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RESUMO

Infeccdo do trato urinario (ITU) é muito comum na pratica clinica, acometendo
pessoas de ambos 0s sexos em todas as faixas etarias. Para seu diagndstico é
importante definir rapidamente a presencga de bacteriuria e pidria bem como a
etiologia da doencga através da urocultura. A urocultura é o teste microbiol6gico
mais comum na pratica laboratorial, embora seja um procedimento demorado e
de custo relativamente elevado. Nosso objetivo foi avaliar a aplicacdo de um
sistema automatizado de andlise da urina (LabUMat/UriSed) como método de
triagem para a investigacéo de ITU através da comparagéo de seus resultados
com os das uroculturas. Analisamos amostras de urina de pacientes adultos e
criancas de ambos os sexos provenientes de ambulatorios e enfermarias do
Hospital de Clinicas da UNICAMP encaminhados as Secdes de Liquidos
Biologicos e Microbiologia da Divisdo de Patologia Clinica para analise fisico-
quimica, sedimento e urocultura. Foram estabelecidos valores de cortes
baseados na comparagao dos resultados das uroculturas com os parametros
urinarios: leucocito-esterase, nitrito, leucécitos, bactérias e leveduras, sendo
que a positividade de pelo menos um destes parametros classificava a amostra
para uma triagem positiva para ITU. O estudo foi conduzido em trés etapas: Na
primeira etapa, a analise de 2126 amostras de urinas permitiu adotar um
primeiro valor de corte para os parametros analisados: contagem de bactérias
>11/campo; contagem de leucécitos >5/campo, presencga de leveduras além de
nitrito e leucécito-esterase positivos. Esses valores foram comparados com os
resultados da urocultura em meio CLED e testados na rotina laboratorial. Em
uma segunda etapa, com a finalidade de aprimorar o valor de corte dos
parametros e aumentar o valor preditivo positivo sem comprometer o valor
preditivo negativo, estabeleceu-se um novo valor de corte. Para tanto, foram
analisadas 2075 amostras de urinas e com 0s seguintes valores de corte
estabelecidos: contagem de bactérias >12,5/campo; contagem de leucécitos
>5/campo, presenga de leveduras e nitrito bem como leucécito-esterase
positivo >2+. Esses valores foram comparados com os resultados das
uroculturas em meio CLED e testados na rotina laboratorial. A fim de refinar e
validar o teste de
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triagem para urocultura foram analisados, em uma terceira etapa, 1379
amostras de urina. Nesta etapa os valores de corte dos paréametros foram:
contagem de bactérias >12,5/campo, contagem de leucécitos >5/campo,
presenca de leveduras e leucécito — esterase positivos >2+. Nesta etapa as
amostras cujos parametros urinarios avaliados estavam abaixo do valor de
corte, foram consideradas negativas para ITU e semeadas em meio CLED. As
amostras em que pelo menos um dos parametros estudados estava acima do
valor de corte, foram consideradas positivas, sendo semeadas em meio
Chromagar a fim de se identificar presuntivamente os patdégenos. O teste
mostrou sensibilidade de 97%, valor preditivo negativo de 99%, valor preditivo
positivo de 27%, especificidade de 59% e acuracia de 64%. Em todas as
etapas observou-se uma potencial reducdao de 50% nas semeaduras de
uroculturas. Os dados sugerem que o sistema automatizado LabUMat / UriSed
€ uma boa ferramenta para a triagem de ITU, especialmente se considerarmos

os dados clinicos dos pacientes.

Palavras — chave: triagem, infec¢ao do trato urinario, urinalise.
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ABSTRACT

Urinary tract infection (UTI) is very common in clinical practice, affecting people
of both genders in all age groups. For the laboratory diagnosis of UTl is of great
importance the definition of significant bacteriuria and pyuria and a bacterial
culture of a urine sample to establish the etiology of the disease. The
quantitative urine culture is the commonest microbiology test in Clinical
Pathology Laboratory practice, although it is a very time-consuming and
expensive procedure. Our aim was to evaluate the performance of the LabUMat
with UriSed System as a screening method for the investigation of UTI
comparing its results with the outcome of urine culture. We studied urine
samples from children and adults of both genders from outpatients and
hospitalized patients from Clinical Hospital / UNICAMP referred to Body Fluids
and Microbiology Laboratories at Division of Clinical Pathology for
physicochemical analysis, sediment observation and urine culture. We
established cut-off values based on the comparison of the outcome of urine
cultures with urinary parameters: leukocyte esterase, nitrite and quantitative
determination of bacteriuria, leukocyturia and presence of yeasts. A positivity of
at least one parameter classified the sample as a positive screening of UTI.
This study was conducted in three stages: In the first stage, the analysis of
2,126 urine samples allowed to adopt the first cut-off value for the parameters
analyzed: quantification of bacteriuria (>11 elements/hpf), quantification of
leukocyturia (>5 cells/hpf), presence of yeasts besides nitrite and leukocyte
esterase positive. These values were compared with the outcome of uroculture
in CLED agar medium culture and tested in the laboratory routine. In the second
stage, in order to improve cut-off values of urinary parameters and increase the
positive predictive value without compromising the negative predictive value, it
was established a new cut-off value. We analyzed 2,075 urine samples with the
following established cut-off values: quantification of bacteriuria (>12.5
elements/hpf) and leukocyturia (> 5 cells/hpf), presence of yeasts, nitrite and
leukocyte esterase positive (>2+). These values were compared with the
outcome of uroculture and tested in the laboratory routine. In order to refine and
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validate the screening test for uroculture were analyzed, in a third stage, 1,379
urine samples. In this stage the cutoff values of the parameters were:
quantification of bacteriuria (>12.5 elements/hpf) and leukocyturia (> 5
cells/hpf), presence of yeasts and leukocyte esterase positive (>2+). In this
stage the urinary samples whose evaluated parameters were below the cut-off
value were considered negative for UTl and were plated in CLED agar medium
culture. Samples which at least one of the parameters evaluated was above the
cut-off value, were considered positive, and were plated in Chromagar
commercial medium, in order to presumptively identify pathogens. The test
showed sensitivity of 97%, negative predictive value of 99%, positive predictive
value of 27%, specificity of 59% and accuracy of 64%. In all stages we
observed a potential 50% reduction in sowing urocultures. The data suggest
that the LabUMat with UriSed System is a good tool for screening for UTI,
especially if we consider patients’ clinical data.

Keywords: screening, urinary tract infection, automated urinalysis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Historia da Urinalise

As primeiras referéncias para o estudo da urina podem ser encontradas
nos desenhos dos homens das cavernas e em hierdglifos egipcios, como o
Edwin Smith Surgical Papyrus e o papiro de Ebers (1). O papiro de Ebers é
considerado o documento mais antigo sobre a medicina, datado de 1500 a.C.,
apresenta uma colecao de diversos textos médicos, onde ha uma grande
quantidade de informacgdes a respeito de anatomia e de diagndésticos médicos,

como por exemplo, a descricdo do exame de urina.

As civilizagdes sumérica e babil6nica foram as primeiras a reconhecer
que as caracteristicas da urina poderiam ser alteradas com a presenca de
doengas. Os sanscritos, em 100 a.C., descreveram 20 diferentes tipos de urina.
Culturas hindus estavam cientes de que as urinas de algumas pessoas

possuiam um gosto adocicado, pois atraiam formigas (2).

No século IV a.C., o médico grego Hipdcrates (460-355 a.C.) elaborou a
hip6tese de que a urina era proveniente do sangue e era filtrada pelos rins (2).
A andlise da urina foi desenvolvida a partir da “uroscopia”, ou observagao de
caracteristicas fisicas de amostras de urina. A primeira descricao da utilizagao

da urina para fins de diagndstico veio com as escritas de Hipdcrates (3).

Hipécrates afirmou que a presenca de bolhas ou espumas na superficie
da urina poderia indicar uma doenca renal de longo prazo. De fato, muitas
vezes, este quadro é observado em pacientes com doencga renal ou com

infeccao do trato urinario (2,3). Ele também associou a presenca do sedimento
25



urinério e febre e observou que com o aumento do sedimento urinario a febre
aumentava. O sedimento observado poderia ser devido a presenga de glébulos
brancos e bactérias, caracterizando uma infecgao do trato urinario. A presenca
de sangue na urina foi atribuida a ulceracao renal ou da bexiga. Hematuria
pode realmente ser devido as ulceracbes, embora atualmente sabe-se que

pode ser causada por outras condicdes (2).

Embora Hipécrates e outros pesquisadores nao tivessem o0s
procedimentos analiticos sofisticados atualmente disponiveis, eram capazes de
obter informagdes diagnosticas a partir de observagdes fundamentais como
cor, turbidez, odor, volume, viscosidade e mesmo dogura. Essas mesmas

caracteristicas ainda sdo observadas pelos laboratérios (1).

Bombastus Von Hohenheim, conhecido como Paracelso (1493-1541)
insistia em nao apenas olhar para a amostra de urina, ele queria obter
informacbes da urina e desenvolveu novos métodos para verificar o que ela
continha. Alguns desses meétodos se mostraram Uteis, como quando ele
adicionou vinagre a algumas amostras de urina e verificou a precipitacdo de
proteinas. Assim, iniciou-se o que denominamos atualmente de exame quimico

da urina (2,3).

A invencdo do microscopio, no seculo XVII, levou ao exame do
sedimento urinario e ao desenvolvimento, por Thomas Addis, de métodos para
a quantificacdo dos elementos presentes no sedimento. Richard Bright
introduziu o conceito de exame de urina como parte do exame médico de rotina

do paciente, em 1827(1).
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Helen Murray Free e seu marido Al Free eram pesquisadores quimicos
que trabalhavam no laboratério da empresa Miles, em Indiana — Estados
Unidos. Em 1940 eles e sua equipe aprimoraram o teste de glicose para urina,
o qual era feito pelas tiras Clinitest, tornando o exame mais sensivel para o
diagnéstico de diabetes, pois além de detectar a glicose, também detectava a

presenca de cetonas (Acetest ®) (4).

