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RESUMO

O exame parcial de urina é o terceiro exame mais solicitado nos laboratérios clinicos
e continua sendo a melhor forma de avaliar o funcionamento do sistema urogenital.
Historicamente considerado o primeiro exame laboratorial, 0 exame parcial de urina
caracteriza-se por ser de simples execucgao, barato e utiliza como amostra um
material de facil obtencdo, sendo de alta demanda ainda nos dias atuais. Nos
ultimos anos observou-se a entrada da automacdo no setor da Urinalise, o que
contribuiu com o aumento da produtividade e principalmente da qualidade dos
resultados liberados, por permitir maior padronizagéo dos procedimentos adotados.
Objetivo: Apresentar uma breve revisdo bibliografica a respeito dos sistemas
automatizados para Urindlise disponiveis no Brasil, comparando as diferentes
metodologias empregadas e buscando retratar as vantagens e desvantagens que
cada método possui. Metodologia: Realizou-se busca em bancos de dados e em
literatura classica sobre automacdo em Urindlise, coleta de dados nas
especificagdes técnicas fornecidas pelos fabricantes de aparelhos automatizados,
em sitios nacionais e internacionais, além de levar em conta a experiéncia dos
autores com metodologias automatizadas. Resultados: As especificagbes técnicas
de cinco sistemas totalmente automatizados para Urindlise foram organizadas em
uma tabela para permitir a comparacgao entre os aparelhos: Urisys® 2400/UF-1000/
(ROCHE - SYSMEX), IRICELL®3000 (IRIS DIAGNOSTICS), LabUMat® I/ UriSed®II
(ALERE), COBAS® 6500 (ROCHE) e UN-3000® (SYSMEX). Foram descritos
diversos estudos publicados que compararam os sistemas automatizados em varios
paises do mundo, expondo as vantagens e desvantagens listadas pelos autores das
pesquisas. Conclusdo: Os sistemas automatizados aumentam a produtividade,
melhoram a qualidade e a segurancga dos resultados em Urinalise, fato indiscutivel
quando se fala em quantificacdo, mas nao substitui o profissional com experiéncia
em microscopia na rotina laboratorial.
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ABSTRACT

Urine analysis is the third most requested examination in clinical laboratories and
remains the best way to evaluate the functioning of urogenital system. Historically
considered the first laboratory test, urine analysis is characterized by being simple,
inexpensive and uses as sample na easily obtainable material, being high demand
still in the present day. In recente years, automation has been introduced in
Urinalysis, which has contributed to the increase in productivity and, above all, to the
quality of the released results, since it allows a greater standardization of the
procedures adopted. Objective: To present a brief bibliographical review about the
automated systems for urinalysis available in Brazil, comparing the diferente
methodologies used and seeking to portray the advantages and disadvantages of
each method. Methodology: Data search and classical literature on topic of
Automation in Urinalysis were carried out, as well as data collection in technical
specifications provided by the manufacturers of automated devices, in national and
international sites. Results: Technical specifications of five fully automated systems
for Urinalysis were organized in a tablet allow comparison between devices. They
were: Urisys® 2400 / UF-1000i (ROCHE-SYSMEX), IRICELL® 3000 (IRIS
DIAGNOSTICS), LabUMat® Il / UriSed® Il (ALERE), COBAS® 6500 (ROCHE) and
UN-3000® (SYSMEX). A number of published studies comparing automated systems
in several countries around the world have been described, exposing the advantages
and disadvantages listed by the authors of the research. Conclusion: Automated
systems increase productivity, improve the quality and safety of Urinalysis results,
although it does not dispense or replace the professional with microscopical
experience in laboratory routine.

Key-words: Urinalysis; Automation; Fully automated analyzer.
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1 INTRODUCAO

O exame parcial de urina representa o terceiro exame de rotina mais
solicitado nos laboratérios clinicos, precedido apenas pelos exames bioquimicos e
hematoldgicos de rotina (DELANGHE, 2014). Essa alta demanda nos laboratorios
atuais se deve ao fato da analise da urina ser capaz de fornecer, de forma simples e
rapida, informacgdes importantes sobre o funcionamento dos rins.

Apesar disso, € um exame pouco padronizado e que apresenta ampla
variabilidade entre analistas diferentes (BOTTINI, 2006). Ha décadas, a analise
microscopica do sedimento urinario é considerada padrédo ouro na Urinalise. No
entanto, a introdugéo de novas tecnologias e automagao tem aumentado a acuracia
e a produtividade desse procedimento (DELANGHE, 2014).

A automacao da etapa de microscopia do exame de urina auxilia na detecgao
de estruturas inesperadas e permite a padronizagéo da identificacédo e da contagem
dos elementos do sedimento urinario. Isso torna o exame de urina mais confiavel em
relacdo a quantificacdo de leucocitos e eritrocitos (MUNDT, 2012). Mas, ainda se
notam problemas na correta identificacdo de certos elementos urinarios, como
observado por Henneberg et al (2014) que mostrou que a aplicagao de aparelho de
automacao moderno nao foi capaz de apontar a presenca de eritrécitos dismorficos
em amostra de urina.

Dentro desse contexto, este trabalho pretende realizar uma analise das
principais metodologias para a realizacdo do exame de urina disponiveis no
mercado, a fim de avaliar e comparar seus desempenhos e estabelecer as

perspectivas no diagndstico de doencgas renais e do trato urinario.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do estudo sera apresentar uma analise dos sistemas
automatizados disponiveis no mercado para a realizagcdo do exame de urina e
compara-las entre si a fim de estabelecer os beneficios que cada um tem a oferecer

para o diagnéstico dos principais disturbios do sistema renal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Realizar revisdo da literatura para demonstrar a evolugdo dos sistemas
automatizados em Urinalise desde a sua introducao até os dias atuais;

o Listar as caracteristicas de cada sistema e as principais metodologias
disponiveis para analise de urina;

e Compilar os principais trabalhos publicados que comparam os resultados
obtidos utilizando diferentes sistemas automatizados;

e Apresentar os novos parametros em Urinalise introduzidos pela automacao e
seus beneficios;

o [Estabelecer as perspectivas na medicina diagnéstica com o emprego das
novas tecnologias em Urinalise;

e Correlacionar as informagbes obtidas com as experiéncias praticas dos

autores na area da Urinalise.



3 JUSTIFICATIVA

Apesar do uso da automacdo em Urinalise representar uma melhora em
termos de qualidade dos resultados emitidos, com reducgao significativa no tempo
necessario para sua execugao, a falta de padronizacéo e a escassez de informagao
técnica a respeito das novas tecnologias empregadas nos analisadores
automatizados ainda sao limitantes para sua utilizacdo. Esta pesquisa se propde a
ampliar o conhecimento sobre automacdo em Urinalise e torna-la mais consistente

na pratica laboratorial clinica.

4 MATERIAL E METODOS

Foram elaboradas tabelas contendo as informacdes técnicas detalhadas de
cada equipamento, bem como os resultados de controle de qualidade publicados por
pesquisadores de diversos paises. Foram compilados varios trabalhos publicados
que compararam os resultados obtidos em amostras de urina analisadas por
metodologias diferentes, possibilitando avaliar a confiabilidade das novas
tecnologias na Urinalise. Foram avaliadas as vantagens e desvantagens entre os
métodos automatizados e entre métodos automatizados e métodos manuais. O
material utilizado foi obtido por meio de consulta as bases de dados Medline
PubMed (US. National Library of Medicine National Institutes of Health, USA),
SciELO Brazil (Scientific Eletronic Library Online) e BIREME (Biblioteca Regional de
Medicina, Centro Latino-Americano e do Caribe de Informacédo em Ciéncias da
Saude) desde o inicio do uso da amostra de urina na medicina laboratorial até o
desenvolvimento dos sistemas automatizados mais modernos e suas aplicagbes na
pratica laboratorial, sem preferéncias de ano de publicagcédo, mas com prioridade
para autores e trabalhos de grande impacto cientifico, além da consulta a livros
consagrados e da troca de experiéncia entre as autoras que trabalharam em rotina

laboratorial na area da Urinalise.



5 REVISAO DA LITERATURA

5.1. BREVE HISTORICO

O exame de urina é uma das formas mais antigas de diagnéstico e sua
origem ocorreu paralelamente aos estudos em Urologia, e posteriormente, a
Nefrologia. As doencas do trato urinario sdo tao remotas quanto a prépria origem da
humanidade e a Urologia pode ser considerada como um dos primeiros ramos da
Medicina, que buscou entender os sinais e sintomas clinicos das doencas na
tentativa de buscar solugdes para as patologias (BARDALES, 2002).

O exame da urina foi o primeiro teste laboratorial documentado na histoéria da
Medicina. Seria um método ideal para o diagnéstico por se tratar de um fluido
instavel, ou seja, que sofre mudangas quando alguma doenca se instala e que
poderia ser analisado fisica e quimicamente. Essas caracteristicas fizeram da
Urinalise uma ferramenta util para o acompanhamento do paciente (KAMALEDEEN,
2015).

O QUADRO 1 mostra os principais acontecimentos que marcaram a histéria
da Urinalise ao longo dos séculos até o desenvolvimento das tecnologias aplicadas

para a identificacéo e quantificacdo dos elementos urinarios.

QUADRO 1 - PRINCIPAIS ACONTECIMENTOS RELACIONADOS A HISTORIA E AO
DESENVOLVIMENTO DA TECNOLOGIA APLICADA PARA ANALISE DOS ELEMENTOS DA
URINA.

(continua)

ANO ACONTECIMENTO

Antiguidade Primeiros relatos de casos de urolitiase e outras doencas do trato urinario em

papiros do Antigo Egito’".

400 a.C. Hipocrates escreveu sobre Uroscopia, considerado o primeiro relato racional das
observagées da urina na Grécia Antiga' 71!,

100 a.C. Escrituras antigas descrevem 20 categorias de urina baseadas nas caracteristicas
fisicas da urina e o primeiro relato da urina doce na india’.

200 d.C. Galeno descreveu o processo de formagado da urina e enriqueceu os conceitos de
fisiologia renal em Roma 1011,

Século VI

Theophilus Protospatharius publicou a obra De Urinus, utilizado por séculos como

um guia de Uroscopia’.




QUADRO 1

PRINCIPAIS ACONTECIMENTOS RELACIONADOS A HISTORIA E AO

DESENVOLVIMENTO DA TECNOLOGIA APLICADA PARA ANALISE DOS ELEMENTOS DA

URINA.
(continua)

ANO ACONTECIMENTO

Século X
980 - 1037 Aviccena aplicou as observagdes nas caracteristicas fisicas da urina para avaliar a
condigdo do paciente na Pérsia’.
Século XI
1040 -1136 Ismail Zayn al-Din Gorgani, instituiu a recomendacéo de coleta de urina de 24 horas
e fez outras observagdes sobre os cuidados anteriores a coleta da urina’.
Século Xl
1140 - 1224  Gilles de Corbeil publicou a obra De Urinis baseado na obra de Theophilus
Protospatharius, descrevendo ao longo dos 352 versos os 20 tipos de urina que
poderiam ser associados com diferentes condi¢gdes do organismo'%-11,
Século XVI

1506 Manuscritos da época mostram a importancia que era dada a analise visual da urina,
realizada na época com auxilio do Grafico Uroscépico ou a Roda Uroscépica’.

1590 Invencdo do primeiro microscépio pelos irm&os holandeses Francis e Zacharias
Janssens'.

Século XVII
Por volta de  Johann Baptista Van Helmont determinou a gravidade especifica na urina™.

