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Utilizacao da contagem automatizada de granuldécitos imaturos
para diagnostico da sepse
Use of automated immature granulocyte counting for the sepsis diagnosis

Vanessa Simone Carvalho Pereira

Resumo

Sepse é a presenca de bactérias ou seus produtos téxicos no sangue, levando ao surgimento
de manifestacgdes clinicas, por vezes de dificil prognéstico. Com grande incidéncia nos
Estados Unidos e no Brasil, a sepse vem preocupando cada vez mais os profissionais da
area de salde e exigindo seu diagnéstico rapidamente. O aparecimento de células imaturas
no sangue, granulécitos imaturos, pode ser indicio de presenca de sepse e a contagem
dessas células sanguineas é feita de forma automatizada através de citometria de fluxo. A
detecgéao dessas células imaturas vem ganhando espaco nos laboratérios de analises clini-
cas para que o diagnéstico seja mais especifico, iniciando uma terapéutica de forma rapida
e eficaz.
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INTRODUCAO

A atual definicdo de sepse é tida como a presenca
de disfungé@o organica associada a infeccédo, tendo a
lactatemia como uma variavel. Entretanto, pacientes apre-
sentam grande variabilidade no que diz respeito ao feno-
tipo, aos resultados clinicos e prognéstico." A partir da Con-
feréncia de Consenso de Sepse, realizada em 1991, as
novas definicdes e critérios para o seu diagnostico, mes-
mo nao sendo de forma especifica, permitiram que pes-
quisadores tivessem a mesma visdo e comparassem seus
resultados a partir dos ensaios realizados.®® A definicao
terminolégica tem auxiliado na investigacéao cientifica e na
deteccéo precoce de casos de pacientes que estejam no
leito. Este ultimo elemento, associado ao tratamento ade-
quado, tem se mostrado decisivo para um desfecho mais
favoravel da sepse.® A sepse continua sendo um grande
desafio para a salde publica, mesmo depois de anos de
estudo e de progressé@o na compreensao da doenca.’ O
seu diagnostico é o primeiro desafio enfrentado pelos mé-
dicos, pelo fato de que sua identificagdo, quando nao for
feita de forma precoce, que permita alguma intervencéo,
poderaresultar em choque, faléncia orgéanica ou até a morte
do paciente.? Contudo o aparecimento de granulécitos
imaturos (IG) no sangue periférico fornece informacgéao im-

portante sobre um aumento na produgcédo da medula 6s-
sea, contribuindo desta forma para o auxilio no diagnésti-
co da sepse.®

O objetivo da presente revisao foi abordar a relevan-
cia da contagem automatizada de granulécitos imaturos no
diagnostico da sepse, buscando desta forma a obtencgao
de resultados mais precisos.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma pesquisa descritiva, retrospectiva,
realizada por meio de uma revisao bibliografica de literatu-
ra nao sistematica, por meio da pesquisa de manuscritos,
para levantamento e analise sobre o tema abordado. As
bases de dados consultadas foram: US National Library of
Medicine (PubMed) e Scientific Electronic Library Online
(SciELO), no periodo entre 2004 e 2015, elegendo-se ape-
nas estudos realizados em seres humanos.

A partir de uma lista contendo dezessete artigos, qua-
tro deles relatavam o uso da forma automatizada da conta-
gem de granulécitos imaturos.

Os termos utilizados para pesquisa foram: granulécitos
imaturos, contagem automatizada e sepse nos idiomas In-
glés, Espanhol e Portugués. Os descritores em ciéncias da
saude (DeCS) utilizados para pesquisa foram: sepse,
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citometria de fluxo, células sanguineas, granulécitos, bacté-
rias, laboratério.

EPIDEMIOLOGIA

A cada ano, a sepse adquire maior importancia
epidemiolégica. Conforme relatos do Center for Disease
Control (Centro de Controle de Doencas), a incidéncia de
pacientes com sepse aumentou em mais de 90% na ultima
década, nos Estados Unidos da América (EUA).® Ainda nos
EUA, elevados casos de sepse e mortes relacionadas obti-
veram um aumento de 82,7/100 mil habitantes para 240,4/
100 mil, ainda que a taxa de mortalidade geral entre os pa-
cientes tenha sido reduzida nos ultimos vinte anos.?