Murray assumiu que os analitos presentes na urina poderiam ser
detectados em uma tira de papel contendo reagentes que produzissem
alteragcbes de cor. Em 1957, foi introduzida a tira Albustix ®, utilizada para o
teste da presenca de proteina na urina. O desenvolvimento de testes
diagnésticos adicionais levou a outro avango: combinar os reagentes para dois
ou mais testes sobre uma mesma tira tendo uma maior conveniéncia para o

utilizador (4).

Para a combinacdo de dois reagentes em uma tira era necessario a
criacdo de uma barreira impermeavel a agua entre os reagentes no papel para
evitar que os reagentes interagissem entre eles comprometendo os resultados.
Uristix ®, lancado em 1957, combinava testes de glicose e proteina. Nos 20
anos que se seguiram, foram desenvolvidos e fabricados reagentes para medir
cetonas, sangue, bilirrubina, urobilinogénio, proteina, nitrito, leucécitos

urinarios, e pH (4).

Em 1981, a empresa acrescentou o teste de gravidade especifica na tira
reagente de urina, criou-se entédo a tira reagente Multistix®. O teste da tira de

urina tornou-se uma pratica padréo para pacientes atendidos em consultérios
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médicos, clinicas médicas e hospitais como um indicador inicial de doengas

metabdlicas, doengas renais e doencas hepaticas (4).

1.2 Automacao em Urinalise

O objetivo de um laboratério de urindlise € aumentar a produtividade e
fornecer testes de qualidade ao mesmo tempo em que 0s custos sejam
reduzidos e o tempo de trabalho seja minimo. O desenvolvimento de leitoras de
tiras reagentes buscou alcancar esses objetivos que, além de melhorar a
discriminagdo da cor da area reagente, proporcionava aumento da
produtividade e padronizagao dos resultados de urina (4). No comego dos anos
80, a automacao no exame de sedimentoscopia da urina foi alcangada com o

desenvolvimento dos primeiros analisadores microscopicos (5).

Atualmente, varios instrumentos automatizados estdo disponiveis para
padronizar o processamento das amostras e a andlise das tiras reagentes,
executar a andlise do sedimento da urina e reportar os resultados com
qualidade consistente e reduzido tempo de operacao (4,5). Os instrumentos
automatizados para andlise quimica e para a analise microscépica da urina
podem ser usados como instrumentos isolados ou conjugados formando um

sistema automatizado de andlise (5).

Outras caracteristicas incluem capacidade de fazer a interface do
computador com o Sistema de Informatica do Laboratorio; codigo de barras;
entrada manual de resultados de cor; aspectos e resultados do exame

microscopico para serem incluidos no relatério impresso; sinalizagdo de

28



resultados anormais; armazenamento do resultado de pacientes e dos

controles; calibragdo, limpeza e manutencao (4).
Os aparelhos automatizados para o exame de urina incluem (4,5):

o Instrumentos semi-automatizados: dependem de um operador
para homogeneizagao da amostra, imersdo da tira de teste e para a entrada

dos resultados dos exames fisicos e microscopicos.

o Instrumentos bioquimicos totalmente automatizados: adicionam

urina a tira reagente.

o Analisadores celulares automatizados de urina: homogeneizam,
aspiram, diluem e, se necessario, coram a urina para classificar as particulas

do sedimento urinario.

o Sistemas automatizados integrados: realizam o exame de urina
completo, incluindo todas as partes do exame de rotina, propriedades fisicas,

guimicas e microscopicas.

1.3 Implantacao da Automacao

O sucesso na implantacdo de uma nova tecnologia estd ancorado em
um planejamento minucioso, na aplicagdo clinica que resultara desta
implantagdo, na conducdo correta da fase de avaliagdo do novo sistema
analitico, na padronizacdo para seu desenvolvimento, na capacitacdo dos
responsaveis pela sua execucdo e€ na ampla divulgacdo da nova rotina
implantada (6,7). O reconhecimento dos interferentes e das limitacées de cada
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método (falso-positivos e falso-negativos) também € muito importante para o

sucesso da implantacédo da automagéao laboratorial.

A automacado € definida pela IUPAC (Unido Internacional de Quimica
Pura e Aplicada), como os esforcos para substituir a manipulacdo humana no
desempenho de um dado processo, por dispositivos mecanicos ou
instrumentais, que sejam regulados por um sistema de informacédo capaz de
fornecer uma resposta ao aparelho, em termos de automonitoramento ou

autoajuste (7).

O desenvolvimento da robética e da informatica trouxe uma evolugéao ao
laboratério clinico sem precedentes. O processo de automagdo dos
laboratérios clinicos permitiu agregar qualidade dos resultados, aumento da
produtividade, queda significativa dos custos operacionais e diminuicao
substancial do tempo de atendimento total (TAT) ou Turn Around Time na
lingua inglesa. Este corresponde ao intervalo de tempo que vai desde a coleta,

passando pela fase de processamento da amostra, até a liberagao do resultado

(6).

Este avanco esta sendo aplicado, por exemplo, ao exame de urina tipo |
(elementos anormais), indispensavel no diagndstico e monitoramento de
doencas renais e urologicas. A andlise do sedimento urinario j& conta com
estacbes de trabalho contendo microscopia acoplada aos analisadores de
imagens, com recursos sofisticados de computacao, digitalizando e analisando

as imagens de forma objetiva, com uma acurada andlise estatistica dos dados

(7).
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A validacdo de uma nova tecnologia para andlises laboratoriais consiste
na realizacdo de uma seérie de experimentos, com a finalidade de documentar o
desempenho do método em relagdo a exatidao, precisao, linearidade, limite de
deteccdo e de quantificacdo. O intervalo analitico de medidas, estudo de
interferentes e a capacitacao do profissional no novo sistema, antes de sua

implantacao na rotina (6).

A andlise do desempenho obtida em uma validagao permite dimensionar
0s erros presentes, para determinar com seguranga se estes afetam ou nao os
resultados. Em ultima analise, permite concluir se a nova metodologia funciona
da forma esperada e proporciona o resultado adequado (6). O protocolo de

validacao inclui estudos de reprodutibilidade, repetibilidade e carreamento.

Em 1984, a Federagéo Internacional de Quimica Clinica (IFCC) definiu
carreamento (carryover) como a influéncia que uma amostra tem sobre a
seguinte (7). Em alguns casos a existéncia de carreamento ndo afeta os
resultados dos pacientes e também ndo traz conseqiéncias clinicas,
entretanto, sua presenca pode resultar em um erro aleatério, produzindo
resultados falsos positivos ou negativos com repercussodes clinicas adversas
aos pacientes, representando um erro analitico. Para garantir que esta fonte de
erro esteja dentro dos limites nos sistemas analiticos, deve-se cumprir um
protocolo de inspegbes e verificagdes periddicas de carreamento (6,7). Em
1988, O Congresso Americano aprovou legislagdo que estabelece padrdes de
qualidade para todos os testes de laboratério para garantir a precisao,
confiabilidade e  pontualidade dos resultados dos  pacientes,

independentemente de onde o teste foi realizado (CLIA88 - Clinical Laboratory
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Improvement Amendments). De acordo com este documento, o erro permitido

é de até trés desvios padroes (6).

A medida da variabilidade de um resultado de uma amostra pode ser
calculada pelo coeficiente de variagdao (CV), por meio da relagao entre o valor
do desvio padrao e da média aritmética. Se o coeficiente de variagao for menor
ou igual a 15% a amostra apresenta uma baixa dispersao (homogénea e
estavel); se ficar entre 15 e 30% a amostra apresenta uma média dispersao e

maior que 30% a amostra apresenta uma alta dispersao (heterogénea) (6).

A precisdo e a confiabilidade (repetitividade) dos ensaios sao
asseguradas pela determinacdo do CV intra-ensaio que corresponde a
realizagao de 20 determinagdes (replicatas) de uma mesma amostra na mesma
corrida analitica. O CV inter-ensaio (reprodutibilidade) corresponde a variagao
de valores obtidos em uma mesma amostra em dosagens realizadas em 20

dias diferentes (6).

Um conceito importante diz respeito ao valor preditivo positivo e negativo
de um teste. O valor preditivo positivo de um resultado laboratorial é definido
como sendo a probabilidade de que um resultado positivo seja verdadeiro, ou
seja, representa a doenca. Ja o valor preditivo negativo refere-se a
probabilidade de que um resultado negativo seja verdadeiro (6). Para o calculo
deve-se considerar a sensibilidade e a especificidade do teste com a

prevaléncia da doenga no grupo estudado.

O desempenho de um teste é freqUentemente descrito utilizando os
termos sensibilidade e especificidade. |dealmente um teste deveria ser 100%

sensivel e 100% especifico, este seria um teste que nao teria erros.
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Infelizmente esta situacao ideal ndo € possivel, pois ndo existe até o presente
momento uma reagdo que resulte sempre positivo nos casos de doenga e

sempre negativo nos individuos que néo tém a doenga (6,8).

Considerando que o resultado de um teste somente possa ser expresso,
0s conceitos de sensibilidade e especificidade podem ser facilmente
entendidos a partir de uma relacdo entre os resultados obtidos e o estado de
saude de um individuo portador ou nao portador de uma doenga, como pode

ser observado no Quadro 1 (6).

Quadro 1: Resultados de um teste laboratorial e interpretagdo em relagdo a

condi¢do do paciente (6).

Condicao do paciente | Condicao do paciente nao
Resultado do teste doente doente
Verdadeiro Positivo
Positivo (VP) Falso Positivo (FP)
Negativo Falso Negativo (FN) Verdadeiro Negativo (VN)

Em geral ha antagonismo entre sensibilidade e especificidade, pois o
aumento da sensibilidade pode aumentar a acao de interferentes induzindo
maior freqiéncia de resultados falsos - positivos. Na pratica laboratorial busca-
se um meio-termo onde os testes laboratoriais tenham suficiente sensibilidade,
sem muita perda de especificidade. O quadro 2 mostra o calculo da

sensibilidade e da especificidade de um teste (6).
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Quadro 2: Calculo da Sensibilidade e da Especificidade (6)

Caracteristica do teste ,
Formula Percentual
Sensibilidade S=VP/(VP + FN) S% =S X 100
Especificidade E=VN/(VN+ FP) E% =E X100

S =sensibilidade; VP = verdadeiro positivo; FN = Falso-negativo; E=especificidade; N=verdadeiro
negativo; FP = falso-positivo; % = porcentagem.