1600

1630 Nicolas-Claude Fabri de Peirese observou a litiase em amostras de urina’.

1665 Robert Hooke descreveu os cristais da urina em sua obra Michographia’.

1694 Frederik Dekkers desenvolveu um teste bioquimico eficaz para detectar a presenca
de glicose através da fervura da urina®.

Século XVIII

1797 Carl Friedrich Gartner demonstrou interesse em desenvolver um teste simples de
urina que pudesse ser realizado a beira do leito®.

1797 William Cumberland Cruikshank foi o primeiro a demonstrar que havia uma
substancia que cristalizava na urina e que precipitava na presenga de acido nitrico,
posteriormente reconhecido como sendo as proteinas®.

Século XIX

1827 Dr Richard Bright publicou o primeiro volume de Medical Reports, que descreveu os
sintomas clinicos da sindrome nefrética, a nefrite aguda e nefrite cronica®.

1835 Pierre-Francgois Olive Rayer e Eugene N. Vigla introduziram o exame microscopico
da urina na pratica clinica’.

1836 George Owen Rees publicou On the analysis of the blood and urine in health and

disease, o primeiro livro com a andlise cientifica da urina’.




QUADRO 1

- PRINCIPAIS ACONTECIMENTOS RELACIONADOS A HISTORIA E AO

DESENVOLVIMENTO DA TECNOLOGIA APLICADA PARA ANALISE DOS ELEMENTOS DA

URINA.
(concluséo)

ANO ACONTECIMENTO

1839 Pierre-Frangois Olive Rayer publicou Traitré des maladies des reins, um atlas com
ilustracdes coloridas?.

1850 Jules Maumené criou a primeira tira teste para analise de glicose na urina'".

1878 Lionel Smith Beale publicou The microscope in Medicine, contendo todos os tipos de
cristais que poderiam ser encontrados na urina, incluindo ilustragdes, além dos
cilindros que foram descritos e interpretados’.

1880 Pavy desenvolveu peletes reagentes para detecgéo de glicose na urina®.

1883 George Oliver publicou On bedside urine testing, e produziu a primeira tira reagente
em papel de filiro impregnada com os reagentes necessarios para detectar glicose e
proteinas na urina®.

1900 Empresa quimica aleméd HELFENBERG AG disponibilizou o primeiro papel reagente
comercialmente no mercado™.

Século XX

1911 Thomas Addis instituiu método de contagem de elementos no sedimento da urina, a
contagem de Addis3.

1921 Fritz Feigl publicou o método de Spot analysis®.

1937 O mesmo Fritz Feigl publicou o0 método para deteccdo de proteinas utilizando
tetrabromofenolftaleina®1'.

1941 A tecnologia da tira reagente “Clinitest’ langada pela Ames Corporation para controle
da glicose na urina®.

Por voltade  Langado o Albustix®pela Ames Corporation, utilizando o método da tira reativa para

1950 detecgdo de microalbuminuria na urina®.

1964 Lancado o Combur-Test® pela Boehringer Mannheim, atualmente ROCHE

DIAGNOSTICS LTD com tecnologia da tira reativa de multiplos parametros para

analise de 10 parametros com leitura em 60 segundos’2.

FONTES: ' BARDALES (2002); 2 BERRY (2015); 3 BLAGG (2009);  DELLALIBERA-JOVILIANO
(2017); 5 FREE (1957); 8 HOPPE (2008); 7 KAMALEDEEN (2015); 8 MACKENZIE (1989); ® NEILD
(1996); 1© NOGUEIRA NETO (2017); 1" ROCHE (2010) (1); 2 ROCHE (2018) (1).

5.2.  METODO MANUAL DE ANALISE

O exame de rotina de urina deve contemplar:

a) Caracteristicas fisicas: cor e aspecto;




b) Caracteristicas quimicas: densidade, pH, proteinas, glicose, cetonas, sangue,

bilirrubina, nitrito, esterase leucocitaria e urobilinogénio;

c¢) Estruturas microscépicas no sedimento urinario (STRASINGER, 2014).

5.2.1. Avaliacéo fisica da urina

A observacdo das caracteristicas fisicas da urina fornece informacgdes
preliminares relativas a certos disturbios. A cor alterada pode ser o primeiro sinal de
disturbio no trato urinario e, o aspecto turvo se correlaciona diretamente com a
presenca de elementos urinarios que podem ou n&o ser patolégicos. De qualquer
forma, acrescentam pouca informacéao se isolados, sendo fundamental a associagéo
do exame fisico com 0s exames quimico e microscopico para se chegar a uma
concluséo no resultado laboratorial (STRASINGER, 2014; MUNDT, 2012).

5.2.2. Avaliacdo quimica da urina

O método das tiras reagentes consiste em uma tira de plastico com pequenas
almofadas absorventes impregnadas com substéncias quimicas. As areas reagentes
gquando em contato com a amostra de urina, sofrem reagcdes quimicas evidenciadas
pela mudanca na sua coloragdo de forma semi-quantitativa. A interpretacéo é feita
comparando-se a cor produzida com uma tabela fornecida pelo fabricante
(STRASINGER, 2014).

A metodologia manual consiste na imersao completa e rapida da tira reagente
na amostra homogeneizada, eliminando-se o excesso de urina e aguardando-se o
tempo recomendando pelo fabricante para que as reagdes ocorram (STRASINGER,
2014).

5.2.3. Avaliagdo microscopica da urina



Atualmente tém-se trés métodos para identificagdo e quantificacdo
microscopica dos elementos urinarios: Lamina e laminula (ABNT 15.268/2005),
Laminas plasticas KCell e Camara de Neubauer. Os trés métodos utilizam o método
de centrifugacdo com remoc¢do do sobrenadante como ferramenta para
concentragcdo dos elementos no sedimento urinario. Cada laboratério deve
padronizar a metodologia que sera utilizada, e normatizar velocidade e tempo de
centrifugagédo, assim como volume de amostra conforme o método escolhido
(MUNDT, 2012).

No entanto, o European Confederation of Laboratory Medicine (ECLM),
recomenda atencéo ao fato de que a etapa de centrifugagdo das amostras de urina,
apesar de ser uma ferramenta util para concentracédo dos elementos urinarios, é

também uma importante fonte de erros analiticos (EUG, 2000).

A microscopia 6tica comum de campo claro (MO) é a mais empregada nos
laboratorios clinicos, porém, existem outras opg¢des em casos especificos, como
microscopia com contraste de fase, luz polarizada, campo escuro, fluorescéncia e de
interferéncia (STRASINGER, 2014). No caso da MO, recomenda-se o uso de
diafragma ajustado para permitir passagem de pouca luz e gerar o contraste
adequado com uso continuo do botdo micrométrico, o qual permite a visualizagéo da
profundidade dos elementos e de materiais que estejam em plano focal diferente
(MUNDT, 2012). Para observacao de estruturas que podem estar presentes em
pequena quantidade, como cilindros e alguns cristais, recomenda-se visualizagao
em menor aumento (100x). Em seguida, altera-se para o maior aumento (400x) para

visualizacéo e quantificacdo dos demais elementos (MUNDT, 2012).

5.3. AUTOMACAO EM URINALISE

A automagdo pode ser definida como a aplicagdo de técnicas
computadorizadas ou mecanicas com o objetivo de tornar um processo mais
eficiente, maximizando a produ¢cdo com menor gasto de energia (aplicagdo de méo-
de-obra especializada em atividade de baixa geracdo de valor) e gerando maior
seguranca e confiabilidade no resultado obtido (CAMPANA, 2011).



Nas analises clinicas, a automacao apresenta-se como resultado de avangos
importantes na tecnologia que culminaram com o desenvolvimento de equipamentos
laboratoriais mecanizados interligados por meio de interface com equipamentos e
programas computadorizados como suporte. Seu uso ndo apenas aumenta a
produtividade nos laborat6rios clinicos, mas também reduz a exposi¢do ao risco
bioldgico, reduz custos operacionais, agiliza o processo de liberagao de resultados e
oferece melhora na performance dos procedimentos (NOGUEIRA NETO, 2017).

No passado, um unico exame de urina poderia levar cerca de duas horas para
ser realizado. Os métodos quimicos eram executados individualmente com
reagentes apropriados para cada pesquisa. Atualmente, a analise quimica
automatizada utilizando método de leitura por fotometria de reflectancia, ocorre em
cerca de um minuto sendo que, se realizada de forma manual, cada leitura da tira
reativa pode levar até dois minutos (NOGUEIRA NETO, 2017).

Os analisadores para Urindlise disponiveis no mercado podem ser
diferenciados em leitores de tiras, leitores semi-automaticos, analisadores
automaticos de sedimento urinario e analisadores de urina totalmente automaticos,
0S quais realizam tanto a analise quimica quanto a analise do sedimento urinario
(MUNDT, 2012).

Orgéos internacionais como o Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) e o European Confederation of Laboratory Medicine (ECLM), e também a
Associacéo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) recomendam o uso de sistemas
comerciais padronizados para contagem de elementos por unidade de volume, e
ndo mais contagem por campo microscopico. Além disso, recomendam como
alternativa ao método microscopico manual, a analise do sedimento urinario por
instrumento automatico ou semi-automatico, com o qual seria possivel obter melhor
reprodutibilidade quando comparado a microscopia manual realizada por diferentes
analistas (CLSI, 2001;ABNT, 2005; EUG, 2000).

5.3.1. Automacéo na analise quimica da urina

Desde o langamento da primeira tira reagente no mercado ocorreram
pequenos avangos com melhoria nas técnicas de impregnacéo da tira, indicador de

cor mais estavel e aperfeicoamento na graduacdo das cores indicadas, o que
9



contribuiu para a disseminacdo do seu uso nos laboratorios clinicos como
instrumento diagnéstico confiavel (ROCHE, 2010 (2)).

A tira reagente (FIGURA 1) consiste em um suporte plastico com pequenas
almofadas absorventes impregnadas com substéncias quimicas aderidas. Quando a
amostra de urina é colocada em contato com as almofadas, reagbes quimicas
acontecem e sao evidenciadas pela mudanga na sua coloragdo. O QUADRO 2
apresenta um resumo das reagdes quimicas envolvidas na pesquisa de cada

parametro quimico analisado na urina (STRASINGER, 2014).

FIGURA 1 — VISAO LATERAL DA TIRA REAGENTE DA MARCA COMBUR-TEST®

specific | pH leuko- | nitrite prntEinlummsE ketoneg urobili- | bili- | blood | compen-
gravity cyles nogen | rubin |satlnn pad

w
plastic diazonium salt absorbent iodate
carrier foil Impregnated mesh paper impregnated mesh

FONTE: ROCHE (2018 (2)).

QUADRO 2 - RESUMO DOS PRINCIPIOS DOS TESTES ENVOLVIDOS NAS ANALISES DE CADA
PARAMETRO QUIMICO DA URINA.

(continua)
PARAMETRO PRINCIPIO DO TESTE
Urobilinogénio Reagdo de Ehrlich em que o dimetilaminobenzaldeido reage com
urobilinogénio, com formagé&o de pigmento de cor rosa.
Glicose Reacdo enzimatica dupla sequiencial. A glicose oxidase catalisa a

formacao de &cido glutamico e perdxido de hidrogénio para a oxidacao
da glicose. A peroxidase catalisa a reagdo de perdxido de hidrogénio
com o cromogénio iodeto de potassio para oxidar o cromoégeno para
mudanca de cor de azul ao verde para marrom.