Em um grande estudo prospectivo epidemiolégico eu-
ropeu, foram avaliados 14.364 pacientes internados em 28
Unidades de terapia intensiva (UTIs), onde 21,1% apresen-
taram infecgéo bruta, e os pacientes internados na UTI por
mais de 24 horas, 18,9%, concluindo-se que cerca de 24%
das infecg6es foram associadas a sepse grave, sendo que
a mortalidade global de pacientes nao infectados foi de
16,9% e a de pacientes com infec¢des hospitalares foi de
53,6%.% No Brasil, a taxa de mortalidade relacionada a
sepse é em torno de 30%, sendo que 1.400 pessoas/dia no
mundo vém a 6bito.

A sepse tem sido vista também como a principal cau-
sa de morte em UTlIs nédo cardiolégicas com altas taxas de
letalidade. Assim sendo, ela vem adquirindo uma crescente
importancia devido ao aumento de sua incidéncia, seja num
melhor atendimento de emergéncia, fazendo com que paci-
entes graves sobrevivam, aumento da populacéo idosa e
do nimero de pacientes imunossuprimidos, criando uma po-
pulacédo susceptivel para o desenvolvimento de infeccdes
graves, assim como o crescimento da resisténcia bacte-
riana.” Outro fator relevante é o fato de que recém-nasci-
dos (RN) prematuros apresentam maior risco de desenvol-
ver sepse, pelo fato de que infecgdes perinatais e neonatais
apresentam relagéo com as alteragées do seu neurodesen-
volvimento.®

Diante desses dados, o laboratério desempenha im-
portante papel na monitoragao das estratégias de tratamen-
to, bem como no diagnéstico e determinacao do prognoéstico
dos pacientes sépticos.® Em um estudo, no qual os dados
foram analisados em 75 UTls, correspondendo a 65 hospi-
tais de todas as regides do Brasil, as regiées sul e sudeste
tiveram a maior participagdo, com 73,8% dos hospitais e
85,8% dos pacientes do estudo, mostrando maior incidéncia
de sepse na rede particular e mortalidade na rede publica.®

O Brasil é um pais de dimensdes continentais com uma
populacdo heterogénea e acesso desigual aos servigos de
saude. Medidas para diminuir a prevaléncia e a mortalida-
de relacionadas a sepse na populagéo brasileira devem ser
incluidos nos programas nacionais de satde.®
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FISIOPATOLOGIA

De acordo com a ACCP (Faculdade Americana Es-
pecialista em Pneumologia) / SCCM ( Sociedade Médica
de Cuidados Criticos), tanto a SIRS (Sindrome da resposta
inflamatéria sistémica) quanto a sepse séo caracterizadas
pela ocorréncia de, pelo menos, dois de uma das seguintes
condigdes:

1. temperatura corporal > 38°C ou < 36° C;

2. frequéncia cardiaca > 90 batimentos por minuto;

3. frequéncia respiratoria > taxa de 20 respiragdes por
minuto ou PaCO2 < 32 mm Hg;

4. contagem de células brancas do sangue > 12.000/mm?,
<4.000/mm?3, ou > 10% de formas jovens.®

A hipotenséao induzida por sepse é definida como
pressao arterial sistélica (PAS) < 90 mmHg ou presséao
arterial média (PAM) < 70 mm Hg ou queda na PAS > 40
mmHg ou menos de dois desvios padréao abaixo do nor-
mal para a idade na auséncia de outras causas de
hipotens@o. A hipoperfuséo de tecido induzida por sepse
é definida como hipotensao induzida por infec¢éo, aumento
de lactato ou oliguria.'"® A deficiéncia progressiva de
substratos de energia contribui para alterar a fungéo dos
6rgéos; e um maior nimero de disfungéo organica é o pior
prognéstico de sepse na clinica, que, associado ao lactato
como elemento importante, é usado para tentar quantificar
a magnitude do processo "diséxico" que ocorre no corpo.('
O predominio global de sepse grave em pacientes que apre-
sentam inicialmente hipotensdo com lactato > 4 mmol//L,
somente hipotensédo, ou somente lactato >4 mmol/L, é re-
latado como 16,6%, 49,5% e 5,4%, respectivamente.('?
O diagnéstico precoce no paciente critico € necessario para
tratar a infecgcédo e evitar a perda da eficacia da antibio-
ticoterapia devido a administracao tardia. Na fase aguda,
as concentragcdes de muitas proteinas séricas estao ele-
vadas em resposta a inflamacao, infecgéo, trauma ou dano
tecidual.®