1.4 Infeccao do Trato Urinario

Infecgbes urindrias podem ser definidas como infecgdes das estruturas
do aparelho urinario: rins, ureteres, bexiga ou uretra; que ocorrem, em geral,
em ou como consequéncia da presencga ou colonizacao de bactérias veiculadas
pela urina (9). Essa infec¢do pode implicar em um comprometimento da bexiga
(cistite ou infeccdo baixa), dos rins (pielonefrite ou infec¢do alta) ou ambos.
Podem ser classificadas como complicadas e ndo complicadas: uma infec¢ao
considerada complicada € quando o aparelho urinario sofre alteracées
estruturais ou funcionais, este tipo de infeccao é observado em pielonefrites,
pois em geral resultam da ascensdo de micro-organismos do trato urinario
baixo e estao freqlientemente associadas com a presenca de calculos renais;
habitualmente as cistites sdo consideradas como infeccbes nao complicadas

(10,11).

As infec¢des urindrias sdo normalmente causadas por bactérias da
microbiota intestinal que colonizam o trato urinario, essas bactérias séo
encontradas na urina quando se rompe o equilibrio entre sua viruléncia e a
defesa do organismo. Ocasionalmente essas bactérias podem atingir a

corrente sanguinea e causar septicemia (10).
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As infecgcbes urindrias constituem uma das mais freqUentes infecgdes
bacterianas no ser humano sendo uma das principais causas de consulta na
pratica médica, perdendo apenas para as infec¢des respiratérias (11,12). Séao
extremamente comuns, tanto em infecgcdes hospitalares quanto comunitarias,

ocorrendo em todas as idades do neonato ao idoso (13,14).

Os agentes etiologicos mais freqlentes sado: Escherichia coli,
Staphylococcus saprophyticus, Proteus spp., Klebisiella spp. € Enterococcus
faecalis, sendo que somente Escherichia coli é o patégeno responsavel por
70% a 85% das infeccbes do trato urinario (11). Porém, Staphylococcus
coagulase negativa e leveduras podem se comportar como patdgenos

oportunistas quando estdo diminuidas as defesas do organismo (15).

A infeccdo do trato urindrio baixo (cistite), quando sintomatica,
exterioriza-se clinicamente pela presengca habitual de disuria, urgéncia
miccional, polacidria, nictaria e dor suprapubica, febre neste caso nao é
comum. Por outro lado, a infecgdo do trato urinario alto (pielonefrite), que
habitualmente se inicia com um quadro de cistite, € acompanhada de febre,
geralmente superior a 38°C, calafrios e dor lombar, uni ou bilateral. Em ambas
as situacoes, a urina pode se apresentar turva (sugerindo presenca de pidria)

e/ou avermelhada (sugerindo presenca de sangue) (11).

Alguns fatores mostraram favorecer o desenvolvimento de ITU
complicada: diabetes, neoplasia prostatica, hipertensdo e longos periodos de
permanéncia em Unidades de Terapia Intensiva (11,15). Alguns autores
compilaram outros fatores de complicagdo como sondas de nefrostomia,

calculos urinarios e bexiga neurogénica (16).
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Para a Sociedade Brasileira de Infectologia e Brasileira de Urologia, o
diagnéstico laboratorial das infec¢des urindrias se dé atraves do exame fisico-
quimico, do sedimento da urina e por urocultura (11). No que diz respeito ao
exame fisico-quimico o teste da leucécito-esterase, que é uma enzima
presente nos granulécitos, é utilizado para detectar presenca de piuria com
sensibilidade de 74 a 96% e especificidade de 94 a 98% (15). O teste de nitrito
€ um teste de triagem rapida para identificar bacteriiria com 39% de
sensibilidade e 93% de especificidade. Uma investigagdo combinada de nitrito
com presenga microscépica de bacteriiria e/ou pidria faz com que a
sensibilidade e a especificidade para diagnéstico laboratorial de infeccéao

urinaria, sejam de 71% - 95% e 54% - 86%, respectivamente (17).

Outros estudos mostram que a acuracia do teste de nitrito pode ser
afetada por um baixo nivel de infecgdo (organismos produzindo uma pequena
quantidade de nitrito) ou o tipo de micro-organismo infectante (organismos que

nao reduzem nitrato para nitrito) (18).

A presenga na urina de células vermelhas ou brancas pode ajudar a
diferenciar a localizagao da infecgdo. Através da andlise do sedimento urinario,
observa-se a presenca de piuria/leucocitiria, que é definida como a presenca
de leucocitos na urina em processos inflamatoérios ou infecciosos do sistema
urindrio. Esta condigdo esta presente na maioria dos pacientes com uretrites,
cistites e pielonefrites (15,19). Em determinadas situagbes ha somente a
presenca de leucécitos no sedimento urinario com resultado de urocultura
negativa. Isto & observado nos seguintes casos: tuberculose do trato urinario,
infeccao por clamidia, calculose, febre em criangas, nefrites tubulo-intersticiais,
glomerulonefrites proliferativas, rejeicdo de enxerto renal e processos

36



inflamatorios para-vesicais (19). A presenca de hematuria pode ser observada

nas cistites e pielonefrites, e raramente € observada em uretrites (15).

1.4.1 Infeccao urindria na crianca

A infecgdo do trato urinario (ITU) é entre a populagdo pediatrica, uma
das causas mais frequentes de doenca aguda (20), com prevaléncia de 5% em
criancas febris, e constitui a segunda causa de internacdao hospitalar nesta

faixa etaria (21).

Na realidade, deve-se considerar a possibilidade da presenca de ITU em
todas as criancas com quadro de febre na auséncia de um foco infeccioso
identificado (22). Em criangas febris com idades compreendidas entre 2 meses
e 2 anos, a prevaléncia de ITU é por volta de 5% (20). Nos primeiros 2 a 3
meses de vida acomete preferencialmente o sexo masculino (22). Apos este
periodo as meninas sdo acometidas por ITU com uma frequéncia 10 a 20
vezes maior que os meninos (23). Estima-se que 8% das meninas e 2% dos

meninos apresentarao, no minimo, um episédio de ITU.

Sao fatores de risco para infecgao urinaria recorrente a presenga de ma
formacao urinaria e dano renal. Panaretto et al 1999, avaliaram a freqiéncia de
recorréncia de ITU em uma populacao de 261 criancas, com idade inferior a 5
anos, com seguimento de um ano apods o diagnostico de primo-infeccao e
encontraram 46 episédios de recorréncia em 34 criangas sendo que

recorréncia multipla ocorreu em 14 destas (24).
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Outros estudos avaliaram a associagdo entre a espécie bacteriana
isolada na primo-infec¢do urinaria na infancia, em uma urina obtida por puncéo
suprapubica ou cateterizagdo uretral, e a presengca de anormalidades em
estudos subsequientes de imagem. As infecgdes urinarias foram causadas em
cerca de 80% por Escherichia coli e o refluxo vesico-uretral (RVU) foi
diagnosticado em 30% dessas infecgcdes. Nos pacientes com primo-infeccéao
urinaria, causada por Klebsiella spp. ou Enterococcus spp., a freqiiéncia de
diagnéstico de RVU foi praticamente o dobro, e a necessidade de
procedimentos cirurgicos foi quatro vezes maior do que no grupo com

infecgdes causadas por Escherichia coli (25).

Um estudo realizado no servico de Nefrologia da Santa Casa de Séao
Paulo observou que, das 372 criangas com suspeita de ITU, o diagnéstico foi
confirmado em apenas 60% dos pacientes. A analise de 66 casos de "falsa
ITU" mostrou que a coleta inadequada de urina para cultura foi a principal
causa de erro no diagnostico (59% dos casos), seguido pela presenca de
leucocitos com resultados negativos de urocultura (47%). A coleta de urina por
jato médio ou saco coletor, em meninas com leucorréia, foi responsavel pela
contaminagdo em 23% dos casos de "falsa ITU". A coleta domiciliar de urina,
realizada pela propria mée, também foi importante fator de contaminacéo da

urina e consequente "falsa ITU” (26).

1.4.2 Infeccao urinaria na gestante

A infecgdo do trato urinario tem maior probabilidade de ocorrer em

mulheres devido as condigdes anatémicas, em virtude de a sua uretra ser mais
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curta que a do homem e mais préxima da area vulvar e perianal, tornando a
contaminagdo mais provavel (12,27). Aproximadamente 30% das mulheres
apresentarao pelo menos um episédio de ITU no decorrer de suas vidas.
Existem outros fatores que aumentam esse risco: episoddios prévios de cistite,
ato sexual, uso de certas geléias espermicidas, gestacdo, numero de

gestacoes, diabetes e higiene deficiente (11).

Em gestantes, a infeccdo urinaria é ainda mais preocupante quando
assintomatica, pois justamente por passar despercebida, esta condicdo pode
levar ao parto prematuro do bebé e a hospitalizagdo da gestante. Acomete
cerca de 30% a 40% das mulheres gravidas (no primeiro trimestre), que sem
tratamento, poderdo desenvolver pielonefrites (25% a 57% dos casos) com
risco de parto prematuro, e muitas vezes aborto. Além disso, 1% a 2% das
gravidas desenvolverdo bacteridria mais tarde durante o curso da gravidez

(28).

Nota-se, também, principalmente nas gestantes portadoras de refluxo
vesico-ureteral com cicatrizes renais pregressas, maior tendéncia a surtos de
pielonefrite. Existe ainda maior risco de doenca hipertensiva especifica da
gestacado (DHGE) e de nascimento de recém-nascidos prematuros ou de baixo
peso, 0S quais apresentardo risco até quatro vezes maior que o habitual de
ITU, no periodo neonatal. Demonstrou-se que esses lactentes, portadores de
ITU neonatal, albergam no intestino grosso as mesmas bactérias patogénicas

encontradas na microbiota materna (29).
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1.4.3 Infec¢ao urinaria no idoso

A proporgao de pacientes idosos com mais de 65 anos € crescente e
doencas relacionadas a esta faixa etaria passaram a ter grande interesse
médico-social. As infecgdes do trato urinario sdo as infec¢des bacterianas mais
comuns em populagdes idosas e sua freqiiéncia aumenta com a idade, sendo
as mulheres as que apresentam maior taxa de hospitalizagdes por pielonefrites;

é responsavel também por altas taxas de morbimortalidade (30).