Corpos cetbnicos Desenvolvimento de alteragdes de cor entre amarelo-rosa para uma
leitura negativa para marrom quando o acido acetoacético reage com
nitroprussiato.

Bilirrubina Ligacdo da bilirrubina com dicloroanilinadiazotizado em meio acido

forte. As cores variam através de varios tons de rosa até violeta.
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QUADRO 2 - RESUMO DOS PRINCIPIOS DOS TESTES ENVOLVIDOS NAS ANALISES DE CADA
PARAMETRO QUIMICO DA URINA.

(concluséo)

PARAMETRO PRINCIPIO DO TESTE

Proteina Este teste é baseado na mudanga de cor pelo indicador azul de
tetrabromofenol na presencga de proteina. A reacéo positiva é indicada
pela mudancga de cor do amarelo/verde.

Nitrito Depende da converséo do nitrato (derivado da dieta) em nitrito pela
acéo de bactérias Gram negativas na urina. Com o pH &cido da area
reagente, o nitrito da urina reage com o acido parsanilico para formar
um composto de diazénio. O composto de diazénio se liga ao N-
naftiletilenodiaminadihidrocloreto e produz a cor rosa.

pH Principio do indicador duplo que da uma ampla variagdo de cores
cobrindo toda a faixa de pH da urina. A faixa de cores varia do laranja
ao amarelo e do verde ao azul.

Sangue/Hemoglobina Atividade da peroxidase ligada a hemoglobina, que catalisa a reag&o do
hidroperoxido orgénico e cromogeno. A cor resultante varia de amarelo
ao verde até azul escuro. O aparecimento de manchas verdes na area
reagente indica a presenca de eritrocitos intactos na urina.

Densidade Mudanga de pKa de certos polieletrolitos pré-tratados em relacéo a
concentracao idnica. Na presenga de um indicador, a coloragéo varia
de azul escuro na urina de concentracao ibnica baixa até verde e verde
amarelado em urinas de concentragao idnica aumentada.

Leucoécitos Desenvolvimento de cor variando do bege (leitura negativa) a rosa,
quando o Naftol AS-D cloroacetato, que esta ligado por uma ligagao
éster é liberado pela agdo hidrolitica da esterase e se acopla ao sal

diazbénio para formar um corante azo colorido.

FONTE: Adaptado de YD (2014); WAMA (2010).

Os leitores de tiras sdo encontrados em versdes que atendem desde
ambulatérios ou laboratérios pequenos, com capacidade para realizar entre 20 e 50
exames por dia; aparelhos semi-automaticos para laboratérios de médio porte, com
demanda entre 50 e 100 exames por dia; ou ainda aparelhos totalmente
automatizados para laboratérios com alto volume de amostras, acima de 100
exames por dia (ROCHE, 2018 (3)).

A leitura das tiras reagentes quando realizada visualmente pelo analista

apresenta problemas como dificuldade na diferenciagdo das cores entre individuos
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diferentes, influéncia da luz no ambiente de trabalho, possibilidade de declinio na
concentragédo dos elementos de cor quando se realiza andlise de varias amostras
simultaneamente e dificuldade em utilizar o tempo correto de reagéo para cada area
reagente. Tais situacbes levam a falhas na padronizacao da leitura. Dessa forma, a
automacao aprimorou essa analise por meio de uma maior padronizagdo das
medi¢des, maior rapidez nas leituras e da documentag¢ao dos resultados de maneira
confiavel (ROCHE, 2010 (1)). Rumley (2000) publicou um artigo que apresenta uma
comparacao da leitura da tira reagente visualmente e através do leitor de tiras
CLINITEK 50 da Bayer®. O trabalho mostrou discrepancias entre as leituras
realizadas pelos dois métodos e que, de fato, o leitor de tiras melhora a
reprodutibilidade mostrando que o fator subjetivo humano interfere nas leituras. Isso
foi verificado com resultados obtidos por operadores distintos, em que claramente
um deles realizava leituras tendendo para resultados mais elevados do que as do
aparelho, enquanto outro operador realizava leituras tendendo para resultados mais
baixos quando comparados ao aparelho. O autor ressalta a problematica que as
medi¢des erradas podem ocasionar na decisdo médica, especialmente no controle

de glicose e proteina na urina.

5.3.1.1. Fotometria por reflectancia

Os equipamentos com leitores de tiras empregam o método da fotometria por
reflectancia para efetuar as medi¢des de cor. A fotometria pode ser definida como a
medic¢ao da intensidade ou da quantidade de luz luminosa que atinge uma superficie
a partir de uma fonte luminosa. O uso do termo medicdo fotométrica foi definido
originalmente como o processo usado para medir a intensidade da luz,
independentemente do comprimento de onda. No entanto, a maioria dos
instrumentos modernos, isola uma faixa estreita do espectro de comprimentos de
onda para efetuar as medigbes. Aqueles que usam filtros para esse propdsito séo
chamados de fotdbmetros de filtro, enquanto aqueles que usam prismas ou grelhas
sdo chamados de espectrofotometros (BURTIS, C.A; BRUNS, D. E., 2016).

O termo “energia” se refere ao que foi transmitido por ondas eletromagnéticas
caracterizadas pela sua frequéncia e seu comprimento de onda, enquanto o termo

“luz” se refere a energia radiante do ultravioleta até as por¢des de luz visivel do
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espectro (290 a 750 nm), sendo que analiticamente o comprimento de onda
representa uma posig¢ao especifica no espectro, sendo < 380 nm regi&o ultravioleta,
entre 380 a 750 regido visivel e > 750 regiao infravermelho (BURTIS, C.A; BRUNS,
D. E., 2016).

Na fotometria por reflectancia, uma fonte de luz difusa é utilizada para
iluminar um campo de reagdo em um carreador e efetua-se a mensuragao da luz
refletida. Alternativamente, o carreador é iluminado e o campo de reacao gera uma
luz refletida difusa, a qual é medida. A intensidade da luz refletida do carreador de
reagentes &€ comparada a intensidade da luz refletida por uma superficie de
referéncia. Para fazer a conversido do valor medido de intensidade da luz refletida,
parametro n&o linear em relacdo a concentracao do analito, utiliza-se a equacao de
Kubelka-Munk ou a transformacéo de Clapper-Williams, que converte os dados a um
formato linear. A Equacdo de Kubelka-Munk consiste nas duas equagbes que

seguem:

F(R) = (1 - Ry)? (1)

F(R) = Funcao de Kubelka-Munk

R« = Reflectancia em cada comprimento de onda

R=1+F(R)- V2 FR)+ (F(R))?) @)

R = Reflectancia (linear)
F(R)x = Funcao de Kubelka-Munk

A primeira equacao converte o valor medido de reflectancia em uma funcao
F(R). Apés efetuar os célculos, utiliza-se a segunda equacgéo para retornar ao valor
de reflectancia, de forma linear em relagédo a concentragdo do analito. A fotometria
de reflectancia utiliza basicamente os mesmos componentes da fotometria de
absorbancia sendo usada como método de medigdo em sistemas automatizados de
quimica seca (BURTIS, C.A; BRUNS, D. E., 2016).

Nos sistemas automatizados para Urinalise utiliza-se como fonte de luz um

LED (light emitting diodes) com comprimentos de onda especificos e com tempo de
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medi¢do ajustados para que ocorra a reagdo quimica nos campos testes da tira
reagente. A FIGURA 2 mostra um esquema simplificado de um sistema para

medi¢ao da cor utilizando a fotometria por reflectancia.

FIGURA 2 — ESQUEMA DE MEDIGAO DA COR POR FOTOMETRIA DE REFLECTANCIA

Detector

—

Orange Green

Test strip

\ I
. .
. L
Ao
m

FONTE: ROCHE (2010 (1)).

O processamento do resultado de cada campo de reacédo da tira reagente
depende de outros componentes do sistema. O método de fotometria de reflectancia
permite obter com alta precisdo as minimas alteracdes de cor que podem surgir nos
campos de reacao. Como nao é possivel eliminar todas as interferéncias que podem
ocorrer nas reagdes quimicas utilizadas nos testes, existe uma zona de
compensagao na tira reagente que € medida e automaticamente calculada para
eliminar a coloragéo intrinseca da amostra de urina. O esquema a seguir (FIGURA
3) ilustra o processo de medicdo dos parametros quimicos da urina em um

analisador.

FIGURA 3 — ESQUEMA DA LEITURA DOS RESULTADOS DA TIRA REAGENTE

3 Detector 5 Microprocessor
&0 — O > — s
4 Analogue-digital converter
1LED l
6 Result

2 Test pad surface
| )

FONTE: ROCHE (2010 (1)).
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Uma fonte de LED (1) emite luz em um comprimento de onda especifico na
superficie do campo teste (2) em um angulo 6timo. A luz é refletida da superficie e
capturada pelo detector (3). O fototransistor envia um sinal elétrico analdgico para
um conversor A/D (4), que o converte em um sinal digital. Um microprocessador (5)
converte o sinal digital em um valor de reflectancia por meio da relagdo com um
calibrador padrao. Os valores de reflectancia sdo comparados com os intervalos de
medicao definidos (valores de reflectancia que sdo programados no analisador para
cada parametro). Sdo gerados os resultados semi-quantitativos (6), impressos ou
enviados através de interface para os computadores para emissdo de laudos
técnicos (ROCHE, 2018 (1)). Antes de cada medigéo, o sistema Optico € testado
para variagdes no brilho do LED e na sensibilidade do detector. Caso a tira néo
esteja na posicao correta, o resultado ndo é emitido e a analise precisara ser
repetida. O resultado da gravidade especifica € automaticamente corrigido se o valor
do pH estiver elevado (ROCHE, 2010 (1)).

5.3.2. Automacao na analise microscopica

Atualmente, os aparelhos automatizados para analise microscopica da urina
utilizam métodos por citometria de fluxo, imagem digital com reconhecimento de

particulas ou microscopia automatizada com imagem digital.

5.3.2.1. Citometria de fluxo

Citometria € a medida quantitativa de células ou de seus componentes. A
citometria de fluxo é um método quantitativo que aplica conceitos de optica e
hidrodinAmica para realizar medidas de células ou seus componentes (SOARES,
2012). Os citbmetros de fluxo sdo constituidos por trés sistemas acoplados em
sequéncia (hidrodindmico, Optico e de deteccdo) (FIGURA 4): O sistema
hidrodindmico é formado por dois condutos para fluidos em fluxo laminar, que se
unem dando origem a camara de fluxo. O fluido da amostra é injetado em um
caminho central de fluxo laminar, e é envolvido pelo fluido de revestimento. Como o
fluido de revestimento é injetado a uma velocidade maior que a da amostra, pelo

principio de Bernoulli, cria-se um caminho central de baixa pressao onde as células
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tendem a se manter, e com um ajuste nas velocidades dos fluidos e um
estreitamento no caminho do fluxo, é possivel atingir uma condicdo em que somente
uma célula passe de cada vez através do ponto onde esta posicionado um feixe de
luz direcionado (SOARES, 2012). O sistema Optico utiliza uma fonte de laser
proporcionando uma grande quantidade de luz monocromatica em cada célula que
passa através do citdmetro de fluxo. Entre a fonte do laser e a camara de fluxo é
colocada uma lente convergente, que foca o laser em um ponto exato da camara.
Logo apds a camara, em linha reta, € posicionado um bloco pequeno para bloquear
o feixe de laser e atras desse bloco, um detector com uma area maior (detector de
luz frontal). Este detector avalia principalmente o tamanho da célula. A 90° do feixe
de laser, lateral a camara, € posicionada uma lente convergente que direciona a luz
desviada lateralmente ap6s exposi¢ao da célula para o restante do sistema 6ptico.
Filtros dicroicos colocados em sequéncia selecionam faixas de comprimento de
onda a serem divididas para os diversos detectores especificos (SOARES, 2012). O
sistema de deteccdo apresenta fotomultiplicadores para detectar os foétons
provenientes do sistema Optico, convertendo-os em uma corrente elétrica
amplificada e proporcional ao numero de fétons incidentes no detector. O principio
utilizado é o do fendmeno fotoelétrico e da emissdo secundaria de elétrons. Essa
corrente elétrica é processada pelo sistema eletrénico do aparelho e convertida em

um sinal digital que é processado pelo sistema computadorizado (SOARES, 2012).