AVALIAGAO LABORATORIAL

Na ultima década, iniUmeros marcadores tém sido su-
geridos para o diagnéstico precoce da sepse, dentre os
quais estd a dosagem sérica de algumas citocinas: inter-
leucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8) e
interleucina-10 (IL-10), fator de necrose tumoral (TNF), pro-
teinas de fase aguda (proteina C-reativa) e procalcitonina.®
As interleucinas 6, 8 e 10 sdo as mais utilizadas na dosa-
gem para sepse; entretanto, o alto custo e a meia-vida cur-
ta, bem como a necessidade de processamento imediato
da amostra ou seu congelamento, sdo obstaculos impor-
tantes ao uso clinico de rotina, estando sua dosagem ain-
da restrita a laboratérios de pesquisa. Os niveis séricos da
Proteina C-reativa atingem seu pico maximo depois de 48
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horas e aumentam durante infeccées menores, podendo
permanecer elevados varios dias ap6s eliminacéo do foco
infeccioso, ndo se correlacionando com a gravidade da res-
posta do hospedeiro e ndo sendo capaz de diferenciar so-
breviventes e ndo sobreviventes da sepse, em diferentes
estudos.® A procalcitonina (PCT) é atualmente utilizada
como um parametro clinico de suporte para esclarecer o
diagnostico, mas devido ao seu elevado valor preditivo ne-
gativo (99%) é mais frequentemente usado para descartar
sepse.“Mais de trinta estudos cegos randomizados envol-
vendo 12 mil pacientes mostraram que o uso de anticorpos
bloqueadores (antagonista de receptor IL-1, receptor solu-
vel TNF) néo alterou o curso clinico ou a mortalidade de pa-
cientes com sepse, e, algumas vezes, até prejudicou estes
pacientes.®

Parametros de coagulagdo sdo importantes no diag-
nostico de sepse porque é um estado de hipercoagu-
labilidade frequentemente presente antes do aparecimento
dos sinais clinicos.(" Os neutréfilos sédo os leucécitos que
predominam no sangue periférico e representam defesa
contra infecgdes. Os fatores de crescimento e as citocinas,
produzidas pelos macr6fagos teciduais e outras células, in-
duzem o aumento da producao de neutréfilos pela medula
ossea e faz a liberagdo, de forma imatura, para o sangue
periférico. Em condi¢gdes normais, os neutréfilos encontra-
dos no sangue periférico estdo na sua forma mais madura,
a de segmentado. Mas, no surgimento de um processo in-
feccioso agudo, os granulécitos imaturos (IG) podem ser
vistos no sangue periférico, incluindo o aumento da conta-
gem de bastonetes. Assim, o desvio a esquerda significa a
elevada contagem de bastonetes, acompanhada ou néo da
presenca de granulécitos imaturos.(?

Granulécitos imaturos séo células encontradas geral-
mente na medula 6ssea de pacientes normais e podem estar
presentes no sangue periférico devido a alguma alteragéo
fisiolégica ou patologica do organismo. S&do precursores
neutrofilicos que séo divididos de acordo com o grau de
maturagédo oriundo dos mieloblastos.("® Assim, a contagem
do |G automatizado pode funcionar como um teste de
rastreio para doencgas infecciosas e disturbios mieloides,
resultando em diagnéstico precoce e intervengédo." Apre-
senca de granulécitos imaturos é uma informacéo impor-
tante porque mostra que a medula 6ssea esta ativada e,
também, pode fazer a distincdo entre pacientes com
neoplasias hematolégicas dos pacientes com processo in-
feccioso bacteriano agudo.™

