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Urinalysis: comparison between microscopic and flow cytometry analysis

Bottini P.V."; Garlipp C.R.2

TS resumo

Urinalise Introducdo e objetivo: O exame de urina é um procedimento de alta demanda, trabalhoso e pouco
padronizado. Este estudo teve por objetivo avaliar o desempenho de um citbmetro de fluxo na realizagéo
do exame de urina de rotina. Casuistica e métodos: Foram analisadas 1.140 amostras de urina através
Citometria de fluxo de microscopia 6ptica comum e de citometria de fluxo (UF-100/SYSMEX). A preciséo foi estabelecida
com a analise de quatro amostras de urina (20 replicagdes cada). O célculo da reprodutibilidade foi
realizado a partir de 30 determinacdes de dois controles comerciais em dias consecutivos. Resultados:
As contagens de hemacias e leucécitos mostraram concordancia de 91% e 93%, respectivamente.
Cilindros, células e bactérias mostraram sobreposicdo dos valores fornecidos pelo UF-100 quando
comparados com os relatados na anéalise microscépica. A precisdo do UF-100 variou de 4% a 155%,
com reprodutibilidade de 3% e 25%, dependendo do pardametro avaliado. Concluséo: O equipamento
UF-100/SYSMEX demonstra boa precisdo, reprodutibilidade e concordéncia com a microscopia éptica.
A utilizacéo da citometria de fluxo implica numa maior agilizacdo e padronizacéo da rotina, bem como
em uma nova maneira de reportar e interpretar o exame de urina de rotina.

Microscopia dptica comum

abstract ISRYE
Introduction: Urinalysis is a high demand procedure, with large amount of manual labor and poorly standar- | Urinalysis
dized. The purpose of this investigation was to analyze the performance of an automated system based on
flow cytometry for routine urinalysis. Material and methods: We analyzed 1,140 urine samples by light field
microscopy and by flow cytometry (UF-100/SYSMEX). For the precision study of the UF-100, we calculated the | Flow ytometry
within-run and between-run coefficients of variation using two different levels of commercial controls and four
different urine samples. Results: Erythrocytes and leukocytes counts by the two methods showed an agreement
of 91% and 93%, respectively. Casts, epithelial cells and bacteria counts by the UF-100 showed a significant
overlap when compared to microscopic analysis. Intra assay precision (within-run) ranged from 4% to 155%
and interassay precision (between-run) varied from 3% to 25%, depending on the considered parameter.
Conclusion: Flow cytometry is a precise and reproducible technique, with a strong correlation with the results
obtained by microscopic analysis. Flow cytometry allows a better workflow and a new manner of reporting
and interpreting routine urinalysis.

Microscopic examination

1. Médica patologista clinica; supervisora do Servigo de Liquidos Bioldgicos da Divisdo de Patologia Clinica do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (HC/UNICAMP).
2. Professora associada do Departamento de Patologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da UNICAMP.
Diviso de Patologia Clinica do HC/UNICAMP.
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Introducéo

Embora a anélise do sedimento urindrio forneca informa-
¢Oes essenciais sobre o estado funcional dos rins, o exame
de urina € um procedimento de alta demanda que requer
um trabalho intenso, € pouco padronizado e apresenta uma
ampla variabilidade interobservadores('®. Adicionalmente,
esse exame gera um custo elevado aos laboratérios, ja que
para se obter resultados de qualidade hé a necessidade de
pessoal bastante qualificado®. Atualmente, tanto o National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) dos
EUA como o European Urinalysis Guidelines® recomen-
dam a padronizacdo da contagem de células do exame de
urina, por meio de um sistema automatizado e/ou de um
procedimento padronizado em uma camara de contagem
de células de volume pré-definido2.

Na tentativa de se automatizar a analise microscdpica
da urina, no final dos anos 1980, surgiram alguns sistemas
analisadores de imagens. Esses equipamentos, apesar de
melhorarem o fluxo de trabalho e aumentarem a produti-
vidade e preciséo das andlises, ainda séo bastante depen-
dentes de um observador bem treinado®.

Ha alguns anos surgiu no mercado um equipamento
que realiza a andlise da urina por citometria de fluxo, o
UF-100/SYSMEX. Esse equipamento é um analisador total-
mente automatizado, que aspira a amostra de urina e, por
fluorescéncia, cora o DNA e as membranas dos elementos
formados na urina nativa (fenantridina para acidos nuclei-
cos e carbocianina para membranas celulares). A seguir,
células, bactérias e cilindros sdo analisados e classificados,
levando-se em consideracdo o volume (impedancia), o
tamanho (dispersdo de luz) e as caracteristicas tintoriais
(fluorescéncia) nucleares e citoplasméticas dos elementos
urinarios®. A distincdo entre hemdcias e leveduras é feita
de acordo com a intensidade de suas fluorescéncias.