No homem idoso, além da doenca prostatica (obstrugao do fluxo urinario
com consequlente esvaziamento vesical incompleto), a ITU pode ser decorrente
de estreitamento uretral e outras anormalidades anatémicas. Na mulher idosa,
além da menopausa (auséncia de estrogeno facilita a colonizagdo por
bactérias, pois este promove o acumulo de glicogénio pelas células epiteliais, o
que favorece o crescimento de lactobacilos que reduzem o pH vaginal
tornando-o hostil para bactérias gram-negativas como as enterobactérias).
Alteracbes anatomofuncionais da bexiga relacionadas ou ndo a multiparidade,
como cistocele, o proprio acumulo de infec¢des recorrentes, acabam por

também aumentar a incidéncia de ITU nesta faixa etaria (23).

E observado também um aumento da incidéncia se for considerado o
tempo de internacdo prolongado, comum nessa faixa etaria, o qual pode
associar-se a necessidade de procedimentos invasivos, tais como sondagem
vesical de demora, a alta prevaléncia de incontinéncia fecal e incontinéncia
urinéria (30). O uso de fraldas pode levar a uma colonizagéo polimicrobiana, e
em varios casos, ocorre ITU com patégenos ndo usuais associados a

uropatogenos (31).
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1.5 Tipos de coleta para amostras de urina

A urina na bexiga é um liquido estéril, porém a contaminacao ocorre
durante a miccao através do contato da urina com a microbiota presente na
uretra, perineo e vagina. Portanto € muito importante fornecer instru¢des claras

aos pacientes tornando a coleta de amostra mais adequada (32).

A coleta pode ser orientada (apds receber as orientagdes, o paciente €
capaz de realiza-la sem necessidade de supervisdo direta), supervisionada
(envolve a participagcdo de pessoal treinado para acompanhar / auxiliar /
realizar a coleta) ou assistida (que requer participacdo ativa de pessoal
treinado / habilitado como é o caso das coletas através de saco coletor,

sondagens e puncao suprapubica) (32).

O tipo de coleta mais comumente realizado para amostras de urina e
recomendada para exames de rotina € a coleta de miccdo espontanea (jato
médio). Recomenda-se que homens e mulheres fagam a higienizagdo da

regido periuretral antes da coleta da amostra de urina (19, 32, 33).

Especialmente em criangas, a sondagem vesical é muitas vezes
necessdria para a coleta de urina. A técnica deve ser realizada por pessoas
treinadas (profissionais de enfermagem) e com métodos assépticos para evitar

o risco de introdug¢ao de micro-organismos na urina (32,33).

A puncao suprapubica € um procedimento médico, sendo considerado o
método “gold standard” para coleta de amostras de urina (15, 19, 33). Este
método é recomendado para o diagndstico correto de ITU em recém-nascidos

e criangas pequenas, quando o resultado de cultura de urina obtido por outros
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métodos sdo dificeis de interpretar ou quando ha a suspeita de infeccao

causada por bactérias anaerdbicas (32).

A coleta por saco coletor € realizada principalmente para amostras de
criangas pequenas, quando se quer descartar ITU, antes de usar métodos mais
invasivos. Culturas negativas fornecem informacdes de diagndéstico util, mas a
analise de um significativo crescimento (contaminacdo ou resultados falsos-
positivos) deve ser confirmado com aspirado suprapubico ou cateterismo

(15,19,32).

Pacientes com urostomias necessitam de procedimentos especiais para
coleta de urina. A urostomia é a criagao cirurgica de uma abertura artificial
(estoma) dos condutos urinérios na parede abdominal. As urostomias cutaneas
sd0 as mais comuns e incluem as cistostomias / vesicostomias (comunicagao
entre a bexiga e o meio exterior), ureterostomias (comunicagéo entre o ureter e
o0 meio exterior) e nefrostomia (comunicacao entre a pelve ou calice renal e o
meio exterior). Nestes casos a urina pode ser coletada através sondagem da
prépria urostomia ou com uso de sacos coletores caso haja diurese

espontanea (19,32).

1.5.1 Transporte e conservacao das amostras de urina

O transporte das amostras de urina deve ser realizado o mais rapido
possivel, se ndo puder ser enviado nas primeiras 2 horas apds a coleta, a
amostra é recolhida e armazenada a 4C por até 24 horas, e nunca deve ser

congelada (15,32).
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Se as amostras ndo puderem ser armazenadas em geladeiras e o
transporte ndo acontecer em até 2 horas, pode ser utilizado um tubo de
transporte com conservante contendo 0,5mL de acido bdrico ou acido bérico
sodico liofilizado (15, 19, 32). Os tubos devem ser preenchidos com pelo
menos 3mL de urina para evitar um efeito inibidor sobre 0os micro-organismos.
A partir do momento que as amostras foram processadas, elas podem
permanecer refrigeradas por até 48 horas, caso seja necesséaria posterior

confirmagéo (32).

1.6 Meios de Cultura

A urocultura € o cultivo de urina para verificar a presenga de micro-
organismos, mais particularmente bactérias, localizados na urina, uretra e nos
rins. Bacteritria é considerada por muitos clinicos como sendo um marcador
definitivo para ITU. Estudos feitos nos anos 50 observaram que uma contagem
de 10° UFC por mL de urina era indicativo de ITU (18,19). A valorizacdo dos
sintomas de ITU deve prevalecer e, portanto nos casos sintomaticos,

contagens de 10* UFC/mL ou até menores, podem sugerir ITU (19,35).

Os meios de cultura rotineiramente utilizados para auxiliar no diagnéstico

dos uropatégenos podem ser divididos:

e Meios seletivos: Meios de cultura que possibilitam o crescimento de

enterobactérias ( 4gar sangue e meio MacConkey) (19, 32, 33);

e Meios diferenciais: Meios adaptados para identificacdo de micro-

organismos causadores de ITU (meio CLED) (19, 32, 33);
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e Meios diferenciais ndo seletivos: Meios de cultura que contém varios
substratos permitindo a identificacdo presuntiva de muitos uropatégenos
através da mudanca de pigmentacao de cada colbnia ou da coloracao do agar
(meio Chromagar). Isso se deve a degradagdo de enzimas bacterianas
especificas. Sua efetividade é satisfatéria se compararmos com o meio CLED,

além disso, tem a vantagem de detectar facilmente colénias mistas (19, 32, 34).

Tem sido possivel observar, na maioria dos laboratérios clinicos, que
uroculturas com crescimento polimicrobiano séo tratadas como contaminagoes.
E evidente que a contaminacdo de amostras ainda é algo muito comum, até
pela falta de informacéo dada ao paciente em qualquer servigo, seja hospitalar
ou ambulatorial. Apesar de as infecgdes urinarias polimicrobianas nao serem
muito comuns, porém ndo sao raras, especialmente quando se trata de
pacientes em situacdes especificas, como por exemplo, pielonefrite, prostatite

e cateterismo urinario, nas quais a incidéncia aumenta consideravelmente (36).
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2. JUSTIFICATIVA

A infecgéo do trato urinario pode acometer pessoas de ambos 0s sexos
e em qualquer faixa etdria, mas alguns individuos possuem maior
suscetibilidade a essa patologia: criancas e idosos, podendo também associar-
se com o periodo gestacional (11, 15, 16, 19, 32). E considerada a segunda
maior causa de consultas médicas no mundo, sendo que sé nos Estados
Unidos é responsavel por cerca de 5,5 a 7 milhdes de consultas médicas
anuais, resultando em um custo de aproximadamente 1 bilhdo de délares por

ano (37).

Também no Brasil, o nUmero de pacientes com infec¢ao do trato urinario
€ bastante relevante onde um numero significativo de consultas clinicas deve-
se a esta infecgdo. A ocorréncia do patégeno causador de ITU pode variar e o
perfil de suscetibilidade requer monitoramento para fornecer informagdes para
novas orientacbes de opgbes terapéuticas (38). Uma das principais
preocupagdes quanto ao uso de medicamentos estd relacionada a utilizagao
indiscriminada de antimicrobianos. O aumento da resisténcia bacteriana a
varios agentes antimicrobianos acarreta dificuldades no controle de infecgbes e
contribui para o aumento dos custos do sistema de saude e dos proprios
hospitais. Na maioria dos casos, os profissionais da saude prescrevem
antimicrobianos antes do resultado da urocultura, simplesmente com base nos
dados epidemiologicos que citam a Escherichia coli como o principal agente

etiologico de ITU (39,40).
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A urocultura é considerada o padrao ouro do diagnostico de ITU e
importante para guiar a terapia antibidtica. Dada a sua importancia no
diagndstico etiolégico da ITU, é o teste microbiolégico mais comum na pratica
laboratorial, embora seja um procedimento demorado e de custo relativamente
elevado. Varios testes de triagem foram concebidos para o diagnéstico rapido
da ITU. Para que tenham impacto clinico, as triagens rapidas de urina devem
proporcionar resultados imediatos a fim de melhorar o atendimento aos
pacientes, fornecendo um diagndstico presuntivo e reduzindo o uso empirico

de antibidticos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

O objetivo do estudo foi avaliar a aplicagdo do sistema automatizado
LabUMat/UriSed como método de triagem para a investigacao de infecgdo no

trato urinario.

3.2 Objetivos Especificos

1. Validar um método automatizado baseado em analise digital de
imagens para realizacdo da andlise dos elementos figurados presentes no

sedimento urinario;

1.1. Comparar os resultados da metodologia automatizada com os

resultados da metodologia manual (microscopia optica).