Os contadores hematol6gicos convencionais podem
identificar e enumerar apenas leucécitos normalmente en-
contrados no sangue periférico, isto €, neutréfilos, linfocitos,
monadcitos, eosinofilos e basofilos."® E necessaria a identi-
ficacdo de formas imaturas utilizando-se a microscopia, um
trabalho demorado e intensivo, mas que teria a sua preci-
s@o comprometida devido a varidveis como o baixo nime-
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ro de células contadas, a variagéo entre microscopistas exi-
gindo assim o uso de um contador automatico mais
confiavel."¥ A contagem do IG pelo método automatizado
pode ser realizada por um analisador multiparamétrico, que
oferece a possibilidade de detectar IGs classificados como
metamiel6citos, mielécitos e promielécitos pela identifica-
¢édo na contagem diferencial de células brancas por cito-
metria de fluxo no canal-DIFF. Além da quantificagdo das
imunoglobulinas, as propriedades fisicas de células imatu-
ras e neutréfilos reativados séo fornecidas. Por conseguin-
te, as amostras de sangue sdo incubadas com um corante
fluorescente, normalmente usa-se o Fluorocel, e um rea-
gente, lisando seletivamente a membrana de leucécitos
maduros. Células mieloides imaturas ndo sédo modificadas
no seu tamanho, estrutura e integridade, porque o IG tem
um teor de colesterol inferior ao de granulécitos maduros, e
a sua composicao de fosfolipideo tem uma proporgéo rela-
tivamente mais elevada de fosfatidilcolina e uma proporcéo
menor de esfingomielina.

Dependendo do angulo de disperséo, quando a célu-
la passa no feixe de um laser semicondutor, informacdes
sobre o volume, a estrutura interna e a complexidade, e o
contetdo de DNA/RNA de cada célula sdo obtidos por uma
combinacéo de luz dispersa para a frente (mede o tamanho
celular), de luz dispersa lateral (mede a estrutura interna da
célula), e luz fluorescente lateral, que mede o tamanho do
nucleo. A luz é recebida por um féton diodo e um tubo de
fotomultiplicador, respectivamente, sendo, entéo, converti-
da em impulsos elétricos.('® A detecg¢édo do tamanho da cé-
lula, a informacdo sobre os nucleos e composi¢cdo do
citoplasma sédo geradas pela resisténcia da corrente de
radiofrequéncia direta quando as células passam por uma
abertura no canal-IMI. O principio da reagao canal-IMI ba-
seia-se em diferencas na composicao da membrana entre
as células maduras e imaturas.(" A corrente continua (DC)
de altura de pulso é equivalente ao volume da célula. A
frequéncia de radio (RF) de medicédo fornece informacgdes
sobre a composicgéo interna da célula (nucleo, granulos).
Diferencas na resisténcia RF detectadas como impulsos
elétricos s@o representadas num diagrama de dispersao
bidimensional que reflete a distribuicdo de tamanho de cé-
lula e do ntcleo.™

Recentemente, uma empresa que trabalha com es-
ses contadores automatizados, introduziu um software mo-
dificado de IG, chamado |G Mestre, que foi validado contra
uma citometria de fluxo padréo "ouro" e aprovado para uso
clinico. Este novo software utiliza uma estratégia de gating
flexivel, que pode produzir contagens mais precisas de IG.
Até o momento, existem poucos estudos clinicos publica-
dos utilizando este método de IG Mestre que vem sendo
usado nos Estados Unidos.('® Neste cenario, uma varie-
dade de aplicagdes citofluorimétricas vem sendo desen-
volvida e aprimorada, devido a um crescente desenvolvi-
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mento dos recursos e tecnologia dos citdbmetros. Atualmen-
te podemos encontrar no mercado citdmetros de fluxo equi-
pados com até seis /asers, com maior nimero de fotos-
sensores capazes de detectar até 11 comprimentos de
onda diferentes.("

A excelente reprodutibilidade da contagem IG é devi-
do a sua elevada fiabilidade estatistica quando comparada
com o diferencial de 100 células tradicional. O analisador
produz valores de IG com um CV (coeficiente de variagédo)
de apenas 7%, enquanto que o diferencial manual de rotina
oferece um CV tedrico de aproximadamente 50%.("®) Con-
tagens automatizadas de IG permitem oferecer potenciais
vantagens de melhoria da exatidao, preciséo e tempo de
resposta em comparagdo com contagens diferenciais ma-
nuais."®

