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Senhor Editor

A leucopenia ¢ caracterizada pela diminui¢do do niimero
de leucocitos abaixo de 4.0 x 10°/L, sendo que os quadros de
imunossupressdo (neutrofilos < 0.5 x 10°/L), tornam o paciente
leucopénico mais vulneravel a infec¢des oportunistas.!-
Assim, é fundamental que o paciente leucopénico seja sub-
metido a uma avaliagdo laboratorial rapida e fidedigna.

A contagem eletronica de células ¢ obtida em contadores
hematologicos automatizados, fornecendo resultados sensi-
veis, reprodutiveis e precisos.” No entanto, algumas amostras
analisadas necessitam avaliagdo microscopica da distensdo

sanguinea para observacdo de anormalidades morfoldgicas,
que podem ser significativas e relevantes.® O método de con-
centragdo de leucocitos (Buffy coat) consiste em concentrar
os elementos celulares mais raros, facilitando a pesquisa de
células anormais ou raras na populacdo leucopénica.>’

Partindo destes principios, o objetivo deste estudo foi
analisar diferentes metodologias para a contagem diferencial
de leucocitos em pacientes leucopénicos, comparando o
método de concentrado de leucdcitos frente aos métodos
comumente utilizados, como contagem eletronica de células
e analise da distensdo sanguinea corada em microscopia
convencional.

As amostras de sangue cuja leucometria apresentou-
se inferior a 4.0 x 10°/L na contagem eletronica de células
(Cell Dyn 3000®) foram separadas e imediatamente enca-
minhadas para processamento pelos métodos de contagem
manual direta e concentrado de leucdcitos.

Oitenta amostras de sangue com leucometria inferior
a 4.0 x 10°/L foram separadas em quatro grupos de vinte
amostras acordo com a leucometria: G1 (<1.0 x 10°/L), G2
(1.0-1.9x 10°/L), G3 (2.0-2.9 x 10°/L), G4 (3.0-3.9x 10°/L).

Os dados foram testados quanto a sua normalidade
mediante andlise 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. A concordancia entre variaveis
categoricas foi testada através do coeficiente de concor-
dancia Kappa. Os resultados foram expressos em valores
absolutos da correlagdo (r), onde "0” indica uma total auséncia
de correlagdo linear e "1” uma relag@o linear perfeita.

Os valores absolutos da correlagdo (r) das contagens
absolutas pela microscopia convencional e camada de leucé-
citos mostraram boa correlagdo de neutrofilos e linfocitos e
baixa correlagdo para eosinofilos, basofilos e mondcitos,
sendo que a contagem de basoéfilos apresentou diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05) em pelo menos dois
dos quatro grupos analisados. (Tabela 1).

Analisando a Tabela 2, observa-se a concordancia de
flags emitidos pelo equipamento Cell Dyn 3000®, quando

Tabela 1. Resultados dos valores absolutos da correlagéo (r) para contagem absoluta de
células (céls x 107/L) obtida pela microscopia convencional / versus distenséo de
concentrado de leucécitos (Buffy coat)

Leucometria  Segmentados/ L  Eosindfilos/ L Baséfilos/ L Linfocitos/ L Monécitos/ L
9,
<1.0x10°L 0,882 0516 0,444 0,961 0923
(n = 20)
_ 9,
1.0-1.9x 1091 0978 0,856 <0,0001 0,971 0,774
(n = 20)
9,
20-29x107L 0,882 0628 0,169 0,857 0577
(n = 20)
9,
30-39x107L 0914 0735 <0,0001 0,899 0,665
(n = 20)
Media dos 0914 0,684 0153 0922 0735

grupos (n=80)
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Tabela 2. Confirmacéao dos flags emitidos pelo equipamento Cell Dyn 3000
comprovados pela microscopia