1.2. Calcular o coeficiente de variagcdo intra e inter-ensaio do

equipamento LabUMat/UriSed.

2. Validar a aplicagdo da urindlise automatizada como método de

triagem para infeccao do trato urinario;

2.1. Selecionar um conjunto de parametros urinarios e estabelecer

valores de corte significativos para infeccao do trato urinario;

2.2. Comparar os parametros selecionados com os resultados das

uroculturas.
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4. MATERIAS E METODOS

4.1 Aspectos Eticos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, com protocolo numero 402/2010

(CAAE: 0302.0.146.000-10) (Anexo 1).

Como este estudo teve o objetivo de avaliar o desempenho de um
sistema integrado de automacao urinaria ( exames fisico-quimico e sedimento)
baseado na captura e reconhecimento de imagens nao foram solicitados
procedimentos e/ou amostras adicionais para nenhum paciente, como também
ndao houve nenhum contato dos pesquisadores com qualquer paciente. O
material utilizado foi aquele enviado para realizagdo da andlise laboratorial
solicitada pelo médico responséavel pelo paciente. Vale ressaltar que todas as
técnicas descritas no projeto fazem parte da rotina do diagnéstico laboratorial
de infeccdo urinaria, ndo tendo sido necessaria a realizagdo de nenhuma
metodologia adicional. Ap6s a emissao do laudo final dos exames as amostras
foram descartadas de acordo com a RDC 306/04 (41) e a RDC 302/05 (42),
resolucées da ANVISA, que dispdem sobre Regulamento Técnico para o
gerenciamento de residuos de servicos de saude e Regulamento Técnico para
funcionamento de Laboratérios Clinicos, respectivamente. O descarte de
material bioldgico de acordo com essas RDCs ja € um procedimento de rotina

dentro dos Laboratérios da Divisdo de Patologia Clinica do HC/UNICAMP.
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Os dados sobre uma possivel patologia de base dos pacientes

analisados foram obtidos através de prontuarios consultados no SAM. Todos

os dados observados foram mantidos sob sigilo absoluto.

DISPENSA DO TERMO DE CONSENTIMENTO

Como a pesquisa ndo envolvia o contato direto com os pacientes

tampouco modificagcbes de tratamento, diagndésticos e/ou a necessidade de

procedimentos adicionais para os sujeitos envolvidos, solicitou-se ao Comité de

Etica e Pesquisa da FCM - UNICAMP a dispensa da apresentacdo do Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido.

4.2

Material

DESENHO DO ESTUDO:

O estudo foi realizado no periodo de agosto de 2010 a julho de 2012:

>

>

validagao do equipamento LabUMat/UriSed;

escolha dos parametros urinarios para estabelecer um algoritmo
para triagem de ITU;

selecionar as amostras de pacientes;

andlise automatizada da urina;

semeadura das amostras em meio CLED;

comparacao dos resultados (Padrdao Ouro e Automacao);

proposta de um algoritmo para triagem de ITU.
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Para a validagdo do equipamento automatizado LabUMat / UriSed foram
avaliadas 400 amostras de urina de pacientes (262 amostras do sexo feminino
e 138 amostras do sexo masculino) de ambulatorios e enfermarias do Hospital
de Clinicas da UNICAMP. A idade variou de 2 a 91 anos (mediana = 41 anos).

Para o estabelecimento do algoritmo para triagem de infeccdo do trato
urinario foram analisadas 5.580 amostras de urina (jato médio ap6s assepsia)
de pacientes adultos e criancas com uma ampla faixa etaria, de ambos os
sexos, provenientes de ambulatorios e enfermarias do Hospital de Clinicas da
UNICAMP. As amostras de urina foram encaminhadas a Divisdo de Patologia
Clinica do HC/UNICAMP para as andlises: fisico-quimica, do sedimento
urindrio (realizadas na sec¢ao de Liquidos Biolégicos) e urocultura (realizada na

secao de Microbiologia Clinica).

Critérios de Inclusao:

Amostras de urina com solicitacbes médicas para os exames de Urina |
e Urocultura.

Criterios de Exclusao:

Materiais insuficientes para analise e pacientes sem solicitacao

médica para o exame de urocultura.

4.3 Método

O trabalho consistiu na comparacao de resultados das analises de rotina

realizadas no sistema LabUMat/UriSed (sistema automatizado para andlise de
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urina) com os resultados das uroculturas cujas amostras de urina foram
semeadas de forma quantitativa em meio CLED.

Comparou-se os parametros nitrito (reagcdo de Griess), leucdcito-
esterase (atividade de esterase de granuldcitos), contagem de leucdcitos,
contagem de bactérias e contagem de leveduras com os resultados das
uroculturas a fim de se estabelecer um algoritmo que permitisse um diagnostico
presuntivo de ITU. O estudo foi realizado em 3 etapas distintas a fim aumentar
a sensibilidade e o valor preditivo negativo do algoritmo. Os dados clinicos dos
pacientes foram obtidos através dos seus prontudrios arquivados no Servigo de

Arquivo Médico (SAM) do Hospital de Clinicas da UNICAMP.

4.3.1 Analise pelo equipamento LabUMat/UriSed

Todas as amostras foram testadas utilizando o sistema automatizado
LabUMat / UriSed (77 Elektronika Kft, Budapeste, Hungria) que consiste de
dois analisadores integrados: LabUMat e UriSed.

LabUMat é um analisador automatizado de tiras reagentes de facil
operacao. O operador insere as tiras do fabricante no equipamento (LabStrip
U11Plus) em uma bandeja do prendedor de tiras e coloca o suporte com tubos
de teste com amostras de urinas na unidade de agitacdo do suporte. O restante
do processo € realizado pelo instrumento. As tiras caminham na esteira
movimentada por cilindros. Apds a introducao na amostra e avaliagao, elas sao
jogadas no cesto de lixo na parte lateral interna do instrumento. O LabUMat
trabalha pelo método de fotometria de reflexdo. O interior do leitor de tiras é
iluminado com luz branca e a luz refletida da tira € detectada por um sensor de

cor. Uma imagem digitalizada € processada por um programa interno que
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localiza as amostras e entdo com base na informacao da onda de luz refletida,
sdo calculados os valores de parametros de componentes da urina, como
resultado da avaliagdo. Este analisador pode armazenar até 10.000 registros
(43, 44, 47).

O UriSed é um analisador automatico para andlise de sedimento
urinario, que possui um software de processamento de imagem com
identificacdo e classificacdo de até 15 diferentes particulas. As particulas
detectadas na urina sdo: Hemacias (RBC), Leucécitos (WBC), Cilindro Hialino
(HYA), Cilindro Patolégico (PAT), Células de Epitélio Escamoso (EPI),
Pequenas Células Redondas (SRC), Bactérias (BAC), Leveduras (YEA),
Cristais (CRY), Monohidrato de Oxalato de Calcio (CaOxm), Dihidrato de
Oxalato de Calcio (CaOxd), Acido Urico (URI), Fosfato Triplo (TRI), Muco
(MUC) e Espermatozéides (SPMR). Outras particulas podem ser identificadas
pelo usuario, pois as imagens obtidas sdo muito proximas as de um
microscoépio. Através de uma pipeta o UriSed homogeneiza a amostra (volume
minimo de 2,0mL de urina) e aspira 0,2mL que sao transferidos para as
cuvetas descartaveis. Tanto a parte externa quanto a parte interna da pipeta
sdo lavadas com agua tipo IFW (Instrument Feed Water). As cuvetas que
contém as amostras de urina em seu interior sdo transferidas para uma
centrifuga localizada no interior do equipamento, onde sdo centrifugadas em
2000 rpm por 10 segundos. A cuveta contendo a amostra € colocada na
posi¢cdo de microscopia, a cdmera interna ajusta o foco e a imagem é obtida. A
cuveta é movida para a proxima posicdo de microscopia e paralelamente a
camera é novamente focada, isso ocorre em numero pré-definido de vezes,
obtendo-se 15 imagens. A avaliacdo das imagens é baseada em tecnologia de

rede neural, comparando-as com o0 banco de imagens presentes no
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instrumento. Apds este procedimento as imagens sdo arquivadas e avaliadas
por um software especifico sendo exibidos as imagens e os resultados,
expressos em numero de elementos por campo. Os dados sédo enviados para
um computador acoplado ao sistema e a cuveta utilizada é descartada (43, 45,
46, 47).

A figura 1 mostra um exemplo de uma tela de trabalho apds a analise da

urina realizada pelos modulos LabUMat e UriSed em conjunto.
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Figura 1: Tela de trabalho apds a analise de um exame de urina (46).

A figura 2 mostra como é exibida a andlise do sedimento urinario pelo

moddulo UriSed através do processamento de imagens, com a identificacéo e
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classificacdo de particulas encontradas na urina. Neste caso, a imagem mostra
a classificacdo da particula leucocito (WBC). Esta classificagdo automatica

pode ser revista e editada manualmente pelo analista.

DATE © 2009.10.30. 15:26:57
I 20277

Figura 2: Classificacdo da particula leucdcito pelo médulo UriSed (46).

4.3.2 Validacao do sistema automatizado LabUMat / UriSed

Como o estudo foi baseado na avaliagdo de um método automatizado
(LabUMat / UriSed) para a triagem de urocultura, se fez necessario,
primeiramente, validar o mesmo. A validacao teve como finalidade documentar
o desempenho do equipamento em relagdo a exatiddo, precisao e intervalo

analitico e permitiu concluir que este equipamento funciona da forma esperada
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proporcionando resultados adequados. Para tanto foram realizados estudos de
carreamento, precisao, reprodutibilidade (anexos 2, 3 e 4) e comparagado com a

microscopia ética comum.

4.3.3 Analise Microbioldgica

A escolha dos meios de cultura para a andlise da urina, bem como o
modelo de semeadura, a incubacdao da amostra em estufa e a andlise do
crescimento bacteriano foram realizados de acordo com o0s critérios
estabelecidos pelo Cumitech 2 - Diagnéstico Laboratorial das Infeccbes do
Trato Urinario (15,16), pelo Termo da ANVISA: Descricao dos Meios de Cultura
Empregados nos Exames Microbioldégicos (48) e pelas normas da ABNT
(Associacao Brasileira de Normas Técnicas — Laboratorio Clinico) (49). Foram
utilizados meios de cultura apropriados para os patégenos habitualmente
pesquisados na urina.