Apesar de a andlise microscopica da urina demandar
enorme trabalho laboratorial manual e de apresentar
precisdo limitada, ainda é universalmente utilizada para o
exame de células e particulas presentes na urina. Quando
comparados com a microscopia 6ptica comum, os cit6-
metros de fluxo melhoraram a preciséo e a eficacia das
contagens, gerando uma substancial reducdo do trabalho.
No entanto, afalta de padroniza¢do nos seus procedimentos
analiticos permanece um importante fator limitante para
sua ampla utilizacao.

Este estudo teve por objetivo avaliar o desempenho de
um citdbmetro de fluxo (UF-100/SYSMEX), frente a analises
microscépicas do sedimento urinario, em um hospital de
atendimento terciario.

Casuistica

Foram avaliadas 1.140 amostras isoladas de urina (jato

médio), encaminhadas ao laboratério a pedido médico,
para anélise de rotina (exame fisico-quimico e anélise do
sedimento urinario) na Secédo de Urindlise da Divisao de
Patologia Clinica do Hospital de Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas (HC/UNICAMP).

Este estudo obteve a dispensa da assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido, uma vez que os testes la-
boratoriais foram realizados com o excedente das amostras
de urina encaminhadas para o diagnéstico e tratamento dos
pacientes atendidos em nosso Servico. O anonimato dos
individuos foi preservado, segundo os critérios estabelecidos
pela Resolugéo 196/96 e observados pelo Comité de Etica
da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da UNICAMP.

Todas as amostras foram analisadas por microscopia

6ptica comum e por citometria de fluxo. Para anélise mi-
croscépica do sedimento, as amostras foram inicialmente
homogeneizadas e submetidas a centrifugacdo (10ml de
urina a 1.500rpm/min, durante 10 minutos). O sobrena-
dante foi desprezado, restando 1ml de sedimento, que foi
ressuspenso por agitacao e transferido para um pocinho da
lamina padronizada (KCELL).

O sedimento foi inicialmente analisado (aumentado em
100 vezes) para verificar a disposicao dos elementos presentes
na érea ndo-demarcada por circulos. A contagem de hemacias
e leucdcitos foi realizada com aumento de 400 vezes, sendo
contados pelo menos 10 campos e o resultado expresso
em nGmero médio de leucécitos e hemécias por campo. A
presenca de bactérias, cilindros, cristais e células epiteliais foi
expressa de maneira semiquantitiativa (Tabelas 1 e 2).

Para analise por citometria de fluxo utilizou-se o
equipamento UF-100/SYSMEX. As amostras foram homo-
geneizadas e transferidas para tubos de 10ml, os quais
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Expressao dos resultados: hemacias

Tabela 1 e leucdcitos
N° médio/campo Descricao
<1 Inferior a 1/campo
Entre 1 e 100 Ntimero/campo
> 100 Superior a 100/campo

Expressao dos resultados: cilindros,

Tabela 2 cristais e células epiteliais
N° médio/campo Descricao
0 Ausentes
<1 Raros
la3 Namero regular
>3 Numerosos

foram colocados em racks do equipamento. Este realizou
a aspiracdo da amostra e o processamento automatizado
da contagem dos elementos figurados presentes na urina.
Os resultados foram expressos de forma gréfica e numérica
(elementos por ul e por campo).

A precisdo do UF-100 foi estabelecida a partir da ana-
lise de quatro amostras de urina (20 replicacbes cada),
sendo o célculo da reprodutibilidade realizado a partir de
30 determinacdes de dois controles comerciais, em dias
consecutivos.

Analise estatistica

A analise estatistica se baseia em testes de concordan-
cia (através da construcdo de tabelas 2 x 2 com posterior
andlise pelo y?) e em célculos de sensibilidade, especifici-
dade e valores preditivos positivos e negativos, conforme
recomendacdo do fabricante do equipamento.

Resultados

O estudo da precisdo do UF-100 (Tabelas 3 e 4) apre-
sentou coeficientes de variacdo (CV) intra-ensaios de 5% a
21% (hemacias); 4% a 24% (leucdcitos); 5% a 35% (células
epiteliais); 66% a 155% (cilindros) e 4% a 6% (bactérias).

Areprodutibilidade (coeficiente de variacdo [CV] interen-
saio, Tabelas 5 e 6) variou entre 3% e 25%, dependendo
do parametro avaliado.

Tabela 3 Precisao do UF-100/CV intra-ensaio: hemacias e leucdcitos

Hemacias* Leucocitos*
Replicatas 20 20 20 20 20 20 20 20
Média 39 0,2 106 2 22 0,5
Minimo 34 4 0,2 101 1 18 0,3
Maximo 42 0,3 115 2 30 0,7
Desvio-padrao 2 1 0,4 0,1 4 0,1 3 0,1
CV (%) 5 12 9 21 4 9 13 24
* Contagem/campo.