Microscopia convencional

Exame de camada de leucécitos

Flags Concordantes Nao Concordantes N&o
concordantes concordantes
Neutréfilos jovens 7 39 10 36
(n =46) (15,22%) (84,78%) (21,74%) (78,26%)
Granulécitos imaturos 0 38 6 32
(n =38) (0%) (100%) (15,79%) (84,21%)
Blastos 4 14 7 1
(n=18) (22,22%) (77,78%) (38,88%) (61,12%)
Linfocitos Atipicos 0 12 0 12
(n=12) (0%) (100%) (0%) (100%)
Total de Flags 11 103 23 N
(n=114) (9,65%) (90,35%) (20,18%) (78,82%)

comparados com a andlise da distensdo sanguinea pela mi-
croscopia convencional e analise apds concentragdo de leuco-
citos. Verifica-se que, ap6s concentra¢do, ha um nimero
superior de concordancia de flags (20,18%) em relagdo a mi-
croscopia convencional. Essa diferenca pode ser justificada
pela concentracdo de elementos raros na ultima metodologia,
facilitando a observagdo desses elementos. Além disso, o
concentrado de leucécitos permite a visualizagdo de células
raras, que poderiam passar despercebidas na contagem nor-
mal direta e que tém uma importancia relevante para pacientes
em tratamento quimioterdpico que, porventura, possam apre-
sentar um quadro de remissdo hematolégica.

A analise dos resultados mostra boa correlagdo de neu-
trofilos e linfocitos entre as diferentes metodologias, enquanto
eosinofilos e basofilos apresentaram baixo indice de corre-
lagdo. Na contagem manual direta, os valores obtidos propor-
cionam uma estimativa grosseira da frequéncia celular devido
a maior quantidade de neutréfilos e linfocitos e menor quanti-
dade de eosinodfilos e baséfilos.’

Mondcitos também mostraram um baixo indice de corre-
lagdo, provavelmente devido a distribuig¢@o irregular dessas
células no esfregago, em vista das diferengas de tamanho,
gravidades especificas, aderéncias entre os tipos de leuco-
citos, sendo os mondcitos concentrados nas margens e na
cauda do esfregago.>¢

Mesmo que a contagem eletronica de células seja mais
precisa por avaliar um maior nimero de células, esta pode
induzir a um elevado niimero de falso-positivos que devem
ser confirmados pela microscopia, para garantia de um
resultado reprodutivel. Cabe ressaltar que a analise da disten-
sd0 ap6s concentragdo de leucdcitos aumentou a sensibili-
dade das contagens em aproximadamente 100% (de 9,6% para
20,1% de concordancia). >

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir
que a automagdo ¢ indispensavel no laboratorio de analises
clinicas, fornecendo resultados sensiveis, reprodutiveis e

precisos para alteracdes quantitativas. No entanto, as técnicas
manuais, particularmente de concentrado de leucdcitos,
mostram-se insubstituiveis para alteracdes qualitativas e
continuam uteis na rotina laboratorial, pelo fato de que
algumas alteragdes hematoldgicas s6 podem ser diferenciadas
pela microscopia.

Abstract

Leukopenia can be associated with the suppression of the bone
marrow by drugs, malignant disease, systemic lupus erythematosus,

infections, and agranulocytosis. However some patients without
apparent disease have leukocyte counts of less than 4.0 x 10°/L. The
difficulty in differential counting is related to the need of results that
are reliable enough for correct clinical interventions. The aim of
this study was to compare the results of differential white blood cell
counts of leukopenia patients using different methodologies:

electronic counting of cells utilizing the principle of impedance
analysis and laser dissemination (Cell Dyn 3000), direct count under
the microscope of 200 cells in both whole blood and the leukocyte
layer (Buffy coat). Eighty-four samples of blood whit leukocyte counts
of less than 4.0 x 10°/L were analyzed. The results of this study
showed that by comparing the different leukocyte count methods,

both direct and with automation, neutrophils and lymphocytes showed
good correlations (above 95%), eosinophils, basophils and
monocytes showed low correlation, and basophils, for at least two
of the four groups examined, showed a statistically significant
difference (p <0.05). These data suggest that despite of automation
providing more accurate and sensitive results, the technique of
analyzing concentrated white blood cells in leukopenia patients can
greatly contribute to confirm electronic count flags and in the
identification of false-positive results. Rev. Bras. Hematol. Hemoter:

2009; 31(3):203-205.

Key words: Leukopenia; hematologic analyzers, optical microscopy;
concentrate white blood cells.
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