A cultura quantitativa de amostras de urina consistiu na inoculagcéo de
10uL de urina sobre o meio de cultura comercial CLED em placa de Petri
utilizando uma alca calibrada. Ap6s a semeadura, as placas contendo a
amostra de urina, foram incubadas em estufa por 24 horas a 37°C. O nimero
de coldnias foi contado e multiplicado por 10® para calcular o nimero de
organismos por mililitro de urina. Neste estudo, um crescimento maior ou igual
a 10° UFC/mL foi considerado como significativo. De acordo com o Cumitech
bacteritria significativa corresponde a uma contagem de bactérias
>10* UFC/mL para testes de triagem para ITU. Devido as caracteristicas
peculiares dos pacientes analisados, neste estudo optamos por utilizar uma

contagem de bactérias inferior ao padronizado.
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Para uma andlise presuntiva dos uropatdégenos, utilizou-se em uma
terceira etapa do estudo, o meio comercial Chromagar. Este meio ja foi
padronizado para a utilizagdo do diagnéstico de infeccdo do trato urinario e o
modo de semeadura e interpretacdo do crescimento bacteriano em meio
Chromagar, € o mesmo do meio de cultura comercial CLED (19, 32,34, 50).

Os testes de suscetibilidade e de identificacdo das bactérias em cultura

positiva foram realizados pelo sistema Vitek Il (BiolabMerieux).

4.3.4 Analise Estatistica

Nas trés etapas do projeto, foi utilizada a curva ROC (curva de
Caracteristicas de Operacdo do Receptor) para a andlise dos parametros
urinérios a fim de se identificar presuntivamente a ITU. Através do calculo da
area da curva ROC foi possivel compreender os parédmetros que possuiam
melhor desempenho em cada etapa. O padrédo ouro utilizado no estudo foi a
urocultura em meio CLED.

Foi utilizado o Teste t de Student para comparar os resultados dos
parametros urinarios com os resultados da urocultura em meio CLED. O valor
de p < 0,05 foi aceito como clinicamente significante para os parametros
analisados.

Outro importante recurso utilizado foi o grafico Boxplot capaz de
demonstrar a diferenca na distribuicdo dos valores obtidos entre as amostras
negativas e positivas. A diferenca na distribuicdo dos valores classificados
como positivos e negativos evidencia a correlacdo existente entre os

parametros do algoritmo e o padréo ouro.
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De forma complementar ao uso da curva ROC, foram calculados os
valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo
negativo e acuracia (tabela 2x2, qui-quadrado). Foi possivel notar que o ajuste
dos valores de corte afetou positivamente o desempenho do algoritmo.

A andlise estatistica utilizou os softwares SPSS® versdo 17 e Microsoft

Office Excel®.
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5. RESULTADOS

5.1 Validacao do equipamento

A primeira etapa da validacdo consistiu no estudo de carreamento
(carryover) com o objetivo de verificar a possivel contaminacao entre amostras
de concentragdes diferentes no sistema automatizado LabUMat / UriSed. Vale
lembrar que o carreamento pode ser responsavel por um erro aleatorio.

O teste de carreamento foi realizado e interpretado de acordo com as
normas da CLIA (6). Os anexos 2 e 3 mostram o protocolo do teste de
carreamento executado na Secdo de Liquidos Bioldégicos da Divisao de
Patologia Clinica do Hospital das Clinicas da UNICAMP.

O célculo é feito a partir das médias das concentragdes de todas as
amostras baixas analisadas ap6s uma amostra baixa (B-B) e a média das
concentragbes de amostras baixas apds uma amostra alta (A-B). De acordo
com as normas da CLIA, o erro permitido € de até 3 desvios padrdes das
concentragoes B-B (6).

A tabela 1 mostra o teste de carreamento realizado no equipamento
LabUMat / UriSed para verificar uma possivel contaminagéo entre as analises
das amostras. Os parametros analisados foram: hemacias, leucdcitos,
leveduras e bactérias. E possivel observar que o teste foi aprovado para todos
0s parametros, ou seja, nao ha carreamento de particulas entre amostras. Esse
resultado era esperado, pois o equipamento utiliza para sua andlise cuvetas

individuais.
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Tabela 1: Estudo de Carreamento

PARAMETROS AVALIADOS

Hemacias Leucocitos Leveduras Bactérias

Carreamento -0,1 -1,24 -0,02 -0,24

Limite de aceitacéo 0,822 2,868 0,915 1,272

Foi realizado o teste de coeficiente de variagao cujo objetivo foi verificar
a medida de dispersdo, ou seja, verificar se ha imprecisdo dos dados
fornecidos pelo sistema automatizado LabUMat / UriSed. O teste de coeficiente
de variacao foi realizado e interpretado de acordo com as normas laboratoriais
para testes de triagem (6). Os anexos 4 e 5 mostram, respectivamente, 0s
protocolos dos testes de coeficiente de variagdo intra-ensaio e inter-ensaio.
Esses testes foram executados na Sec¢ao de Liquidos Biolégicos da Divisdo de
Patologia Clinica do Hospital de Clinicas da UNICAMP.

A tabela 2 mostra o teste de coeficiente intra-ensaio para os parametros

hemacias, leucécitos e bactérias para contagens baixas e altas.

Tabela 2: Precisao do UriSed intra-ensaio em relagao aos parametros

hemacias, leucocitos e bactérias

Parametros

Valores obtidos Hemacias * Leucocitos * Bactérias*

baixo alto baixo alto baixo alto
Média 25,7 189,2 11,7 64,7 23,2 87,2

DP 2 5,9 1,2 6,9 2,3 13

CV (%) 8 3 10 11 10 15
Minimo 20,6 182 9 56,4 17,4 62,5
Maximo 28,8 202,9 13,7 82,9 28,8 117,8

*contagem/campo, DP = Desvio-padrao, CV = coeficiente de variagao.
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De acordo com as normas laboratoriais (6), é possivel observar que
todos os parémetros propostos para a andlise apresentaram um coeficiente
intra-ensaio aceitaveis, ou seja, demonstra uma baixa dispersdo bem como
uma elevada precisdo do sistema analitico para a dosagem desses
parametros.

A tabela 3 mostra o teste de coeficiente inter-ensaio para os parametros
hemacias, leucécitos e bactérias para contagens baixas e altas.

Tabela 3: Reprodutibilidade do UriSed inter-ensaio em relacao aos
parametros hemacias, leucécitos e bactérias

Parametros

Valores obtidos Hemacias * Leucocitos * Bactérias*

baixo alto baixo alto baixo alto
Média 9,9 95,8 16,1 79,9 49,2 169,8
DP 2 7,7 2,4 10,6 8 26,2

CV (%) 20 8 15 13 16 15
Minimo 7 79,6 12,6 56,8 32,3 135,3
Maximo 13,5 110 20,2 96,6 64,7 249,5

*contagem/campo, DP = Desvio-padrao, CV = coeficiente de variacéo.

De acordo com as normas laboratoriais (6), € possivel observar que
todos os parametros apresentaram um coeficiente inter-ensaio aceitaveis, ou
seja, ha uma reprodutibilidade aceitavel do sistema analitico para a dosagem
desses parametros.

Foi realizada uma comparacao entre a microscopia urinaria manual e a
microscopia urinaria realizada no sistema automatizado LabUMat / UriSed. A
tabela 4 mostra os valores de alguns parametros: hemacias, leucécitos,
cilindros, cristais e bactérias em relacdo aos valores de concordancia,

sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo.
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Tabela 4: Comparacdo da Microscopia Optica com o equipamento
LabUMat / UriSed

Hemacias Leucodcitos Cilindros Cristais Bactérias

Sensibilidade (%) 74.6 72.0 25.8 100.0 69.4

Especificidade (%) 98.8 97.6 98.8 100.0 85.0

VPP (%) 94.0 93.5 81.0 100.0 68.8

VPN (%) 95.9 92.0 87.0 100.0 86.2

Concordancia (%) 95.0 91.2 86.6 100.0 80.1
2 269.812 242.585 245.834 397.000 120.247

<0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

VPP= valor preditivo positivo; VPN = valor preditivo negativo.

E possivel observar alta correlagdo para a contagem de hemacias e
leucocitos, em ambos os métodos. H4 uma baixa sensibilidade observada na
analise dos cilindros, isso pode ser devido a diferenca da contagem entre
microscépio (realizada em todos os campos entre lamina e laminula) e a
contagem padrdo do mdodulo UriSed (realizada em 15 campos). Por outro lado,
o analisador detectou todos os cristais mais comuns que aparecem na rotina do

exame de urina.

5.2 Estabelecimento do algoritmo para triagem de ITU

Para o estabelecimento de algoritmo para a triagem de ITU, foram
analisados os seguintes parametros urinarios: nitrito, leucocito-esterase,

contagem de leucdcitos, contagem de bactérias e presenga de leveduras. A
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escolha dos parametros foi feita baseada em estudos similares que utilizaram
0S mesmos parametros como teste de triagem para o exame de urina (51, 52,

53, 54, 55).

12 etapa:

Ap6s 0 processo inicial de validacdo do sistema analitico, foram
estudadas retrospectivamente 2126 amostras de urina (jato médio apds
assepsia) de pacientes com idades de 1 a 93 anos (média: 42,5 anos, desvio
padrao: 20,5 anos e mediana: 43 anos). Foram analisadas 1372 amostras de
urina de pacientes do sexo feminino e 754 amostras de urina do sexo
masculino. Os pacientes do estudo eram provenientes de ambulatorios
(n=1798) e enfermarias (n=328) do Hospital de Clinicas da UNICAMP. As
amostras de urina foram submetidas a analise fisico-quimica e do sedimento
através do equipamento automatizado (LabUMat/UriSed) e a cultura
quantitativa em meio CLED.