Tabela 4
Células*
Replicatas 20 20 20 20 20
Média 14 1 7 0,3 1,0
Minimo 13 1 6 0,1 0
Maximo 16 2 10 0,5 3
Desvio-padrao 1 0,2 1 0,1 0,7
CV (%) 5 15 14 35 66

Precisao do UF-100/CV intra-ensaio: células epiteliais, cilindros e bactérias

Cilindros* Bactérias*

20 20 20 20 20 20 20
0,3 0,3 0,2 1087 136 694 81
0 0 0 858 124 564 75
1 1 1 1176 147 728 89
0,3 0,4 0,3 68 6 35 3
121 109 155 6 4 5 4

* Contagem/campo.
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Tabela 5 Reprodutibilidade/CV interensaio: hemacias e leucocitos
Hemacias* Leucocitos*

Replicatas (CQ 1 E 2) 30 30 30 30
Média 40 201 42 196
Minimo 31 187 33 187
Maximo 48 210 51 207
Desvio-padrao 4 6 5 6
CV (%) 10 3 11 3
* Contagem/pul.

Tabela 6

Células* Cilindros* Bactérias*

Replicatas (CQ 1 e 2) 30 30 30 30 30 30
Média 12 95 6 21 2.975 981
Minimo 8 92 5 15 2.026 569
Maximo 18 105 8 25 3.763 1.328
Desvio-padrdo 2 4 2 3 43 21
CV (%) 19 5 25 13 1 2
* Contagem/ul.

As contagens de hemécias e leucécitos mostraram con-
cordancia entre os métodos de 91% e 93%, respectivamente,
com valor preditivo (VP) negativo superior a 97% quando
consideramos como limite de normalidade uma contagem de
até cinco elementos/campo (p < 0,05) (Tabelas 7 e 8).

Emrelagdoacilindros, células e bactérias (Figuras 1,2¢e 3),
observamos uma grande sobreposicao das contagens forne-

cidas pelo UF-100 quando comparados com os relatados na
analise microscopica, onde foram expressos como ausentes,
raros, regular nimero e numerosos.

O principal interferente nas contagens de cilindros foi
a presenca de filamentos de muco, enquanto leveduras e
cristais de oxalato de calcio discoides foram os principais res-
ponsaveis por contagens de hemécias falsamente elevadas.

Tabela 7 Concordancia entre as contagens de hemacias

> 5/campo (M0)

> 5/campo (UF 100) 141
até 5/campo (UF 100) 31
Total 172

até 5/campo (MO0) Total
77 218
891 922
968 1140

Sensibilidade = 82%; especificidade = 92%; VP positivo = 65%; VP negativo = 97%; concorddncia = 91%.

LIELEIER:  Concordancia entre as contagens de leucdcitos

> 5/campo (MO)

> 5/campo (UF 100) 25
até 5 / campo (UF 100) 15
Total 266

até 5/campo (MO) Total
61 312
813 828
874 1.140

Sensibilidade = 94%; especificidade = 93%; VP positivo = 80%; VP negativo = 98%; concorddncia = 93%.
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Figura 1 - Relagdo entre microscopia dtica e citometria de fluxo - cilindros
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Figura 2 - Relacdo entre microscopia dtica e citometria de fluxo - células epiteliais
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Figura 3 - Relagdo entre microscopia dtica e citometria de fluxo - bactérias

A analise manual do sedimento urinario, embora de
grande utilidade clinica, apresenta muitos problemas
metodoldgicos. Além de consumir consideravel tempo de
trabalho do analista, varios fatores podem contribuir para
a imprecisao nos resultados desse método (centrifugacao,
diferencas de interpretacdo de elementos celulares, cilin-
dros, entre outros)®@.

O analisador UF-100 identifica na urina, pelo principio
da citometria de fluxo, células e particulas de maneira analo-
ga a dos analisadores de células sangiiineas. Portanto é um
equipamento totalmente automatizado, multiparamétrico
e com boa velocidade de processamento (em torno de 100
amostras/hora). Em relacao a anlise estatistica, o fabricante
do equipamento recomenda o uso de testes de comparacao
dos resultados entre metodologias (microscopia x automa-

¢d0), com base em célculos de taxas de concordancia das
amostras consideradas negativas ou normais.

Estudos tém relatado uma boa correlacdo entre o
nimero de células contadas por microscopia 6ptica e
citometria de fluxo™. De fato, nossos resultados apre-
sentaram boa concordancia entre as duas metodologias
quando consideramos o limite de normalidade de até
cinco elementos/campo (hemacias ou leucdcitos). Além
disso, o0 UF-100 vem se mostrando bastante preciso e com
boa reprodutibilidade, o que foi demonstrado neste e em
outros estudos®7”: 2, Ja com relag@o aos cilindros, o elevado
coeficiente de variacao intra-ensaio observado em nosso
estudo se deve ao pequeno nimero de cilindros presentes
no material analisado.

