou linféides, de tamanho, granulosidade citoplasmatica
e quantidade de DNA/RNA semelhantes as populagdes
de linfécitos e mondcitos normais. E descrito também na
literatura>’-10-13192021 que, pelos mesmos motivos, outros
tipos celulares como linfocitos atipicos ou prolinfocitos,
quando observados em amostras de sangue perifético,
acabam por promover superposicdo de plotagem celular
dentro das regides de monocitos ou linfocitos. Exigindo
assim aten¢@o do operador desses equipamentos quando
da analise de cada amostra.

Ainda em relacdo a presenga de blastos e sua
plotagem no scattergrama devemos destacar que o
equipamento BC-6800 (Mindray) mostrou, como grande
diferencial, a capacidade de modificar a cor de plotagem
da populagdo de blastos no scatter leucocitario em relagao
a plotagem das populagdes celulares normais, de modo
a chamar atencdo do observador para a necessidade de
revisao morfoldgica da amostra.

Quanto a analise da contagem completa da
diferencial leucocitaria em cinco partes o equipamento
URIT 5500 foi o Ginico que realizou a contagem diferencial
de todas as amostras analisadas, contudo, esse equipamento
distribuiu os blastos presentes nas amostras entre as
populagdes de neutrofilos, linfocitos, mondcitos, eosindfilos
e basofilos. Esse fato pode, para um analista inexperiente
que ndo é acostumado a analise do scattergrama e a
verificacdo dos flags emitidos pelo equipamento, gerar
a falsa idéia de que a amostra ndo ¢ patologica e induzi-
lo a liberag¢@o do resultado sem revisdo em lamina. Ja o
equipamento BC 6800 (Mindray) so6 realizou a contagem
completa da diferencial leucocitaria em 6/13 das amostras
analisadas, fato que obriga o analista do equipamento a
realizar a conferéncia da amostra em lamina.

Joshi et al.?2, por exemplo, afirmam em seus estudos
que os analisadores automatizados em hematologia hoje
sdo padronizados para sinalizar alteragcdes quantitativas e
qualitativas no hemograma através da emissdo de flags e
alteragdes nas distribui¢des celulares no scattergrama de
amostras patoldgicas, mas que diante dessas sinalizagdes
cabe ao operador realizar a revisao das alteragdes indicadas
pelo equipamento de forma a garantir a qualidade dos
resultados finais.

Reforgando entdo a maxima de que os equipamentos
de automagao em hematologia hoje utilizam tecnologia cada
vez mais moderna e capaz de auxiliar o analista clinico nas
suas tomadas de decisdo, contudo, é necessario que esses
profissionais estejam familiarizados com os parametros
de contagem da diferencial leucocitaria, analise grafica do
scatter leucocitario e verificagdo dos flags propostos pelo
fornecedor de cada equipamento®*6.!10:11.13.16.17.22.



CONCLUSAO

Os analisadores hematologicos BC-6800 (Mindray)
e URIT 5500 mostram boa capacidade em sinalizar
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graficamente no scatter leucocitario e pela emissao
de alarmes (flags) a presenga de blastos, mieloides ou
linféides, em amostras previamente fenotipadas por
citometria de fluxo.
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