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Valida¢ao de tecnologia Sdiff do analisador hematologico Sysmex XS-1000i para
laboratorio de pequeno/médio porte
Validation of 5diff technologies of the Sysmex XS-1000i hematology analyzer for

small and medium laboratories

Luiz F. Borges'

Luciano O. Siqueira’

Introdugao

O Sysmex XS-1000i® é um novo e compacto analisador hematologico com tecnologia
5diff e citometria de fluxo fluorescente, tecnologias até entdo presentes em
equipamentos de grande porte e disponiveis apenas para equivalentes rotinas
laboratoriais. Neste estudo avaliamos seu desempenho com equipamento de andlise
de impedancia (Coulter T-890®) e a contagem diferencial de 200 leucdcitos em
microscopio. Foram analizadas 100 amostras paralelamente nos dois equipamentos
e submetidas a contagem diferencial de 200 células em distensdo sanguinea. Os
resultados foram analisados mediante andlise de correlagdo de Spearman para
dados ndo paramétricos, mostrando correlacdo superior a 95% para os parametros
WBC, RBC, hemoglobina, hematocrito e neutrofilos, correlagdo entre 90% e 94,9%
para VCM, HCM, linfocitos e eosindfilos ; correlagdo inferior a 89,9 % para CHCM,
mondcitos e basofilos. Os resultados obtidos sugerem que a tecnologia embarcada
neste equipamento é uma versatil ferramenta para o analista na rotina de pequeno e
médio porte. No entanto, em caso de emissdo de “flags” ndo dispensa totalmente a
confirmagdo ao microscopio para garantia da qualidade final do exame. Rev. Bras.
Hematol. Hemoter. 2009,31(4):247-251.

Palavras-chave: Sysmex XS-1000i®, automag¢do, hemograma.

de produgao do laboratorio, permitindo maior agilidade na
entrega de resultados ao paciente.” Vale ressaltar também

O hemograma ¢ o exame complementar mais requerido
nas consultas médicas, o que denota sua preferéncia universal
como coadjuvante indispensavel no diagnostico das doengas
infecciosas, das doengas cronicas em geral, das emergéncias
médicas, cirirgicas e traumatologicas e no acompanhamento
de quimio e radioterapia.'

Atualmente, a rapidez e a qualidade tornaram-se itens
importantissimos na liberagdo de laudos de exames labora-
toriais. A realizacdo do hemograma automatizado com
contagem diferencial de leucocitos aumentou a capacidade

que os equipamentos atuais utilizam metodologias combi-
nadas para diferenciagdo e quantificacao celular, trabalhando
com menor volume de amostra, analisando uma maior
quantidade de pardmetros em menor tempo. Nos ultimos anos
houve um grande desenvolvimento no diagnostico labora-
torial de doengas hematologicas, iniciando-se assim estudos
sobre as diferentes metodologias empregadas para realizagio
do hemograma.*”

Os atuais analisadores de células sanguineas totalmente
automatizadas aspiram e diluem uma amostra de sangue e
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determinam de 8 a 23 parametros relacionados com os
eritrocitos, leucécitos e plaquetas.’”*12

A expirag@o de patentes tecnologicas promoveu um
grande avango na tecnologia de equipamentos hematologicos
com diferentes propostas de contagem global e diferencial
de células, garantindo uma maior facilidade de acesso a estes
por parte de laboratorios de porte médio.”"

Atecnologia de Analise de Impedancia foi desenvolvida
por Wallace Coulter e baseia-se na quantificagdo dos pulsos
gerados pelas células ao passar por um orificio onde flui uma
corrente continua. Pelo fato das células sanguineas nao
conduzirem bem a eletricidade, ao passar por esta pequena
abertura ocorre um aumento mensuravel da impedancia
elétrica. Deste modo sdo contadas e medidas as células, uma
vez que o pulso ¢ proporcional ao tamanho da célula ana-
lisada.*%12

Desde a década de 80, a tecnologia empregada na
realizagdo do hemograma vem sofrendo profundas alteragdes,
em particular: a contagem diferencial de leucocitos auto-
matizada por equipamentos chamados de "4 geragao". O
principio de citometria de fluxo baseia-se no direcionamento
dos elementos celulares por uma tubulagao delgada, envoltos
em um solvente até passar pelo ponto de analise ou flow cell,
onde serdo aplicadas as demais tecnologias para quantificagdo
e diferenciagdo celular, como o laser, corrente continua para
impedancia e corrente em radiofrequéncia para determinar a
estrutura interna das células.”> %!