FIGURA 4 - REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DE UM CITOMETRO DE FLUXO SIMPLES.

Sistema computadorizado

Siztema hidrodindmico Sistema optico

-

f.
<, s
/:" Sistema de detecgio

Lazer

FONTE: Adaptado de INVITROGEN (2017).
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A citometria de fluxo, método ja amplamente utilizado nas analises
hematoldgicas, foi introduzido na Urinalise na década de 90, com o langamento pela
fabricante Sysmex® da linha UF de analisadores urinarios. Em 1995, a empresa
colocou no mercado o modelo UF-100®, seguido pelo UF-50® em 1997, e finalmente
em 2006 o aparelho UF-1000/° SYSMEX (FIGURA 5) (HENNEBERG, 2014).

FIGURA 5 — ANALISADOR UF-1000/° SYSMEX

RRRRRE ). e

FONTE: SYSMEX (2015).

A urina € um material biolégico composto por elementos muito heterogéneos,
sendo que o seu sedimento n&o é constituido apenas por células, mas também por
cristais, cilindros, bactérias, fungos e parasitas, além de outros elementos artefatuais
que podem estar presentes. Esses elementos apresentam uma variedade muito
grande de formas, tamanhos e caracteristicas e, por esta razdo, os analisadores
urinarios por citometria de fluxo utilizam um conjunto de medi¢gbées que realizam a
separacao e a diferenciagédo dos elementos (HENNEBERG, 2014).

O conceito do equipamento UF-1000f2 SYSMEX é de um analisador
totalmente automatizado, capaz de realizar analise dos elementos que compde o
sedimento urinario utilizando como metodologia a citometria de fluxo com
fluorescéncia. As medidas de fluorescéncia correspondem as estruturas internas dos
elementos formados. O DNA e as membranas dos elementos formados na urina sao
marcados seletivamente com fenantridina para acidos nucléicos e carbocianina para

membranas celulares.
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O principio de funcionamento do UF-1000/° consiste na entrada da amostra
de urina, um fluido com células (e outros elementos) em suspenséo, no sistema do
analisador juntamente com o fluido de arraste (fluido sheath), um liquido condutor de
eletricidade, que arrasta todos os elementos urinarios sendo forcados a passar
individualmente por uma cédmara de contagem (FIGURA 6). As células conduzem
mal a eletricidade e, por isso, ao passarem pelos sensores de condutividade da
camara de contagem, modificam a diferenca de potencial destes, gerando um sinal
proporcional ao seu tamanho. Em seguida, os elementos sédo direcionados a uma
fonte de laser, geralmente de argbnio, que incide sobre os elementos
individualmente. Esse laser excita os compostos de carbocianina aderidos as
membranas celulares e emitem uma fluorescéncia esverdeada, enquanto os
compostos de fenantridina aderidos ao DNA emitem fluorescéncia alaranjada.
Paralelamente a captagédo da luz fluorescente emitida pelos elementos celulares,
ocorre o desvio ou dispersdo do laser em varias diregdes. O sinal dptico é detectado
e interpretado pelo sistema computadorizado, com geragao de graficos de dispersao
(dispersogramas) e histogramas (HENNEBERG, 2014). Dessa forma, os elementos
urinarios sao analisados e classificados, levando-se em consideracdo o volume
(impedéancia), o tamanho (dispersdo de luz) e as caracteristicas tintoriais
(fluorescéncia) nucleares e citoplasmaticas (BOTTINI, 2006; MUNDT, 2012).

FIGURA 6 — DIAGRAMA DO PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO DO ANALISADOR POR
CITOMETRIA DE FLUXO COM FLUORESCENCIA.

\

i Histograma
Fluido sheath l Fluide sheath g

Fluido com células em suspensdo

' Andlise
: ; i | sinal éptico Luz Telzs
Laser — B e fluorescente I—— »
B Luz dispersa

Dispersograma

FONTE: Adaptado de UCL (2016).
18



Para a correta interpretacado dos graficos de disperséo e histogramas gerados
pelo UF-1000#% ¢ importante entender como sdo formados. A FIGURA 7
esquematiza os histogramas obtidos para cada célula que passa pelo citbmetro de
fluxo. Através do tratamento das informagdes detectadas pelo aparelho em relagado a
luz dispersa frontal (FSC) e intensidade da luz fluorescente (FI) & possivel distinguir
os elementos. No eixo vertical verifica-se o tempo (representativo do tamanho) do

sinal e no eixo horizontal, a intensidade do sinal.

FIGURA 7 — EXEMPLOS DE HISTOGRAMAS DE INTERPRETACAO DA LUZ DISPERSA
FRONTAL, LUZ FLUORESCENTE LATERAL E LUZ DISPERSA LATERAL OBTIDOS POR
CITOMETRIA DE FLUXO COM FLUORESCENCIA.

Luz dispersa frontal Luz fluorescente lateral  Luz dispersa lateral
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FONTE: Adaptado de UCL (2016).

A FIGURA 8 demonstra de forma esquematica novamente a interpretagéo dos
graficos, considerando-se a altura e a largura do pulso de fluorescéncia, da
disperséo frontal de luz e do sinal de impedancia na identificagdo dos elementos
urinarios.
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FIGURA 8 — DIAGRAMA DE INTERPRETAGAO DOS GRAFICOS DE SINAL DE FLUORESCENCIA,
SINAL DE LUZ DISPERSA FRONTAL E SINAL DE IMPEDANCIA PARA IDENTIFICACAO DE
ELEMENTOS URINARIOS POR CITOMETRIA DE FLUXO.
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FONTE: HAUSER (2018).

Ao plotar os dados obtidos com os sinais de fluorescéncia versus os sinais de
dispersao frontal obtém-se o dispersograma FSC/FI, onde & possivel identificar os
elementos através das caracteristicas dos sinais emitidos. As hemacias, leucécitos e
bactérias (FIGURA 9) podem ser classificados conforme a altura da disperséo frontal

e fluorescéncia.
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FIGURA 9 — DISPERSOGRAMA FSC/FI CARACTERIZANDO A DISTRIBUIGAO PARA HEMACIAS,
LEUCOCITOS E BACTERIAS POR CITOMETRIA DE FLUXO.
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FONTE: HAUSER (2018).

Fl2

Ja as células epiteliais, cilindros sem inclusao e cilindros patolégicos (com

inclusdes) sao classificados conforme a largura da disperséo frontal e fluorescéncia,

levando-se em consideragdo as inclusdes, demonstrado no dispersograma de

Largura do pulso de fluorescéncia (Flw)/Largura do pulso de dispersao frontal de luz

(Fscw), conforme FIGURA 10.

Outros dispersogramas podem ser analisados para diferenciacédo de

hemacias com alteragdes de forma e tamanho e outros elementos urinarios.
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FIGURA 10 — DISPERSOGRAMA FLW/FSCW CARACTERIZANDO A PRESENGA DE CELULAS
EPITELIAIS, CILINDROS SEM INCLUSOES E CILINDROS PATOLOGICOS (COM INCLUSQES).

Flw
&lul iteliai

Larga Ceua‘te ais

g Flw

10

h M

=

g Inclusoes largas

; Fscw

© 4 N\

'u >

g Inclusdes curtas ' . S

e ’lanas Largas Sem inclusées

ﬂ Feew

Largas

Ciika Cilindros (sem inclusdes)

FONTE: HAUSER (2018).

5.3.2.2.  Imagem digital com reconhecimento de particulas

O equipamento iQ®200 fabricado pela Iris Diagnostics Division International
Inc.utiliza microscopia automatizada com reconhecimento de particulas. Para analise
completa de amostras de urina, o0 iQ®200 precisa ser acoplado ao aparelho AUTION
MAX® (FIGURA 11), que realiza a analise quimica da urina (MUNDT, 2012).

FIGURA 11 — ANALISADOR IQ®200 (AO CENTRO) ACOPLADO AO APARELHO AUTION MAX® (A
DIREITA).
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Mais recentemente foi lancado o aparelho da linha iRICELL®, com dois
modulos acoplados, iChem VELOCITY®, para analise quimica e o iQ®200 ELITE
para analise microscépica (FIGURA 12) (BECKMAN COULTER, 2017).

FIGURA 12 — ANALISADOR DA SERIE IRICELL®, COM O MODULO 1Q®200 ELITE (A ESQUERDA)
E O MODULO ICHEM VELOCITY® (A DIREITA).
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FONTE: BECKMAN COULTER (2017).

O principio de funcionamento do iQ®200 utiliza a tecnologia patenteada da
Morfologia de Fluxo Digital (DFM), a qual isola, identifica e caracteriza as particulas
na tela. O sistema utiliza a microscopia de imagem de fluxo, que por meio de uma
camera digital de alta definicdo captura individualmente imagens de cada particula
em uma amostra e através de um programa de inteligéncia artificial para
reconhecimento de particulas acoplado faz a identificagdo dos elementos. A
FIGURA 13 ilustra o esquema de funcionamento do IRICELL (BECKMAN
COULTER, 2014)
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FIGURA 13 — ESQUEMA DE FUNCIONAMENTO DO APARELHO 1Q®200.
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FONTE: BECKMAN COULTER (2017).

A amostra de urina (ndo centrifugada) € aspirada e colocada em um sistema
que gera uma camada unica em fluxo laminar que se desloca ao longo da lente
objetiva do microscopio do aparelho. Uma camera digital, iluminada por uma luz
estroboscopica, captura 500 frames ou quadros por amostra. A FIGURA 14 mostra
um exemplo de imagem fornecida pelo aparelho 1Q®200. Em seguida, o programa
Auto-Particle Recognition® analisa as imagens de cada quadro e identifica os
elementos individualmente comparando tamanho, forma, contraste e textura. Sao
identificadas as seguintes estruturas: eritrocitos, leucocitos, bactérias, cilindros
hialinos, cilindros patoldgicos, cristais, células epiteliais escamosas, células epiteliais
ndo escamosas, leveduras, espermatozdides e muco. O fabricante recomenda a
avaliagéo das imagens digitais por um técnico experiente, correlacionando com os
achados quimicos e fisicos da amostra, antes da liberagéo dos resultados (MUNDT,
2012).
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FIGURA 14 — CAPTURA DE TELA MOSTRANDO EXEMPLO DE IMAGENS FORNECIDAS PELO
APARELHO 1Q®200.
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FONTE: BENOVSKA (2015).

5.3.2.3. Microscopia automatizada com imagem digital

Esta nova tecnologia para analise de sedimento urinario foi recentemente
introduzida e pode ser comparada com a microscopia convencional. O equipamento
UriSed®Il fabricado pela empresa 77 Elektronika da Hungria, e distribuido no Brasil
pela empresa Alere™, e o equipamento Cobas® 6500 fabricado e distribuido no
Brasil pela empresa ROCHE, ambos utilizam essa mesma tecnologia.