Nesta primeira etapa, para um diagnostico presuntivo de ITU, foram
considerados 0s seguintes parametros urinarios: contagem de bactérias
>11/campo, contagem de leucécitos >5/campo, presenca de leveduras além de
nitrito e leucécito-esterase positivos. A positividade de pelo menos um destes
critérios classificava a amostra como “triagem positiva”.

Na figura 3, é possivel observar o perfil das amostras encaminhadas
para urocultura na Se¢ao de Microbiologia Clinica. As imagens correspondem
as amostras de urina obtidas pelo médulo UriSed e consideradas positivas para

a triagem de ITU.
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Figura 3: Triagem positiva — amostras encaminhadas para urocultura: (A=
presenca de leveduras e leucdcitos; B = presenca de bactérias e leucdcitos).

A contagem de colbnias foi feita na superficie do meio CLED, as
amostras consideradas positivas apresentavam uma quantificacdo > 10°
UFC/mL de urina em cultura pura. A figura 4 mostra a contagem de col6nias

realizadas na superficie do meio CLED.

Figura 4: Contagem de colénias em meio CLED
A: < 10° UFC/ml (negativo); B: 10° UFC/ml; C: 10° UFC / ml; D: > 10° UFC/m.

A incidéncia de uroculturas positivas nesta etapa foi de 15% (n = 318). A
tabela 5 mostra todos os micro-organismos isolados das amostras de urina
submetidas a andlise automatizada. E possivel observar, separadamente, os
micro-organismos isolados em amostras classificadas como positivas e

negativas pelo equipamento automatizado LabUMat/UriSed.
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Tabela 5: Resultados positivos da urocultura comparados com a avaliagdo do

LabUMat/UriSed na Etapa 1.

AVALIAGAO LABUMAT/ URISED (n = 318)

MICRO-ORGANISMOS POSITIVOS (n=287) NEGATIVOS (n = 31)
ISOLADOS
EM CULTURA

N % N %

GRAM POSITIVOS

Enterococcus spp. 4 1,4 1 3,2
Staphylococcus spp. 7 2,4 1 3,2
Streptococcus spp. 1 0,3 - -

GRAM NEGATIVOS

Acinetobacter spp. 6 2,1 1 3,2
Citrobacter spp. 6 2,1 1 3,2
Escherichia coli 155 54 9 29
Enterobacter spp. 6 2,1 2 6,4
Klebsiella spp. 34 12 2 6,4
Morganella spp. - - 1 3,2
Proteus spp. 11 4 2 6,4
Pseudomonas spp. 10 3,5 3 9,7
FUNGOS
Candida spp. 2 0,7 - -
Trichosporon sp. 2 0,7 - -
OUTROS
multiplos micro-organismos* 43 15 8 26

*provavel contaminacao
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A combinagdo dos diversos critérios de triagem mostrou uma
sensibilidade de 90%, um valor preditivo negativo de 97%, especificidade de
55%, valor preditivo positivo de 26% e uma acuracia de 60%. Trinta e uma
amostras consideradas negativas pelo LabUMat/UriSed tiveram resultados
positivos nas uroculturas. Estes casos foram verificados detalhadamente
através da consulta dos prontuarios dos pacientes no SAM do HC da
UNICAMP. Em 50% (n=15) destes casos, os resultados nao foram clinicamente
relevantes (amostras com contaminacdo bacteriana peri-uretral ou pacientes
assintomaticos ndo submetidos a tratamento posterior).

A tabela 6 mostra a correlagdo dos resultados da triagem feita pelo
equipamento LabUMat/UriSed com os resultados da cultura de urina em meio

CLED.

Tabela 6: Correlacdo da Triagem do LabUMat/UriSed com urocultura — Etapa
1.

LABUMAT / URISED UROCULTURA UROCULTURA TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
POSITIVO (*) 287 (26%) 816 (74%) 1103
NEGATIVO 31 (3%) 992 (97%) 1023
TOTAL 318 (15%) 1808 (85%) 2126

(*) leucocituria >5/campo e/ou bacteridria >11/campo e/ou presenga de leucécito-esterase e/ou
nitrito e/ou leveduras.

Foi utilizada a curva ROC para a analise do desempenho de cada
parametro urinario com relacdo a sensibilidade e especificidade. A figura 5

mostra a curva dos parametros na primeira etapa.
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Figura 5: Curva ROC da etapa 1

A curva ROC da etapa 1 mostra um bom desempenho para os
parametros contagem de bactérias (Bactérias UriSed) e contagem de
leucocitos (Leucécitos UriSed). Quanto mais afastada a curva dos parametros
estiver da linha de referéncia (linha vermelha), melhor serd seu desempenho
para o teste de triagem para urocultura.

A distribuicAdo dos valores dos parametros contagem de bactérias e
contagem de leucocitos foi analisada atraves do grafico Boxplot e podem ser

observadas, respectivamente, na figura 6 e figura 7.
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Figura 6: Grafico Boxplot — Contagem de bactérias da Etapa 1:
Contagem de bactérias (Bactérias UriSed) utilizando o mddulo UriSed versus
quantificagdo em UFC/mL de urina em urocultura (meio CLED).
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Figura 7: Grafico Boxplot — Contagem de leucdcitos da Etapa 1:
Contagem de leucdcitos (Leucdcitos UriSed) utilizando o modulo UriSed versus
quantificagdo em UFC/mL de urina em urocultura (meio CLED) .
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A distribuicdo dos valores dos parametros urinarios (contagem de
bactérias e contagem de leucécitos) em comparagdo com os resultados da
urocultura em meio CLED mostrou que ha uma correlagao entre os parametros
e 0 padrao ouro.

A tabela 7 mostra os valores da média e do desvio padrdo de cada
parametro urinario utilizado para a analise total da populacado na etapa 1. Além
disso, é possivel observar a andlise desses parametros na populacao

classificada como negativa e positiva para a contagem quantitativa em meio

CLED.
Tabela 7: Analise dos parametros urinarios — Etapa 1.
UROCULTURA EM MEIO CLED

A TOTAL NEGATIVO  POSITIVO
PARAMETROS (n=2126) (n=1808) (n=318) p
Bactérias UriSed 22143 14+19 7088  0,0000017
Leveduras UriSed 0,28+7 0,08+1 1,418 0,00014
Leucécitos UriSed 10+36 4,12+18 44173 0,0000013
Nitrito LabUMat 0,05+0,22 0,01%0,1 0,29+0,45 0,12

Leucocitos LabUMat 0,41+0,78 0,26%0,62 1,22+1,09 0,15

Dados = Média + DP
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Foi utilizado o Teste t de Student para comparar cada parametro urinério
com o padréo ouro (urocultura em meio CLED): houve diferengas significativas
(p=0,0000017) em Bactérias UriSed, (p=0,00014) em Leveduras UriSed e
(p=0,0000013) em Leucécitos UriSed. Nos demais parametros nao houve
diferenca significativa: Nitrito LabUMat (p=0,12) e Leucécitos LabUMat

(p=0,15).

22 etapa

Ap6s a andlise da primeira etapa, deu-se seqiiéncia ao cronograma
estabelecido quando foram analisadas prospectivamente amostras de urinas
de pacientes provenientes de ambulatérios e enfermarias do HC da UNICAMP.
O intuito desta nova analise era testar na rotina laboratorial os valores de corte
inicialmente estabelecidos da etapa anterior. Foram analisadas 2075 amostras
de urina (jato médio apds assepsia) de pacientes com idades de 1 més a 94
anos (média: 42,2 anos, desvio padrdo: 20,3 anos e mediana: 42 anos).
Destas, 1359 amostras de urina de pacientes eram do sexo feminino e 716
amostras de urina eram do sexo masculino. Os pacientes do estudo eram
provenientes de ambulatorios (n = 1790) e enfermarias (n= 285) do Hospital de
Clinicas da UNICAMP. Todas as amostras foram submetidas a analise fisico-
quimica e do sedimento através do equipamento automatizado

(LabUMat/UriSed) e a cultura quantitativa em meio CLED.

Apés as anadlises procedeu-se a modificacdo de alguns parametros
inicialmente estabelecidos para triagem de urocultura. Assim, nesta

segunda etapa, para um diagnostico presuntivo de ITU, foram considerados os

seguintes parametros urinarios: contagem de bactérias = 12,5/campo,
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contagem de leucdécitos > 5/campo, presenca de leveduras além de nitrito e
leucocito-esterase positivos (++/+++). A positividade de pelo menos um
destes critérios classificava a amostra como “triagem positiva”. As amostras
que foram consideradas positivas em uroculturas apresentaram uma

quantificagdo maior ou igual a 10° UFC/mI de urina em cultura pura.

Foi observado que uma mudanga no valor de contagem de bactérias
aumentaria a sensibilidade do teste bem como o valor preditivo negativo
aumentando também a especificidade do teste de triagem. Nao foi observada a

presenca de 1+ de leucdcito-esterase isoladamente.

A combinagdo dos diversos critérios de triagem mostrou uma
sensibilidade de 95%, um valor preditivo negativo de 98%, especificidade de

64%, valor preditivo positivo de 33% e uma acuracia de 69%.

A tabela 8 mostra a correlacdo dos resultados da triagem feita pelo
equipamento LabUMat/UriSed com os resultados da cultura de urina em meio

CLED na segunda etapa.

Tabela 8: Correlagdo da Triagem do LabUMat/UriSed com urocultura — Etapa

2,
LABUMAT / URISED UROCULTURA UROCULTURA TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
POSITIVO (*) 310 (33%) 616 (67%) 926
NEGATIVO 28 (2%) 1121 (98%) 1149
TOTAL 338 (16%) 1737 (84%) 2075

(")leucocitiria >5/campo e/ou bacteridria >12,5/campo e/ou presenga de leucdcito esterase
(>2+) e/ou nitrito e/ou de leveduras.
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Foi observada uma alta porcentagem de uroculturas negativas (84%) e
uma baixa porcentagem de uroculturas positivas (16%). Vinte e oito amostras
foram consideradas negativas pelo LabUMat/UriSed e tiveram resultados
positivos nas uroculturas, porém analisando detalhadamente estes casos,
verificou-se que dezesseis destes pacientes (57%) nao foram tratados para
ITU (amostras com contaminacdo bacteriana peri-uretral ou pacientes
assintomaticos nao submetidos a tratamento posterior). Estes casos foram
verificados detalhadamente através da consulta dos prontuarios dos pacientes
no SAM do HC da UNICAMP.