A validagdo destes equipamentos nas rotinas labora-
toriais apresenta algumas vantagens como: diminui¢do no
tempo para emissao de laudos, contribuindo efetivamente,
nos servicos de urgéncias e emergéncias médicas; liberagdo
de resultados consistentes podendo contribuir com a dimi-
nui¢do da iatrogenia e diagnosticos duvidosos; importante
ferramenta para a triagem de hemogramas normais e emissao
de uma analise mais detalhada de hemogramas suspeitos e
patologicos.3*78.13

Fatores como rapidez, sensibilidade e especificidade
podem contribuir com uma elucidagdo precoce e correta de
estados patoldgicos, direcionando ao correto tratamento ¢
evitando ou reduzindo a internag@o hospitalar. No entanto,
todas as tecnologias empregadas nestes analisadores ainda
geram grande desconfianga por parte dos profissionais da
area, principalmente no que se refere a reprodutibilidade e
confiabilidade frente ao método tradicional de contagem de
célulag 347813

Na maioria das determinag¢des mensuradas (diretas), a
contagem de eritrocitos ¢ realizada em equipamentos
automaticos pelo principio de impedancia, no mesmo canal
de contagem das plaquetas. A hemoglobina ¢ dosada por
espectrofotometria na camara de contagem de leucocitos
utilizando-se de agentes liticos com cianeto (Coulter T-890®),
ou livres de cianeto, como o lauril-sulfato (Sysmex XS
1000i®). O Volume Corpuscular Médio (VCM) ¢ determinado
mediante contagem e medigao dos eritrocitos por impedancia

nos equipamentos Coulter® e por calculo nos equipamentos
Sysmex®.>!”

O equipamento de analise de impedancia Coulter T-
890® determina HCM (Hemoglobina Corpuscular Média —
fornece a quantidade média de hemoglobina em cada eritro-
cito), o CHCM (Concentragao Hemoglobinica Corpuscular
Meé¢dia — que fornece a concentragdo média de hemoglobina
por eritrdcito) e o hematdcrito (que corresponde a porcen-
tagem de eritrocitos no volume total de sangue) através de
calculos partindo-se dos parametros mensurados diretamente
como eritrometria ¢ VCM. No entanto, no Sysmex XS 1000i®,
0 CHCM ¢ obtido diretamente por impedancia.*!’

A formula leucocitaria emitida pela tecnologia 5diff no
analisador Sysmex XS 1000i® divide-se basicamente em cinco
partes (neutréfilos, linfocitos, mondcitos, eosinodfilos e
basofilos) e baseia-se no processo de citometria de fluxo
fluorimétrica usando um semicondutor laser.* Conforme Bain
(2004), os neutrofilos, eosindfilos, linfocitos e mondcitos sao
analisados em canal diferencial através do conjunto de
caracteres de cada grupo, apés a interagdo com um corante
fluorescente. Sdo medidas: dispersdo lateral da luz (indica a
estrutura interna das células), dispersdo frontal (indica o
tamanho celular) e intensidade de fluorescéncia (indica o
tamanho do nucleo). Ainda, em outro canal (leucécitos/
basofilos), ocorre a lise de todas as células, menos dos
basofilos, de modo que estes podem ser diferenciados dos
demais leucocitos usando-se a dispersdo da luz frontal e
lateral.!®141¢

Por sua vez, a contagem diferencial manual de células
envolve a confecg¢do de laminas com distensdo sanguinea
que, depois de coradas, sdo analisadas sob microscopia para
a sua diferenciagdo morfotintorial. Alguns itens, como a ma
distribui¢do das células durante a confec¢ao da lamina, podem
induzir a erros de identificacdo ao realizar o diferencial,
gerando resultados inexatos ¢ pouco reprodutiveis. Contudo,
estes aspectos nao tornam o procedimento manual insatis-
fatorio, apenas geram algumas discordancias que podem ser
resolvidas pela avaliagdo de profissionais experientes na
realizacdo do exame. '