Vérios autores® ' vém demonstrando que o UF-100
detecta mais hemacias, leucécitos e células epiteliais do que a
microscopia manual. Isto provavelmente representa a detec-
¢do real de elementos que nao sao identificados pela micros-
copia dptica, uma vez que a rotina de urinalise compreende
varias etapas, como centrifugacdo, decantacéo e ressuspen-
séo, as quais podem levar a uma perda e/ou degeneracdo
celular variavel. Além desses fatores, até a matéria-prima do
tubo conico para centrifugacdo pode ser mais um fator de
variagdo, podendo ocorrer, ou ndo, adsorcao de elementos
celulares as suas paredes®'9. Provavelmente, essa observacao
justifica uma das maiores dificuldades de sua implantacdo na
rotina da maioria dos laboratorios, que reside no fato de seus
valores de referéncia serem significativamente diferentes e
mais elevados do que os habitualmente adotados.

No presente trabalho, o principal interferente nas con-
tagens de cilindros foi a presenca de filamentos de muco,
enquanto leveduras e cristais de oxalato de calcio discéides
foram os principais responsaveis por contagens de hemécias
falsamente elevadas. Outros autores® observaram que o
UF-100 superestimava a contagem de células epiteliais na
presenca de cilindros, Trichomonas sp. e proteindria. Nesse
Gltimo caso a explicacdo seria a formagao de grumos leuco-
citarios devido a presenca de proteinas na amostra.

Vérios relatos fazem referéncia a contagem incorreta de
hemécias na presenca de cristais, leveduras, espermatozéides
e grande ndmero de bactérias®'%'? Da mesma forma, a prin-
cipal causa de contagem de leucdcitos falsamente elevados é
a presenca de nlcleos isolados de células epiteliais’?.

Segundo Ottiger e Huber(?, a maior parte das revisdes
pode ser atribuida a alertas decorrentes da presenca de cé-
lulas redondas (SRC), cilindros, cristais, leveduras e esperma-
tozédides. Células epiteliais agrupadas freqiientemente dao
um alerta para cilindros patoldgicos e SRC que necessitam
de confirmacdo. Grande nimero de cristais, leveduras e
espermatozdides superestimam a contagem de hemacias,
como foi comprovado em nosso estudo.

161



162

BOTTINI, P. V. & GARLIPP, C. R. Urindlise: comparagao entre microscopia dptica e citometria de fluxo | Bras Patol Med Lab ¢ v. 42 ¢ n. 3 ¢ p. 157-162 ¢ junho 2006

Na analise dos dados relativos a cilindros, células e bac-
térias, em razdo da sobreposicdo dos valores fornecidos pelo
UF-100 quando comparados com os relatados na analise
microscopica, € necessario estabelecer uma nova maneira
de expressar esses resultados em substituicdo a forma de
expressao semiquantitativa habitualmente utilizada, ressal-
tando-se a presenca ou auséncia desses elementos.

A correta identificacdo de cilindros e cristais patoldgicos
ainda necessita ser realizada através de microscopia 6ptica
tradicional. Da mesma forma, deve-se ressaltar que todas
as amostras que apresentem alertas (flags) ou elementos
anormais devem ser submetidas a revisdo microscépica. Vale
lembrar que amostras de urina proveniente de servicos de
nefrologia apresentam maior taxa de revisao®.

Para o estabelecimento de um algoritmo que reduza o
trabalho manual, permitindo maior otimizacéo das rotinas
sem perda de sensibilidade e especificidade, deve-se levar
em conta contagens celulares elevadas, presenca de cilin-
dros, cristais, leveduras, espermatozéides, além de alertas
para elementos patoldgicos e da analise detalhada dos
gréficos de dispersdo para detectar um possivel padrdo
anormal.

Antes da liberacdo final é prudente associar uma
checagem cruzada entre os resultados obtidos na andlise
fisico-quimica (através de tiras reagentes) com os dados

fornecidos pelo UF-100.

Conclusao

Nossos resultados demonstram que o equipamento
UF-100 apresenta boa precisao, reprodutibilidade e concor-
dancia com a microscopia 6ptica. Os dados apresentados
confirmam a dificuldade de padronizacéo e a subjetividade
da anélise microscépica do exame de urina. A utilizagdo
rotineira da citometria de fluxo implica em maior agilizacéo
e padronizagdo da rotina, ao lado de uma nova maneira de

se reportar e interpretar o exame de urina de rotina.
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