Neste tipo de aparelho uma camada unica de sedimento urinario € formada
por centrifugacdo em uma cubeta especial. O sedimento € analisado por
microscopia em campo claro e uma camera digital € utilizada para capturar as
imagens. Em seguida, as particulas sdo categorizadas, baseado no tamanho e
forma, usando um software processador de imagens (BLOCK; LIESKE, 2012).

O equipamento totalmente automatizado distribuido pela Alere™ no Brasil é
composto pelo modulo da LabUMat®ll, que realiza a andlise quimica com tira

reagente, acoplado ao UriSed®Il para andlise do sedimento urinario (FIGURA 15).
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FIGURA 15 — ANALISADOR URISED®II (AO CENTRO) ACOPLADO AO APARELHO LABUMAT®Il (A
DIREITA)

FONTE: ALERE (2017).

O UriSed®l realiza o preparo da amostra, depositando uma pequena aliquota
de 200 uL de urina homogeneizada na cubeta e submetendo a centrifugagcéo a 2000
rom por 10 segundos. Em seguida, a cubeta é posicionada na area de microscopia
onde sao capturadas de 5 a 20 campos (previamente programado pelo operador) de
cada amostra e utiliza o chamado AIEM (Auto Image Evaluation Module ou Mddulo
automatico de avaliagdo de imagem), um software processador de imagens de alta
qualidade. Com isso, € capaz de reconhecer os seguintes parametros: eritrécitos,
leucocitos, cilindros hialinos, cilindros patologicos, células epiteliais escamosas,
células epiteliais ndo escamosas, bactérias, leveduras, cristais (oxalato de calcio
monohidratado, oxalato de calcio diidratado, acido urico, fosfato triplo), muco e
espermatozoides. Outras subclasses podem ser adicionadas manualmente pelo
operador apés analise das imagens digitais (URISED, 2014).

O equipamento Cobas® 6500 (FIGURA 16) é formado pelo médulo 601, que
realiza a analise fisico-quimica da urina e, pelo médulo 701, que realiza a analise do
sedimento urinario. Neste modulo, ocorre a homogeneizacao e pipetagem de uma
pequena aliquota da amostra em cubetas especiais ou cuvetes (FIGURA 17). Em
seguida, é feita a centrifugacdo automatizada (2000 rpm por 10 segundos) formando
a camada unica de sedimento urinario (FIGURA 17). A cuvete é entdo movida até a
estacdo de microscopia onde uma camera digital captura 15 imagens de cada
amostra (FIGURA 18). As imagens sao analisadas por um software processador de
imagens, que faz a distincao de 11 parametros, sendo eles: eritrécitos, leucocitos,
células epiteliais escamosas, células epiteliais ndo escamosas, leveduras, cristais,

bactérias, cilindros hialinos, cilindros patoldgicos, espermatozdides e muco. A
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FIGURA 19 mostra a captura da tela de trabalho do aparelho. E a FIGURA 20
mostra um exemplo de imagem obtida pelo aparelho Cobas® 6500, com a
identificacdo dos elementos de acordo com o sistema de reconhecimento de
particulas. Em caso de discordancia do analista, € possivel editar a identificacdo dos
elementos. O sistema de microscopia automatizada fornece quantificagéo de alguns
parametros, semi-quantificacdo ou classificacdo qualitativa de particulas, sendo
possivel a reclassificagdo manual pelo operador em caso de discordancia (ROCHE,
2017).

FIGURA 16 - ANALISADOR AUTOMATIZADO COBAS® 6500. COMPOSTO PELO MODULO 601 (A
DIREITA) E MODULO 701 (A ESQUERDA).

FONTE: ROCHE (2017).

FIGURA 17 — CUVETE ESPECIAL DO COBAS® 6500 (A ESQUERDA) E ILUSTRAGAO DE CORTE
LATERAL DA CUVETE MOSTRANDO A DISPOSIGAO DOS ELEMENTOS URINARIOS ANTES E
APOS A CENTRIFUGAGCAO (A DIREITA).

= = e 1
hes .:-- .—.—- -—‘.T- ¢ X

Cuvete antes da centrifugagao

|-'_ e s =
e
Cuvete apos a centrifugagdao

FONTE: ROCHE (2013); Adaptado de UCL (2016).
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FIGURA 18 — ESQUEMA MOSTRA A CAPTURA DAS IMAGENS DA CUVETE.

18 1S 6

FONTE: Adaptado de UCL (2016).

FIGURA 19 — CAPTURA DE TELA DO COBAS 6500, MOSTRANDO APRESENTAGAO DAS
IMAGENS DOS RESUTADOS.
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FONTE: ROCHE (2013).
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FIGURA 20 — EXEMPLO DE IMAGEM CAPTURADA PELO APARELHO COBAS 6500 MOSTRA
LEUCOCITOS (WBC) E ERITROCITOS (RBC) IDENTIFICADOS.

FONTE: UCL (2016).

5.3.2.4. Sistema Modular Misto

A linha de equipamentos langada em 2017 pela empresa Sysmex® Série-UN
poderia ser enquadrada como um sistema modular misto. O sistema modular UN-
3000 (FIGURA 21) é composto por trés modulos distintos, sendo eles: o UC-3500™
que realiza a analise quimica da urina, utiliza nova tecnologia de fotometria com
sensor inteligente de cor CMOS (semi-condutor de 6xido de metal complementar)
que digitaliza cada tira reagente para distinguir com mais facilidade a coloragcéo das
almofadas de reacéo pelo método de fotometria de reflecténcia e refratometria; o
UF-5000™ que realiza andlise de particulas na urina utilizando tecnologia de
citometria de fluxo fluorescente, permitindo avaliagdo das propriedades fisiol6gicas e
quimicas das células e particulas da urina; e o UD-10™, dispositivo de imagem
digital das particulas da urina, utiliza uma cédmera acoplada de alta definicdo que

reconhece e classifica as particulas pela diferenca de tamanho, além de armazenar
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de 40 a 80 imagens por amostra de urina para revisdao pelo analista (SYSMEX,
2017).

FIGURA 21 — SISTEMA MODULAR SYSMEX SERIE UN-3000. COMPOSTO PELO UC-3500™ (A
DIREITA), UF-5000™ (AO CENTRO) E UD-10™ (A ESQUERDA).

Solucao Modular
e UN-3000

L §

| —
—.-

5.4. NOVOS PARAMETROS EM URINALISE

FONTE: SYSMEX (2017).

5.4.1. Relacao albumina/creatinina e proteina/creatinina

Uma novidade trazida pelo analisador UN-3000 (FIGURA 21) é a inclusao de
dois novos parametros quimicos no moédulo UC-3500, além dos parametros
quimicos padrdo, que séao: relacdo albumina/creatinina e proteina/creatinina,
importante na triagem de um possivel disturbio renal, de acordo com informagdes do
fabricante (SYSMEX, 2017).

O mddulo UC-3500 permite o uso de dois tipos diferentes de tiras reativas. A
primeira denominada MEDITAPE UC-9A realiza 9 parédmetros (Urobilinogénio,
Hemoglobina, Proteina, Glicose, Cetonas, Bilirrubina, Nitrito, Esterase leucocitaria,
pH). E, a segunda, MEDITAPE UC-11A realiza os mesmos 9 parametros e mais
Creatinina e Albumina (SYSMEX, 2017).

Gragas a tecnologia do sensor semicondutor de 6xido de metal complementar
(CMOQOS) é possivel realizar a leitura direta para quantificagédo da microalbuminuria e

da creatinina na urina utilizando o método da tira reativa (SYSMEX, 2017).
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Estes parametros tém sido defendidos como possiveis substitutos as
dosagens de proteina e microalbuminuria em amostras de urina de 24 horas. Este
tipo de coleta apresenta uma série de dificuldades, destacando-se aquelas
relacionadas a coleta adequada da amostra e ao manuseio desse material no
laboratério clinico (SOLORZANO, 2012).

O método convencional de quantificagdo de proteinuria em amostras de urina
de 24 horas é considerado o padrao-ouro para o diagnostico e prognéstico das
doengas renais, constituindo um verdadeiro marcador, principalmente devido a
grande variagdo na concentracdo de proteina urinaria ao longo do dia, o que
impossibilita sua avaliagdo em amostras isoladas (SOLORZANO, 2012).

No entanto, a coleta isolada da amostra de urina para as determinagbes das
relacbes albumina/creatinina e proteina/creatinina apresenta vantagens,
principalmente no que se refere a facilidade da obtengdo da amostra ideal, preciséo,
rapidez no diagnostico e grande aplicabilidade em subgrupos especificos de
pacientes que apresentam maior dificuldade na coleta de urina de 24 horas, como
criangas, idosos, pacientes com algum tipo de retardo mental, e ainda aqueles com

problemas psiquiatricos ou com disfungdo motora (SOLORZANO, 2012).

5.4.2. Microscopia digital com contraste de fase

Recentemente lancado pela empresa 77 Elektronika da Hungria, ainda
indisponivel no Brasil, o Urised®3 PRO (FIGURA 22), traz como proposta a analise
do sedimento urinario incorporando a microscopia com contraste de fase na

avaliacao dos elementos urinarios.
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FIGURA 22 — ANALISADOR URISED®3 PRO (AO CENTRO) ACOPLADO AO APARELHO
LABUMAT®2 (A DIREITA)

LIRISE PROx ABUMAT Z =

FONTE: 77 ELEKTRONIKA (2018).

A empresa prevé um incremento na performance do aparelho com
visualizagdo e capacidade de reconhecimento melhorados em relacdo ao uso
isolado da microscopia em campo claro, principalmente para aqueles elementos que
ndo seriam facilmente detectados, tais como cilindros e hemacias fantasma. A
FIGURA 23 mostra um exemplo de imagem por campo claro, com contraste de fase

e uma imagem composta gerada pelo Urised®3 PRO.

FIGURA 23 — IMAGEM DE ELEMENTOS URINARIOS POR MICROSCOPIA EM CAMPO CLARO (A
ESQUERDA), EM CONTRASTE DE FASE (AO CENTRO) E IMAGEM COMPOSTA GERADA PELO
APARELHO URISED® 3 PRO.
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FONTE: 77 ELEKTRONIKA (2018).

5.5. COMPARAGCAO ENTRE METODOLOGIAS MANUAL E AUTOMATIZADAS
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Henneberg et al. (2014) publicaram uma comparagéo entre os resultados
obtidos com o aparelho iQ®200 da IRIS e os métodos manuais utilizando Camara de
Neubauer e Camara KCell®. Os resultados mostraram que ha boa correlagéo entre
as duas metodologias manuais para contagem de eritrécitos (R=0,868) e leucocitos
(R=0,932). Na comparagao entre as contagens de eritrocitos obtidas com a Cémara
KCell® e o aparelho iQ®200 a correlagdo entre as metodologias foi boa (R=0,888)
com contagens maiores obtidas com o uso da automacado. Ja para a contagem de
leucécitos, a correlagdo entre Camara KCell® e o aparelho iQ®200 foi moderada
(R=0,693) e com contagens maiores com o uso da automagéo. Em relagdo ao uso
da Camara de Neubauer, os resultados obtidos mostraram boa correlagdo em
relagdo a contagem pelo aparelho iQ®200 para eritrocitos (R=0,757) e para
leucécitos (R=0,778). A comparacao entre as duas metodologias manuais mostrou-
se equivalente tanto para a contagem de eritrécitos (R=0,868) e de leucdcitos
(R=0,932). Henneberg et al (2014) destacam que outros estudos semelhantes
apontaram diferengas para mais ou para menos nestas contagens, o que se explica
pelo fato de o aparelho automatizado n&o ser capaz de distinguir corretamente os
elementos urinarios na presenca de numero elevado de particulas (leveduras,
cristais, células degeneradas ou agrupadas e muco). Em relacdo ao qualitativo, o
equipamento apresenta limitacdes para diferenciar eritrocitos isomorficos e
dismoérficos, assim como cilindros com ou sem inclusdes, que foram relatados como
“‘elementos nao classificados”, tendo sido necessaria a intervencao do analista para
a correta interpretacéo do resultado.