Apesar do grande avango tecnologico da area da
hematologia, na maioria das vezes a observagao microscopica
da distensdo sanguinea ¢ necessaria, tendo em vista que
alguns equipamentos ainda ndo diferenciam determinados
tipos ou alteragdes celulares, como neutréfilos mais jovens
ou "bastonetes"; anomalia de "Pelger-Huét"; inclusdes
citoplasmaticas e vacuolizagdes citoplasmaticas, dentre
outras alteragcdes onde estes limitam-se apenas a emitir alarmes
ou flags sobre possiveis ocorréncias.'>3713:15

Partindo destes principios, o objetivo do presente
estudo foi avaliar a confiabilidade de resultados de hemo-
gramas automatizados (tecnologia 5 diff - Sysmex XS 1000i®)
quando comparado com outras duas metodologias (analise
de impedancia— Couter T§90® ) e contagem diferencial manual
de 200 células.

248




Borges LF et al

Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;31(4):247-251

Material e Método

Foram coletadas, assepticamente, 100 amostras de
sangue da fossa antecubital de pacientes atendidos no
Prontolab — Laboratorio de Analises Clinicas em Passo
Fundo, Rio Grande do Sul, no periodo de 09 a 26 de junho
de 2008. As coletas foram realizadas em tubo vacuo BD
Vacutainer® de uso Unico, com anticoagulante EDTA/K2 e
capacidade de 2 mL.

O Projeto foi submetido e aprovado pelo comité de
¢ética em pesquisa da Universidade de Passo Fundo, segundo
o regulamento 196/1996 do Conselho Nacional de Saude.

Protocolo experimental

As amostras foram selecionadas aleatoriamente e
processadas simultaneamente nos equipamentos Sysmex
XS 1000i® e Coulter T-890®. Anteriormente a analise
eletronica de células, os equipamentos foram submetidos
aos controles internos especificos e calibragdo original de
cada fabricante. As distensdes sanguineas foram realizadas
no momento da coleta (sem adi¢cdo de anticoagulante) e
coradas pelo principio de Romanowsky (corante rapido
panotico Newprov®). A contagem diferencial manual foi
realizada por profissional experiente, mediante analise de
200 células por ldmina, em campo de 400 x de um microscopio
Zeiss® modelo Primo Star.

Andalise estatistica

Os dados foram testados quanto a sua normalidade
mediante analise de Kolmogorof-Smirnoff. A seguir, os
resultados foram analisados estatisticamente pelo teste de
correlagdo de Spearman para dados ndo paramétricos no
pacote estatistico do SPSS 10.0, considerando p<0,05 como
nivel minimo de significancia. Os resultados foram expressos
em valores absolutos da correlagdo (r), onde "0" indica uma
total auséncia de correlagao linear e "1" uma relagdo linear
perfeita. Os resultados foram expressos por estatistica
descritiva.

Resultados

A analise dos resultados das 100 amostras processadas
nos equipamentos Sysmex XS 1000i®, Coulter T-890® e
submetidas a avaliagdo microscopica manual de contagem
diferencial de leucécitos foram separados e comparados em
quatro grupos conforme as tabelas 1,2, 3 e 4.

Discussao

A avaliagdo estatistica dos resultados dos analisadores,
mostra um indice de correlagdo superior a 95% entre a
contagem global de leucdcitos, eritrocitos e hemoglobina.
Fato ja descrito na literatura para outros modelos
Sysmex®.'%!"1* Ainda dentro desta faixa de avaliagdo podemos

Tabela 1. Resultados dos valores absolutos da correlagdo (r) da
analise de correlagdo de Spearman para parametros
hematolégicos obtidos pelo principio da citometria de fluxo
tecnologia 5 diff (Sysmex XS 1000i®) e de anélise de
impedéancia (Coulter T-890®)

Parametro Correlagédo
Leucometria 0,9896
Linfocitos (L) 0,9294
Linfocitos (%) 0,9644
RBC 0,9883
Hematocrito 0,9647
Hemoglobina 0,9919
VCM 0,9251
HCM 0,9231
CHCM 0,3892