DISCUSSAO

Este estudo abordou a contagem de granulécitos ima-
turos de forma automatizada, que serve de parametro para
o diagnéstico de sepse. E de acordo com a Diretriz da
campanha de sobrevivéncia para tratamento de sepse gra-
ve e choque séptico, existem distingdes entre definicées e
metas ou limites terapéuticos para que ela possa ser diag-
nosticada de forma precisa. Essas distingées referem-se
ao estado febril ou ndo do paciente, presséo arterial
sistélica e pressao arterial média. De acordo com esses
critérios ficou determinado que sepse é toda resposta in-
flamatéria sistémica a uma infeccdo, onde o diagnéstico
precoce de um paciente critico torna-se fator determinante
para que a terapia tenha eficacia. O indice de casos de
sepse chega a 90% nos EUA de acordo com o Centro de
Controle de Doencas. E num estudo feito por Jodo Andrade
et al., as regides sul e sudeste do Brasil séo tidas como
detentoras dos maiores indices de sepse. No auxilio ao
diagnéstico, os marcadores interleucina-1(IL-1), interleu-
cina-6(IL-6), interleucina-8(IL-8), interleucina-10(IL-10), fa-
tor de necrose tumoral (TNF), proteina C-reativa (PCR) e
procalcitonina sdo usados. Alguns marcadores, como a
IL-6,8 e 10, sdo os mais usados na dosagem para sepse;
entretanto, devido ao seu alto custo e a meia-vida curta,
deixaram de ser utilizados, voltando-se apenas para a area
de pesquisa. APCR atinge seu pico maximo depois de 48
horas e aumenta durante infecgdes menores, podendo per-
manecer elevada varios dias apés eliminagao do foco in-
feccioso, ndo tendo grande valia em diagnosticar um caso
de sepse. O TNF néao altera o curso clinico ou a mortalida-
de de pacientes com sepse e, algumas vezes, chega a
prejudicar esses pacientes pela baixa especificidade. E a
procalcitonina atualmente é usada para descartar a pre-
senca de sepse pelo alto valor preditivo negativo que apre-
senta; seus niveis encontram-se elevados em 3 a 6 horas
apos o inicio da infeccao e possui uma alta sensibilidade
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e especificidade. A contagem de IG nos laboratoérios é fei-
ta de modo automatizado para que se obtenha uma maior
precisdo nos resultados. Diante deste fato, o artigo publi-
cado por Fernandes et al. fez uma comparagédo com trés
amostras, entre a contagem de |G pelo método manual e
pela citometria de fluxo, tida como referéncia. Houve uma
diferenca de 0,98% de impreciséo intraensaios e 3,28%
de imprecisao total, confirmando-se que o método automa-
tizado proporciona mais exatidao e precisao. Foi realiza-
da também uma comparacéao por meio de Regressao Li-
near entre contagem de |G por aparelho automatizado e
pela citometria de fluxo, obtendo-se uma satisfatéria cor-
relacdo entre eles, validando desta forma sua utilizagéo na
clinica laboratorial. Os contadores automatizados utilizam,
na sua contagem diferencial, a identificacdo de IG por
citometria de fluxo no canal — DIFF, o qual, através de fei-
xes, consegue determinar a estrutura interna da célula e o
tamanho do nicleo. Por ter tamanha precisédo e exatidao
na sua execug¢ao, um novo padrao "ouro" foi desenvolvido
nos Estados Unidos para que a sensibilidade e a especi-
ficidade aumentem a cada estudo desenvolvido. Por apre-
sentar tantos beneficios em relagdo a contagem manual,
os laboratérios de analises clinicas vém usando aparelhos
automatizados como auxiliar no diagnéstico de sepse.

CONSIDERAGOES FINAIS

Diante do que foi exposto neste artigo fica configura-
da a importancia da contagem automatizada de granu-
I6¢citos imaturos no diagnéstico da sepse, associada com
os resultados dos exames de procalcitonina e lactato, ga-
rantindo assim maior agilidade no tratamento, melhor acom-
panhamento prognéstico e consequente sobrevida aos
pacientes acometidos. Ndo deixando de salientar que,
quando o aparelho apresenta flag, é preciso que uma la-
mina deste paciente seja feita para que o microscopista
também faca a identificagdo dessas células imaturas, tor-
nando dessa forma seu trabalho indispensavel para o fe-
chamento do diagnéstico juntamente com a forma auto-
matizada.

Abstract

Sepsis is the presence of bacteria and their toxic products in the blood,
leading to the appearance of clinical symptoms sometimes difficult to
predict. Which are prevalent in the United States and Brazil, sepsis is
increasingly concerned health professionals and demanding diagnosis
quickly. The appearance of immature blood cells, Immature
granulocytes, may indicate the presence of sepsis and counting these
blood cells is made in an automated way via flow cytometry. Detection
of these immature cells has been gaining ground in Clinical Analysis
laboratories for the diagnosis to be more specific, starting a therapy
quickly and effectively.

Keywords
Sepsis; Flow cytometry; Granulocytes; Bacterial infections; Automation
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