Ebubekir Bakan et al. (2016) um artigo comparando os resultados obtidos
pelo aparelno COBAS® 6500 da ROCHE, o iQ®200 da IRIS e o método manual para
analise microscoépica da urina. Os aparelhos automatizados apresentaram boa
correlacdo para contagem de leucécitos em relagcdo ao método manual (R=0,82
(COBAS® 6500) e R=0,81 (iQ®200), moderada para eritrocitos (R=0,59 (COBAS®
6500) e R=0,65 (iQ®200), moderada para células epiteliais escamosas (R=0,73
(COBAS®6500) e R=0,70 (iQ®200), mas ndo apresentou boa correlagdo para cristais
(R=0,67 (COBAS® 6500) e R=0,37 (iQ®200) e ndo houve correlagdo para células
epiteliais ndo-escamosas (R=0,43 (COBAS® 6500) e R=0,14 (iQ®200). A correlagéo
entre o médulo 601 do COBAS® 6500 e o mddulo iChemVelocity da IRIS foi positiva

para o pH (R=0,77) e gravidade especifica (R=0,92) e teve boa concordancia para
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os demais paréametros, com excec¢ao do urobilinogénio (R=0,44) e cetonas (R=0,58).
O resultado da microscopia automatizada demonstrou ser compativel com a leitura
da tira teste (R=0,74 e R=0,65 para contagem de leucécitos e eritrécitos pelo
COBAS®6500, respectivamente; e R=0,74 e R=0,76 para contagem de leucdcitos e
eritrocitos pelo iQ®200, respectivamente). Os resultados obtidos com a microscopia
automatizada pelo COBAS® 6500 apresentou muito boa compatibilidade em relagéo
ao método manual para contagem de leucocitos, enquanto o iQ®200 apresentou boa
compatibilidade em relagdo ao método manual para contagem de eritrocitos. Os
autores mencionam a dificuldade em padronizar o método manual, especialmente
porque nao dispunham de camaras de contagem para a realizagao deste trabalho,
tendo usado método de contagem com lamina e laminula, além de n&o terem
incluido mais amostras patoloégicas no estudo. Concluem que os desempenhos de
ambos os aparelhos sédo similares e os resultados de microscopia obtidos com o
COBAS® 6500 tiveram boa correlagdo com o método manual. No entanto,
permanecem inadequados para a determinacéo e classificacdo de alguns elementos
do sedimento urinario como células, cilindros e cristais presentes em amostras de
urina anormais ou patoldgicas.

Fatma Demet Ince et al. (2016) compararam os resultados obtidos pelo
aparelho automatizado iQ®200 (IRIS), FUS-200 (DIRUI) e o método manual de
contagem. O aparelho FUS-200 utiliza como principio de funcionamento o fluxo
celular com imagem digital acoplado a um sistema de identificagdo com tecnologia
de inteligéncia artificial, um sistema similar ao iQ®200, ja descrito anteriormente.
Neste estudo os autores classificaram os elementos celulares de acordo com o limite
de deciséo clinica e ndo as contagens numéricas em si. Os autores utilizaram o
coeficiente kappa de Cohen para avaliar a concordancia entre os métodos, com a
seguinte graduacéao: 0-0,21 (muito ruim), 0,21-0,40 (ruim), 0,40-0,60 (moderado),
0,61-0,80 (bom) e 0,81-1,00 (muito bom). Para os resultados clinicamente positivos,
a concordancia entre o método manual e os dois métodos automatizados foi bom
para eritrocitos (coeficiente kappa de Cohen 0,68 (FUS-200 vs método manual) e
0,77 (iQ®200 vs método manual), leucocitos (coeficiente kappa de Cohen 0,65 (FUS-
200 vs método manual) e 0,73 (iIQ®200 vs método manual). A concordancia entre os
métodos foi considerada moderada para células epiteliais (coeficiente kappa de
Cohen 0,59 (FUS-200 vs método manual) e 0,50 (iQ®200 vs método manual),
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bactérias (coeficiente kappa de Cohen 0,47 (FUS-200 vs método manual) e 0,52
(iIQ®200 vs método manual) e cristais (coeficiente kappa de Cohen 0,54 (FUS-200 vs
método manual) e 0,57 (iQ®200 vs método manual). A concordancia entre o método
manual e os métodos automatizados foi muito ruim para leveduras (coeficiente
kappa de Cohen 0,17 (FUS-200 vs método manual) e 0,19 (iQ®200 vs método
manual). Ndo houve concordancia entre os métodos para cilindros (coeficiente
kappa de Cohen 0,13 (FUS-200 vs método manual) e 0,10 (iQ®200 vs método
manual). A concordancia entre os dois aparelhos foi melhor do que entre aparelhos
e método manual para todos os tipos de células.

Fatma Demet Ince et al (2016) também trazem uma reflexdo a respeito das
diferencas nas contagens de células pelo método manual e os métodos
automatizados. No método manual, varias etapas como a centrifugacao, decantagao
e ressuspensdo podem provocar a lise celular e, consequentemente, a perda de
células nas contagens. O aparelho iQ®200 examina a urina sem centrifugacao,
mostrando um desempenho melhor do que o de outros aparelhos, com contagens
ligeiramente mais altas para leucécitos, hemacias e células epiteliais. Este resultado,
no entanto, ndo ocorre em todos os estudos publicados, sendo que neste estudo as
contagens para células realizadas pelo iQ®200 foram menores que pelo método
manual.

Ince et al (2016) cita outros estudos como o realizado por Budak et al., que
observou que a contagem para leucocitos realizadas pelos analisadores
automatizados seriam maiores que as contagens manuais. Isso porque, as
particulas sofreriam uma ressuspensao automatica devido a injecao de ar em cada
amostra antes de serem testadas. Isso seria capaz de dissociar agrupamentos de
células, resultando em contagens de células mais altas do que as contagens por
método manual. Akgun et al, mencionam em seu trabalho que as contagens
realizadas pelo iQ®200 para leucdcitos e eritrocitos sdo melhores que as contagens
manuais, porém, a contagem para células epiteliais n&o seria tdo boa. Isso porque o
iQ®200 nao seria capaz de identificar e contar células deformadas. De maneira
analoga, outros aparelhos que utilizam a tecnologia da fotografia digital ndo seriam
capazes de contar leucdcitos danificados, mas contariam células distorcidas ou
danificadas como artefatos. Shayanfar et al. demonstraram que contagens mais

baixas de eritrécitos ocorrem na presenca de eritrcitos anormais como fantasmas
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ou dismoérficos, devido a incapacidade dos aparelhos em reconhecer esses
elementos. Por outro lado, em alguns casos, contagens erroneamente mais altas de
eritrocitos podem ocorrer na presenca de leveduras, o que também foi constatado
por Wah et al. Em relacdo a analise de bactérias, a maioria dos analisadores
automatizados apresenta dificuldade para identificar e quantificar corretamente
bactérias. Chein et al. encontrou bactéria em muitas amostras quando comparado a
analise do iQ®200, especialmente para as formas de cocos pequenos.

Wesarachkitti et al. (2016) compararam os resultados obtidos com o aparelho
automatizado UX-2000® (Sysmex) e o COBAS® 6500 (ROCHE) e compararam o
tempo consumido para analise pelos dois aparelhos. Para a analise microscépica, o
UX-2000 utiliza citometria de fluxo e o COBAS 6500 utiliza imagem digital, enquanto
que para a analise quimica, ambos os equipamentos utilizam a mesma metodologia,
com uma pequena diferenca para medicdo de gravidade especifica pelo aparelho
UX-2000®, que utiliza a refratometria com compensac&o automatica para glicose e
proteinas. Apesar desta diferenca, a gravidade especifica medida pelos dois
aparelhos apresentou excelente correlagédo (R=0,97). Em relagdo aos resultados da
analise microscopica, o aparelho UX-2000® apresentou contagens mais altas para
células, com correlacdo ndo adequada em relagédo ao método manual ((R=0,78 para
contagem de hemacias vs manual) e (R=0,85 (contagem de leucécitos vs manual)),
talvez explicada pelo método de contagem utilizado entre ldmina e laminula ao invés
de cadmaras de contagem, assim como o uso de urina sem centrifugacao e devido a
propor¢cao de urinas alteradas incluidas no trabalho. Observou-se que amostras com
contagens elevadas de microrganismos (bactérias, leveduras) apresentaram maior
tendéncia a erros na detecgédo de eritrocitos e que, a presenca de quantidades
elevadas de células redondas pequenas pode interferir nas contagens de leucdcitos.
Quanto ao aparelho COBAS® 6500, a correlagéo entre os resultados do analisador e
o método manual foi considerada excelente para leucécitos (R=0,95) e eritrocitos
(R=0,94), atribuido pelo autor a similaridade da tecnologia do aparelho com a
microscopia manual, uma vez que ambos fazem a visualizagdo da imagem para as
medigdes. O UX-2000® apresentou maior sensibilidade que o COBAS® 6500 para
células pequenas redondas, cilindros hialinos e patolégicos. Por outro lado, o
COBAS® 6500 teve sensibilidade maior para a deteccdo de células epiteliais

escamosas, cristais e leveduras. Na contagem de bactérias, o UX-2000® demonstrou
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forte concordéncia em relacdo ao método manual de analise (84%), enquanto o
COBAS®6500 apresentou 71% de concordancia.

Wesarachkitti et al. (2016) consideraram o tempo consumido para analise
automatizada e o UX-2000® levou aproximadamente 4 vezes mais tempo do que o
COBAS® 6500 para processar uma amostra. Além disso, cerca de 80% das
amostras analisadas pelo UX-2000%, cujos resultados apresentaram anormalidade
necessitaram de revisao por método manual para confirmacdo. Comparativamente,
com o COBAS® 6500 somente 10% das amostras de urina anormais necessitaram
de reviséo pelo método convencional. Isso porque o fluxo de trabalho utilizado com
os dois aparelhos ¢ diferente. O aparelno COBAS® 6500 foi considerado mais facil e
mais conveniente que o UX-2000®, pois permite a revisdo através da avaliagédo das
imagens armazenadas no computador que o acompanha (exceto em caso de
amostras muito turvas ou com grande quantidade de muco, as quais necessitam de
revisdo por microscopia manual). A taxa de revisdo microscopica € de
aproximadamente 50 a 60% quando se utiliza o UX-2000® na rotina, enquanto que a
mesma taxa é de apenas 10 a 20% para o COBAS® 6500.
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6 RESULTADOS

Com a finalidade de conhecer as caracteristicas dos principais sistemas

automatizados disponiveis no mercado para o exame de urina realizou-se uma

pesquisa aprofundada junto aos maiores fabricantes de equipamentos laboratoriais,

utilizando as especificagbes técnicas disponibilizados na internet, em sitios nacionais

e internacionais. A TABELA 1 traz a listagem das principais caracteristicas dos

sistemas totalmente automatizados disponiveis atualmente no Brasil e a TABELA 2

traz a nomenclatura empregada para apresentar os parametros analisados, bem

como a diferenciacao que cada aparelho realiza na classificagdo dos elementos.