Tabela 2. Resultados dos valores absolutos da correlagéo (r) da
analise de correlagcédo de Spearman para parametros
hematolégicos obtidos pelo principio da citometria de fluxo
tecnologia 5 diff (Sysmex XS 1000i®) e de contagem manual ao
microscépio de distenséo sanguinea corada

Parametro Correlacéo
Neutrofilos (uL) 0,9827
Neutréfilos (%) 0,953
Linfocitos (uL) 0,9216
Linfocitos (%) 0,9627
Monécitos (uL) 0,6328
Monécitos (%) 0,3029
Eosindfilos (uL) 0,8996
Eosindfilos (%) 0,9324
Basofilos (L) 0,00001
Basofilos (%) 0,00001

Tabela 3. Resultados dos valores absolutos da correlagéo (r) da
analise de correlagéo de Spearman para contagem diferencial de
linfécitos obtidos pelo principio da analise de impedéancia
(Coulter T-890®) e de contagem manual ac microscépio de
distensdo sanguinea corada

Parametro Correlagédo
Linfocitos (uL) 0,9348
Linfocitos (%) 0,9259

verificar também uma boa correlagdo nos diferenciais de
neutrofilos (formula relativa e absoluta) e linfocitos (relativa)
emitidos pelo analisador Sysmex XS 1000i® frente a conta-
gem diferencial manual.

A correlagao de 92,59% na contagem de linfocitos,
quando na comparagdo do equipamento Coulter T-890®
frente a contagem manual, provavelmente € reflexo da analise
celular por impedéncia, onde o linfocito ¢ identificado apenas
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Tabela 4. Anélise dos "flags" emitidos pelo equipamento
Sysmex XS 1000i® e comprovados pela microscopia

Flags Concordantes N&o concordantes  Total
Neutréfilos jovens 7 34 41
(17,07%) (82,93%)
Linfécitos atipicos 0 10 10
(100%)
Linfécitos anormais/ 0 5 5
Blastos (100%)
Granulécitos imaturos 0 5 1
(100%)
Eritroblastos 0 1 1
(NRBC) (100%)
Total 7 55 62
(11,25) (88,7)

pelo seu tamanho, enquanto no equipamento Sysmex XS
1000i® este parametro de volume ¢ aditado de uma analise
mais complexa de sua estrutura mediante citometria de fluxo
fluorescente, resultando assim em dados mais preci-
$0s. > 101LI416, 17 Um dos parametros com maior diferenga na
comparagdo entre o diferencial automatizado e o manual foram
os mondcitos, onde se observou uma correlagdo de 63,28%
para contagem absoluta e 30,29% para contagem percentual.
Corroborando dados ja descritos na literatura, os quais
sugerem como causas principais a ma distribui¢ao destas
c¢lulas durante a preparacao do filme sanguineo ¢ a dificul-
dade de diferenciagdo de pequenos mondcitos de grandes
linfocitos. >+ 73

O presente estudo também evidenciou uma baixa corre-
lacdo na analise de basofilos, como em outros trabalhos na
literatura, com diferentes equipamentos que realizam dife-
rencial de cinco partes (5diff). Este fato ¢ atribuido a pequena
quantidade destas células no sangue, o que dificulta muito
sua observac¢ao ¢ quantificagdo manual com base em apenas
200 células por lamina. Em contrapartida, um analisador
automatizado pode avaliar de dez mil a trinta mil células em
um unico processo, tornando este muito mais sensivel uma
vez que o encontro de células raras torna-se mais frequente.

Além disso, a analise da distensdo sanguinea ndo s
consome tempo, mas requer também intensa carga de trabalho
de profissionais altamente treinados. A necessidade de um
diagnostico consistente requer a necessidade de um analista
experiente durante tempo integral, uma vez que a classificagao
manual ¢ subjetiva, com significante variagdo inter e intra-
laboratorial, o que poderia justificar o alto coeficiente de
variagdio nas contagens manuais.