TABELA 1 - INFORMAGOES TECNICAS E TECNOLOGIA EMPREGADA NOS PRINCIPAIS
SISTEMAS AUTOMATIZADOS EM URINALISE DISPONIVEIS NO BRASIL.

(continua)
ROCHE®/SYSMEX® IRIS® ALERE™ ROCHE® SYSMEX®
Urisys® 2400/UF-1000i IRICELL® 3000 LabUMat® Il/ UriSed® 1l COBAS® 6500 UN-3000°
- Andlise de tiras: | - Anadlise de tiras: | - Analise de tiras teste: | - Anadlise de tiras | - Andlise de tiras teste:
240/h (Urisys® 2400) 210/h (iChemVelocity) | 240/h (LabUMat®1l) teste: 240/h (moddulo | 276/h (UC-3500)
- Anadlise | - Andlise | - Analise | 601) - Andlise por citometria
microscopica: ~ 100/h | microscopica: 101/h | microscépica:  120/h | - Analise de | de fluxo: 105/hora (UF-
(UF-1000i). (IQ®200) (UriSed®l1) microscopia: 116/h | 5000)
(médulo 701) - Analise por imagem
digital: 50/h (UD-10)
- Manual: Vol. min. | - iChemVelocity: Vol. | - LabUmat: Vol. min 2 | - Cobas 601: Vol. min. | - UC-3500: min 1 mL
1mL min 2 mL mL 2mL - UF-5000: min 2 mL

- Automatico: Vol. min. | - iQ®200: Vol. min 2 | - Urised: Vol. min 2 | - Andlise completa: | - UD-10: min 1,6 mL
4 mL mL mL Vol. min. 2,8 mL - Analise completa: Vol.
- iRICELL: 3-4 mL - Analise completa: min 4,6 mL
Volume min 4 mL
Cor: Fotometria por | Cor: Fotometria por | Andlise fisica: Unidade | Cor: Fotometria por | Cor: Fotometria por
reflectancia reflectancia com | PMC (Physical | reflectancia reflectancia com sensor
sensor CMOS measurement cell) CMOS
Aspecto: Turbidimetria | Aspecto: Medigéo Aspecto: Turbidimetria | Aspecto: Turbidimetria

direta da luz dispersa

Densidade:

Refratometria

Densidade:

Refratometria

Densidade:

Refratometria

Densidade:

Refratometria
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TABELA 1 - INFORMAGOES TECNICAS E TECNOLOGIA EMPREGADA

SISTEMAS AUTOMATIZADOS EM URINALISE DISPONIVEIS NO BRASIL.

NOS PRINCIPAIS

(continua)
ROCHE®/SYSMEX® IRIS® ALERE™ ROCHE® SYSMEX®
Demais parémetros: | Demais parémetros: | Demais parémetros: | Demais parémetros: | Demais parametros:

Método da tira reativa

Método da tira reativa

Método da tira reativa

Método da tira reativa

Método da tira reativa

com leitura utilizando | com leitura utilizando | com leitura utilizando | com leitura utilizando | com leitura utilizando
Fotometria por | Fotometria por | Fotometria por | Fotometria por | Fotometria por
reflectancia. reflectancia com | reflectancia. reflectancia. reflectancia com
inovagdo no sensor inovagdo no sensor de
de cor com tecnologia cor com tecnologia
CMOS CMOS
Sensor CMOS Sensor CMOS distingue
distingue  hemacias hemacias de
de hemoglobina livre hemoglobina livre
INSUMOS: INSUMOS: INSUMOS: INSUMOS: INSUMOS:
Urisys® 2400 iChemVelocity LabUMat®Il Médulo 601 UC-3500
e Cassete de tiras | ¢ Cassete de tiras | ¢ Cassete de tiras | ¢ Cassete de tiras | ¢ Cassete de tiras
testes (pack com teste (pack com teste (pack com teste (pack com testes
400 tiras) 300 tiras) 150 tiras) 400 tiras) UF-5000
UF-1000i iQ®200 UriSed®ll Médulo 701 e  UF Cellsheat
e UF Il SHEATH e  Lamina e filtro e Cassete de | ¢ Cassete de | ¢  UF Cellpack SF
. UF Il PACK-SED cuvetes (pack cuvetes (pack | e UF Cellpack CR

e UF Il PACK-BAC

e UF Il SEARCH-
SED

e UF Il SEARCH-
BAC

com 50 cuvetes)
Obs.:

instalados 12

Podem ser
packs,
totalizando 600 cuvetes

no aparelho).

com 400 cuvetes)

e  UF Fluorocell SF
e  UF Fluorocell CR
UD-10

. UF-Cellsheat

Fotdbmetro possui LED
com 3 comprimentos
de onda diferentes

(470, 555 e 620 nm).

Fotdmetro possui
LED com 3
comprimentos de

onda diferentes (472,
520 e 630 nm).

Fotdmetro possui LED
com 4 comprimentos
de onda diferentes
(505, 530, 620, 660

nm).

Fotdmetro possui LED
com 4 comprimentos
de onda diferentes
(465, 528, 560 e 615

nm).

Fotébmetro possui LED
com 4 comprimentos de
onda diferentes (430,
565, 660 e 735 nm)

Um

fotodiodo,

Leitura da tira:
detector
posicionado acima da
tira

zona teste da

reativa, recebe a luz

Leitura da tira:
Moédulo

imagem da zona teste

captura a

da tira reativa e

realiza a medigao

Leitura da tira: Método
patenteado de
deteccdo (fabricante

nao descreve)

Leitura da tira: Uma
lente Optica projeta
uma imagem da zona
de teste para um

sensor de imagem,

Leitura da tira: Sensor
CMOS de cor escaneia
cada tira reativa para

medigao por fotometria

refletida e  efetua sdo processadas por

medigcdo um software

Elimina interferéncia | Nao elimina | Nao elimina | Nao elimina | Elimina interferéncia da
da presenca de | interferéncia por | interferéncia por | interferéncia por | presenca de cristais

cristais amorfos.

cristais amorfos.

cristais amorfos.

cristais amorfos.

amorfos.
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TABELA 1 - INFORMAGOES TECNICAS E TECNOLOGIA EMPREGADA

SISTEMAS AUTOMATIZADOS EM URINALISE DISPONIVEIS NO BRASIL.

NOS PRINCIPAIS

(concluséo)

ROCHE®/SYSMEX® IRIS® ALERE™ ROCHE® SYSMEX®
Interferentes: Papel | Interferentes: Campo | Interferentes: Campo | Interferentes:  Papel | Interferentes:

reagente impregnado | de reagdo especifico | de reagdo especifico | reagente impregnado | Fabricante néo
com iodeto nos | para éacido ascoérbico | para acido ascoérbico | com iodeto nos | menciona qualquer

campos de reagdo
para hemoglobina e
glicose sao utilizados
na Combur-Test® para
eliminar interferéncia

por acido ascorbico.

na tira teste, informa
a potencial
interferéncia nas

reagdes quimicas.

na tira teste, informa a
potencial interferéncia

nas reagdes quimicas.

campos de reagado
para hemoglobina e
glicose sao utilizados

na Combur-Test®.

método para reduzir ou
eliminar interferéncia

por acido ascorbico.

Nao centrifuga a | Ndo centrifuga a | Realiza centrifugagéo | Realiza centrifugagcdo | Nao centrifuga a
amostra. amostra. 2000 rpm por 10 | 2000 rpm por 10 | amostra.

segundos. segundos.
Andlise do sedimento | Analise do sedimento | Analise do sedimento | Andlise do sedimento | Utiliza Citometria de
por Citometria de fluxo | por Morfologia de | por Microscopia | por Microscopia | fluxo fluorescente +
fluorescente com foco | Fluxo Digital (DFM) automatica (AIEM) automatica Microscopia automatica

hidrodinamico

com imagem digital

Graficos de dispersao
para demonstrar a
presenca dos

elementos urinarios.

Captura 500 frames
de cada amostra e
identifica 0s

elementos urinarios.

Captura 5-20 campos
de cada amostra e
identifica os elementos

urinarios.

Captura 15 campos de
cada amostra e
identifica os

elementos urinarios.

Apos analise das
particulas por citometria
de fluxo com geragéo
de graficos de
dispersdo, captura 40-
80 imagens por

amostra.

FONTE: O AUTOR (2018).
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TABELA 2 - NOMENCLATURA E DIFERENCIAGAO DOS PARAMETROS ANALISADOS PELOS
DIFERENTES APARELHOS AUTOMATIZADOS PARA URINALISE DISPONIVEIS NO BRASIL.

PARAMETRO ROCHE®/ IRIS® ALERE™ ROCHE® SYSMEX®
SYSMEX®
Hemacias RBC RBC RBC RBC RBC
NL RBC
Lysed RBC
Leucécitos WBC WBC WBC WBC WBC
WBCC WBCc WBC Clumps
(WBC Clumps) (WBC Clumps)
Células EC SQEP EPI SEC Squa EC
SRC NSE NEC NEC Non SEC
Tran EC
RT EC
SRC
Atyp C
Cristais XTAL CRYS Calcium-oxalatemonohydrate CRY XTAL
UNCCX (CaOxm)
Calcium-oxalatedihydrate
(CaOxd)
Uricacid (URI)
Triple phosphate (TRI)
Bactérias BACT BACT Bacteria Cocci BAC BACT
(BACc);
Bacteria Rod (BACr);
Leveduras YLC YST YEA YEA YLC
Cilindros CAST HYAL HYA HYA Hy CAST
P CAST UNCC PAT PAT Path CAST
Espermatozéides SPERM SPERM SPRM SPRM SPERM
Muco MUCUS MUCOUS MucC MucC MUCUS
Artefatos DEBRIS UNCL Sub-classes podem N&o realiza DEBRIS
(unclassified) ser inseridas

manualmente

FONTE: O AUTOR (2018).
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7 DISCUSSAO

Inumeros estudos publicados em diversos paises buscaram avaliar a preciséo
e correlacdo das metodologias empregadas pelos equipamentos automatizados para
a Urinalise, com o objetivo de aprimorar o entendimento a respeito da interpretagao
dos resultados obtidos. Baseado nos dados levantados foi possivel observar que os
sistemas totalmente automatizados disponiveis para Urinalise empregam
tecnologias bastante distintas, com bons resultados, porém, com algumas

limitacdes.

Em relacdo a andlise quimica, a aplicagdo das tiras reativas de multiplos
parametros representou, indiscutivelmente, um enorme avango na rotina da
Urinalise. Seu uso encontra-se mundialmente disseminado e levando-se em conta a
falta de padronizacao na leitura manual, a implantagdo dos aparelhos automatizados
para leitura das reacdes de cor que ocorrem em cada zona teste, foi possivel
observar um aumento na confiabilidade e na seguranca dos resultados. Melhorias
em relacdo a estabilidade dos reagentes utilizados nas reagbes quimicas para
determinacao de alguns parametros proporcionaram a primeira diferenciacdo entre

as marcas disponiveis no mercado.

Foi observada a necessidade de inibir a interferéncia causada pelo acido
ascorbico, presente na urina de pacientes que fazem uso de suplementagao
vitaminica ou mesmo pelo simples consumo de certos alimentos na dieta. O acido
ascorbico (vitamina C) é uma vitamina soluvel em agua, presente em diversos
vegetais e amplamente utilizado na industria alimenticia como antioxidante.
Concentragbes acima de 400 mg/L s&o cada vez mais comuns em amostras de
pacientes que realizam exame de urina rotineiramente. Estas concentragbes
elevadas podem causar problemas na utilizacdo da tira reativa porque o acido
ascorbico inibe as reagdes de oxidacao e, podem conferir resultado falso-negativo
nas reacgdes para determinagcdo de hemoglobina e glicose. Assim, pode-se
recomendar ao paciente para evitar o consumo de acido ascérbico nas 10 horas que
antecedem o exame, verificar se a tira reativa apresenta uma zona teste para
medicdo de acido ascorbico na urina em concentracdes elevadas e, impregnar o

papel reagente presente na almofada da reagdo com iodato, um agente oxidante
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capaz de eliminar o impacto negativo causado pelo acido ascorbico nas reacgoes,
tecnologia utilizada na tira reativa Combur-Test® (ROCHE, 2010 (2)).

Os aparelhos leitores de tiras reativas foram aperfeicoados, sendo que,
primeiramente, realizavam a leitura por fotometria de reflectancia diretamente das
zonas testes da tira reativa. Posteriormente, os leitores foram adicionados de
sistemas Opticos capazes de digitalizar a imagem e transmiti-la para sensores
capazes de realizar as leituras de cor com maior precisdo e acuracia. E, mais
recentemente, sensores de cor com a tecnologia CMOS (semi-condutor de 6xido de
metal complementar) permite a distingdo da reagdo de cor que ocorre na presenga
de hemacias integras e na presencga de hemoglobina livre, além de outras melhorias
na detecgdo de pequenas alteragdes de cor nas zonas testes (SYSMEX, 2017). E
importante salientar que a observagdo das marcas das tiras é um fator relevante e
que, nao se deve deixar de fazer controle internos e externo dos equipamentos para
leitura. Deve-se realizar também o controle diario das tiras reativas, além de seguir
as normas pertinentes para o uso adequado e manutengdo. Ressalta-se também
que a umidade é outro fator que altera com facilidade o resultado dos parametros
quimicos, sendo fundamental que o compartimento das tiras reativas no interior dos
aparelhos automatizados apresente solugao para evitar tal interferéncia, garantindo

resultados confiaveis.

Em relacdo a automacgado para analise microscépica, deve-se considerar a
contagem dos leucocitos e eritrécitos, assim como a identificagdo dos elementos
urinarios. O primeiro aparelho desenvolvido utilizou o método da citometria de fluxo
com fluorescéncia, amplamente utilizado nos analisadores hematoldgicos e
adaptado para a diferenciagdo dos elementos urinarios. Através da aplicacdo dos
corantes fluorescentes foi possivel evidenciar estruturas citoplasmaticas e do DNA
das células e diferencia-las dos elementos soélidos como cilindros e cristais, sendo
que a contagem de bactérias foi realizada em canal especifico (SYSMEX, 2015). Hu
et al (2010) avaliaram a utilizagdo da contagem de bactérias por citometria de fluxo
pelo aparelho Sysmex UF-1000® como teste de triagem para reduzir a necessidade
de culturas de urina na investigacdo de infeccédo no trato urinario. Os autores
confrontaram o resultado da citometria de fluxo com canal especifico para contagem
de bactérias do Sysmex UF-1000® com a versdo anterior UF-100® (sem canal

especifico para bactérias) e a cultura de urina realizada em placas de agar sangue e
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agar MacConkey. Estabeleceram o valor de cutoff para bactérias para o UF-1000®
sendo de 160 bactérias/pL, o qual fornece a melhor discriminacao para infecgao do
trato urinario, com sensibilidade de 81,1% e especificidade de 83,2% comparado
com a cultura de urina, sendo possivel reduzir em 54,9% das culturas
desnecessarias. A conclusdo dos autores foi que o UF-1000® é superior ao UF-100®
quanto a reducao do numero de culturas desnecessarias e quanto a otimizagao da
rotina do laboratério de microbiologia, com redugdo nos custos de analise e no
tempo necessario para a tomada de decisédo dos médicos quanto a introdugcéo de
antibioticoterapia (HU et al, 2010).

A grande dificuldade encontrada pelos laboratérios e que foi levantada nos
estudos publicados é a elevada taxa de revisdo de amostras (WESARACHKITTI,
2016). Ao contrario dos analisadores hematolégicos, nos equipamentos para analise
da urina, ndo sao encontradas apenas células, mas tem-se uma diversidade nos
elementos urinarios (cristais, cilindros e outros). Uma vez que a citometria de fluxo
nao é capaz de fazer a distincdo de diversos elementos, o analista, mesmo dispondo
dos diagramas de dispersdo, obriga-se a realizar a microscopia do sedimento
urinario em aproximadamente 50-60% das amostras de urina, o que aumenta o
tempo de andlise na rotina laboratorial. Ainda foi observado que amostras com
contagens elevadas de microrganismos (bactérias, leveduras) apresentaram maior
tendéncia a erros na deteccédo de eritrocitos e que, a presenca de quantidades
elevadas de células redondas pequenas pode interferir nas contagens de leucécitos
(WESARACHKITTI, 2016). A experiéncia das autoras corrobora com a literatura na
utilizacdo de métodos automatizados por citometria de fluxo, assim como tem sido
observado uma redugdo no uso desses equipamentos na rotina laboratorial em

substituicdo por outras metodologias.

O método desenvolvido por meio de uma camera digital de alta definicdo
acoplada a uma lente de microscopio Optico capaz de fotografar a imagem dos
elementos urinarios trouxe uma grande evolucado na area de Urindlise. Ainda sob a
influéncia da citometria de fluxo, foi utilizada tecnologia que alinha os elementos em
fluxo continuo, para serem fotografados por camera digital. O software separa os
elementos e classifica de acordo com as caracteristicas de tamanho, contraste,
forma e textura, gragas ao uso de redes neurais computadorizadas, compostas por

um arquivo semelhante a memdria humana, com inumeras imagens em seu banco
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de dados (BECKMAN COULTER, 2014). Em seguida, surgiu o sistema de
microscopia automatica com imagem digital, utilizando uma porcédo da urina
homogeneizada disposta no interior de um dispositivo que simulasse a tradicional
lamina e laminula, e que apds ser submetida ao processo de centrifugacéo poderia
ter varios campos fotografados por uma camera digital, exatamente como nos
campos observados ao microscopio (77 ELEKTRONIKA, 2018; ROCHE, 2013).

A vantagem observada pelos sistemas que realizam a captura de imagem
digital é a possibilidade de revisdo das amostras pelo analista nas proprias imagens
armazenadas na memoria do aparelho. Isso reduz a taxa de revisdo de amostras
pelo método convencional de microscopia para cerca de 10-20%
(WESARACHKITTI, 2016) e, consequentemente, reduz o tempo despendido na
execugao da rotina laboratorial. Apesar disso, os sistemas que utilizam a
microscopia automatica com imagem digital sdo prejudicados pelas limitagdes do
sistema de identificacdo de particulas que ndo é capaz de diferenciar células
anormais (eritrocitos dismorficos ou fantasmas, leucocitos danificados, células
fragmentadas, etc), além de serem imprecisos na definicdo de estruturas
semelhantes entre si, tais como eritrocitos e leveduras, ou bactérias e cristais
amorfos. As publicagdes trazem a observacdo de contagens maiores ou menores
para os leucocitos, eritrocitos e células quando outros elementos sdo encontrados
em grande quantidade, como leveduras, cristais e cilindros. Além disso, alguns
elementos nao sao facilmente distinguidos pela microscopia automatizada e exige a
revisdo microscopica por analista experiente, sendo o caso das goticulas de 6leo,
Trichomonas, células pequenas redondas, cristais e cilindros com inclusdes. Esses
elementos sdo cruciais para o diagnéstico de diversas patologias do sistema urinario

e merecem atencéo antes da liberagao do laudo.

De forma geral, os aparelhos automatizados permitem a realizacédo de
grandes rotinas de exames em pouco tempo e melhoram muito em termos de
padronizacao dos resultados. A capacidade de processamento dos aparelhos mais
robustos permite realizar rotinas de 100 a 1000 amostras diarias, o que seria
impraticavel se fossem realizados pelos métodos manuais de contagem (ROCHE,
2018 (1)). Além disso, permitem contagens de elementos por unidade de volume,
conforme preconiza 0s guias internacionais de padronizacdo em Urinalise,

substituindo o método antigo que utilizava contagem de elementos por campo de
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visualizagdo microscopica (CLSI, 2001; ABNT, 2005; EUG, 2000). Se para a correta
identificacdo dos elementos urinarios, a microscopia optica ainda se faz necessaria,
a contagem dos leucotcitos e eritrocitos apresenta melhores resultados pela
automacdo tendo em vista o numero maior de elementos contados pelos

equipamentos.

Nos sistemas totalmente automatizados, os médulos para analise quimica e
analise microscéopica sido acoplados, sendo possivel definir previamente a
configuragdo que sera adotada na rotina laboratorial. Dessa forma, o laboratério
pode estabelecer se sempre sera realizada a analise total da urina ou se somente
sera realizada a anadlise microscOpica em casos especificos em que alguma

alteracéo na analise quimica da urina seja detectada.

Em termos de liberac&o dos resultados, a automacé&o permite a instalagao de
sistemas de interface que transmitem os resultados do aparelho para um
computador de acesso ao analista. O processo garante agilidade e rastreabilidade,
pois o analista utiliza uma senha pessoal e intransferivel para ter acesso aos dados.
O sistema de interface permite a edicao dos parametros revisados, os quais ficam
registrados no sistema. Na sequéncia faz-se o envio para um sistema de
gerenciamento, que elabora o laudo final com a assinatura digital do profissional
responsavel. Isso reduz os erros pés-analiticos e garante rastreabilidade, seguranca

e qualidade dos resultados emitidos.

46



8 CONCLUSAO

Com base no exposto conclui-se que o exame parcial de urina persiste como
um importante auxiliar no diagnostico de patologias do sistema urogenital, mas que
necessita de atencdo na sua execugao, observando os critérios fundamentais para
sua realizagédo. O uso da tecnologia melhora a reprodutibilidade do exame e permite
uma maior padronizagao, evitando-se as discrepancias entre resultados emitidos por
analistas diferentes e os erros analiticos inerentes dos métodos convencionais. No
entanto, este trabalho ressalta a importdncia do analista com experiéncia em
Urinalise atuando lado a lado com os sistemas automatizados nos laboratorios
clinicos. Conforme apresentado, nenhum dos sistemas disponiveis no mercado pode
ser considerado autossuficiente, sendo que todos eles sao incapazes de distinguir
com precisao diversos elementos urinarios, tais como os eritrocitos dismorficos, os
cilindros e os cristais, com grande impacto no diagnostico do paciente, além de
outros elementos raros ou incomuns como os artefatos, Trichomonas sp. e outros

parasitas que acidentalmente podem ser encontrados na urina humana.

Desta forma, é possivel estabelecer como perspectiva para melhora no
campo de diagnéstico um aperfeicoamento dos sistemas automatizados, com
ampliagdo da capacidade de distincdo dos elementos urinarios pelas redes neurais
computadorizadas, o que nao parece muito distante tendo em vista os grandes
avancos no setor da tecnologia, em especial, na area da bioinformatica. Espera-se
com isso, obter resultados cada vez mais precisos e que contribuam ainda mais para

o diagnéstico correto do paciente.
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