O resultado obtido para analise de correlagio de CHCM
entre 0 Coulter T-890® e o Sysmex XS 1000i® foi de 38,92%.
Como a metodologia empregada na dosagem de hemoglobina
e de contagem eritrocitaria ¢ semelhante em ambos ¢ diferen-
ciando-se apenas no agente litico, tal diferenga provavel-
mente esteja vinculada ao hematocrito emitido por cada

equipamento, onde, no primeiro ¢ obtido por calculo e no
segundo por medicdo através da metodologia de impe-
dancia.>

Na avaliagdo de flags ou avisos emitidos pelo equipa-
mento Sysmex XS 1000i® foram observados apenas aqueles
predefinidos pelo fabricante quanto a morfologia celular.
Foram ignorados os alarmes manipulados ou calibrados pelo
operador, como valores de referéncia para macro ou micro-
citose (VCM), hipocromia (HCM e CHCM) e outros, como
as contagens globais de leucdcitos, eritrocitos e plaquetas.
Para neutrofilos bastonetes foram considerados os valores
de referéncia descritos na literatura de até 5%.' Constatou-
se que aproximadamente 11,3% dos flags emitidos foram
confirmados pela observagao ao microscopio da distensao
sanguinea, gerando assim um indice 88,7% de laudos com
avisos falso-positivos, fato que pode ser considerado como
um aliado do analista na avaliagdo deste para efetuar ou
ndo a revisdo de laminas.'® Nao foram observados flags
falso-negativos no rol amostral, o que denota uma boa
especificidade do equipamento utilizado, reduzindo assim
as chances de erros na liberagdo direta de um laudo. Estudos
prévios com um nimero de amostras maiores relatam a
presenca de resultados falso-negativos, ou seja, alteragdes
nao detectadas pelo aparelho, porém em indices muito
baixos.

A sensibilidade das automagdes na detecc¢do de anor-
malidades, bem como a frequéncia e a incidéncia das mesmas,
apontam para a necessidade de se conhecerem os niveis de
confiabilidade dos resultados, que podem variar conforme
os modelos de equipamentos disponiveis no mercado,
cabendo ao laboratorio estabelecer critérios para a utilizagao
da automacao e liberagdo de resultados em seu estabele-
cimento.

Segundo Ferreira, Vieira ¢ Bastos, a implantagdo de um
programa de garantia da qualidade para hemogramas auto-
matizados permite ao setor de hematologia manter o desem-
penho para a realizagdo deste dentro dos pardmetros de
aceitabilidade clinica recomendados.'®

Conclusao

A analise dos resultados obtidos no presente estudo
permite concluir que a nova metodologia do equipamento
Sysmex XS 1000i® traz alguns beneficios quando comparada
com a tradicional do Coulter T-890® e a contagem diferencial
manual, pois ¢ confiavel e perfeitamente aplicavel na rotina
do laboratorio de pequeno/médio porte como uma ferramenta
agil e segura para a realizagdo do hemograma. No entanto,
mesmo com esta superioridade tecnologica, a liberagao direta
somente € possivel para hemogramas normais, ou seja, sem
flags. Os resultados com flags de anormalidades nao
dispensam a visualizagdo da distencdo sanguinea por
profissionais experientes ¢ capacitados para a liberagdo
destes.
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Apesar desta limitagdo parcial, o contador Sysmex XS
1000i torna-se um importante aliado na liberagao de laudos
nao patologicos com maior rapidez e precisao, fazendo com
que o profissional envolvido no setor dispense maior tempo
de sua ateng@o as amostras possivelmente patologicas.

Abstract

The Sysmex XS-1000i® is a new and compact blood analyzer
with 5diff technology and fluorescent flow cytometry, technologies
hitherto only present in large equipment and available only for
laboratory equivalent routines. In this study its performance was
compared with equipment for impedance analysis (Coulter T-
890®) and the microscopic counting of 200 differential leukocytes.
One hundred samples were evaluated in parallel by both
apparatuses and subjected to differential counts of 200 cells. The
results were analyzed using the Spearman correlation for
parametric data showing no correlation greater than 95% for
white blood cells, red blood cells, hemoglobin, hematocrit and
neutrophils,; correlations between 90% and 94.9% for VCM,
MCH, lymphocytes and eosinophils, and correlations lower than
the 89.9% for MCHC, monocytes and basophils. The results
suggest that this apparatus is a versatile tool for routine analyses
in small and medium laboratories. However, in the case of flags,
confirmation under a microscope is important to guarantee the
quality of the final results. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;
31(4):247-251.

Key words: Sysmex XS-1000i®; hematologic analizer; hemogram.
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