A tabela 9 mostra todos os micro-organismos isolados das amostras de
urina submetidas a analise automatizada. E possivel observar, separadamente,
0S micro-organismos isolados em amostras classificadas como positivas e

negativas pelo equipamento automatizado LabUMat/UriSed.
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Tabela 9: Resultados positivos da urocultura comparados com a avaliagao do
LabUMat/UriSed na Etapa 2.

AVALIAGAO LABUMAT/ URISED (n = 338)

MICRO-ORGANISMOS POSITIVOS (n = 310) NEGATIVOS (n = 28)
ISOLADOS EM CULTURA

N % N %
GRAM POSITIVOS
Enterococcus spp. 16 5 - -
Staphylococcus spp. 16 5 1 3,6
GRAM NEGATIVOS
Acinetobacter spp. 8 3 - -
Citrobacter spp. 3 1 2 7,1
Escherichia coli. 148 48 12 43
Enterobacter spp. 5 2 - -
Klebsiella spp. 32 10 2 7,1
Morganella spp. 3 1 - -
Proteus spp. 7 2,3 4 14,3
Pseudomonas spp. 10 3,2 2 7,1
FUNGOS
Candida spp. 8 3 - -
OUTROS
multiplos micro-organismos* 54 17 5 18

*provavel contaminagéo

Foi utilizada a curva ROC para a analise do desempenho de cada
parametro urinario com relacdo a sensibilidade e especificidade. A figura 8

mostra a curva dos parémetros na segunda etapa.
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Figura 8: Curva ROC da etapa 2

A curva ROC da etapa 2 mostra um bom desempenho para os
parametros contagem de bactérias (Bactérias UriSed) e contagem de
leucdcitos (Leucécitos UriSed). Quanto mais afastada a curva dos parametros
estiver da linha de referéncia (linha vermelha), melhor sera seu desempenho
para a identificagdo presuntiva de ITU. Se compararmos a curva ROC da etapa
1 com a curva ROC da etapa 2, esta mostra uma maior sensibilidade para o
teste de triagem para urocultura.

A distribuicdo dos valores dos parametros contagem de bactérias e
contagem de leucdcitos foi analisada através do grafico Boxplot e podem ser

observados, respectivamente, na figura 9 e figura 10.
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Figura 9: Grafico Boxplot — Contagem de bactérias da Etapa 2:

Contagem de bactérias (Bactérias UriSed) utilizando o mddulo UriSed versus

quantificagdo em UFC/mL de urina em urocultura (meio CLED).
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Figura 10: Grafico Boxplot — Contagem de leucdcitos da Etapa 2:

Contagem de leucdcitos (Leucdcitos UriSed) utilizando o médulo UriSed versus

quantificagdo em UFC/mL de urina em urocultura (meio CLED).
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A distribuicdo dos valores dos parametros urinarios (contagem de
bactérias e contagem de leucécitos) em comparagdo com os resultados da
urocultura em meio CLED mostrou que ha uma correlagao entre os parametros
e o padrao ouro. Porém ao observarmos o perfil da distribuicdo do parametro
Bactérias UriSed na etapa 2 em relagdo ao perfil do mesmo parédmetro na
etapa 1, nota-se que os valores considerados positivos para urocultura,
concentram-se préximos a mediana e ao segundo quartil. O perfil da
distribuigdo do parametro Leucécito UriSed manteve-se semelhante ao da
primeira etapa.

A tabela 10 mostra os valores da média e do desvio padrdo de cada
parametro urinério utilizado para a analise total da populagado na etapa 2. Além
disso, € possivel observar a andlise desses parametros na populagéao

classificada como negativa e positiva para a contagem quantitativa em meio

CLED.
Tabela 10: Analise dos parametros urinarios — Etapa 2.
UROCULTURA EM MEIO CLED

A TOTAL NEGATIVO POSITIVO
PARAMETROS (n=2075) (n=1737) (n=338) p
Bactérias UriSed 19423 14413 47+39  0,00000038
Leveduras UriSed 0,33+6,88 0,051 217 0,00008
Leucécitos UriSed 13140 7126 44+72  0,00000017
Nitrito LabUMat 0,06+0,24 0,01+0,11 0,32+0,47 0,11
Leucdcitos LabUMat  0,32+0,79 0,18+0,6 141,2 0,09

Dados = Média + DP
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Utilizou-se o Teste t de Student para comparar cada parametro urinario
com o padrao ouro (urocultura em meio CLED): houve diferencas significativas
(p=0,00000038) em Bactérias UriSed, (p=0,00008) em Leveduras UriSed e
(p=0,00000017) em Leucécitos UriSed. Nos demais parametros ndo houve
diferenca significativa: Nitrito LabUMat (p=0,11) e Leucécitos LabUMat

(p=0,09).

3¢ etapa

Nesta terceira etapa do estudo, estabeleceu-se um novo valor de corte
para tentar minimizar os resultados falso-negativos e falso-positivos
encontrados nas etapas anteriores. Foram analisadas 1379 amostras de urina
(jato médio apds assepsia) de pacientes com idades de 2 meses a 90 anos
(média: 42,1 anos, desvio-padrao: 19,9 anos e mediana: 41 anos). Sendo que
1006 amostras de urina eram pacientes do sexo feminino e 373 amostras de
urina de pacientes eram do sexo masculino. Os pacientes do estudo eram
provenientes de ambulatérios (n = 1252) e enfermarias (n= 127) do Hospital de
Clinicas da UNICAMP. Todas as amostras foram submetidas a analise fisico-
quimica e do sedimento através do equipamento automatizado

(LabUMat/UriSed) e a cultura quantitativa em meio CLED.

Apbs as andlises da segunda etapa procedeu-se uma nova
modificagcdo em alguns parametros inicialmente estabelecidos para
triagem de urocultura. Assim, nesta nova etapa, para um diagnéstico
presuntivo de ITU, foram considerados o0s seguintes parametros urinarios:
contagem de bactérias > 12,5/campo, contagem de leucécitos >5/campo, e

presenca de leveduras e leucocito-esterase positivos (++/+++). A positividade
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de pelo menos um destes critérios classificava a amostra como “triagem
positiva”. O parametro nitrito isoladamente nao apresentou relevancia para a
triagem, sendo entdo desconsiderado seu uso.

As amostras consideradas positivas para a triagem, segundo 0s novos
valores de corte para os parametros estabelecidos, foram semeadas em meio
Chromagar, somente para a finalidade de se identificar presuntivamente os
uropatdogenos. Porém os resultados foram comparados com as mesmas
amostras semeadas em meio CLED, na rotina laboratorial da Secédo de
Microbiologia Clinica do HC da UNICAMP. As amostras consideradas
negativas, segundo os novos valores de corte foram semeadas em meio CLED.

A contagem de colbnias e a identificacdo presuntiva dos uropatégenos
foram feitas na superficie do meio chromagar. As amostras consideradas
positivas apresentavam uma quantificacdo > 10° UFC/mL de urina em cultura
pura. A figura 11 mostra a contagem de coldnias realizadas na superficie do

meio Chromagar.

Figura 11: Contagem de colénias em meio Chromagar
A: < 10° UFC/ml (negativo); B: 10° UFC/mli; C: 10° UFC / ml; D: > 10° UFC/ml.
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De um total de 1379 amostras analisadas, somente 665 destas (48%)
foram classificadas como positivas para uma triagem de ITU, assim, observou-
se uma reducgao de 52% do total das semeaduras.

A combinacao dos diversos critérios de triagem mostrou um aumento da
sensibilidade (97%) e um aumento do valor preditivo negativo (99%). O valor
preditivo positivo foi de 27%, a especificidade foi de 59% e a acuracia foi de
64%. A tabela 11 mostra a correlagdo dos resultados da triagem feita pelo
equipamento LabUMat/UriSed com os resultados da cultura de urina em meio
Chromagar (comparagdo com as mesmas amostras semeadas em CLED pela

rotina laboratorial) na terceira etapa.

Tabela 11: Correlagdo da Triagem do LabUMat/UriSed com urocultura — Etapa 3.

LABUMAT / URISED UROCULTURA  UROCULTURA TOTAL
POSITIVA NEGATIVA
POSITIVO (*) 179 (27%) 486 (73%) 665
NEGATIVO 5 (1%) 709 (99%) 714
TOTAL 184 (13%) 1195 (87%) 1379

(*) leucocitdria >5/campo e/ou bacteritria >12,5/campo e/ou presenga de leveduras e/ou

leucdcito-esterase positivos (++/+++).

Cinco amostras foram consideradas negativas pelo LabUMat/UriSed e
tiveram resultados positivos nas uroculturas. Analisando detalhadamente estes
casos através da consulta dos prontuarios dos pacientes no SAM do HC da
UNICAMP, observou-se que das cinco amostras classificadas como falso-
negativas, apenas um paciente ndo fez tratamento para ITU. Os outros

pacientes apresentaram ma formacao do trato urinario e foram tratados.
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A tabela 12 mostra a analise comparativa das trés etapas do estudo para
os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor

preditivo negativo e acuracia.

Tabela 12: Analise comparativa das etapas do estudo

Parametros Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
Sensibilidade (%) 90 95 97
Especificidade (%) 55 64 59

VPP (%) 26 33 27
VPN (%) 97 98 99
Acuracia (%) 60 69 64

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo.

Ao longo das trés etapas os valores de corte foram refinados no intuito
de aumentar a sensibilidade e o valor preditivo negativo, além de diminuir a
taxa de resultados falso-negativos.

A tabela 13 mostra os paradmetros urinarios isolados da etapa 3 com
relacdo aos valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo negativo e

valor preditivo positivo.
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Tabela 13: Analise dos parametros isolados — Etapa 3

Parametros Sensibilidade Especificidade VPP (%) VPN (%)
(%) (%)

Leucocito-esterase 34 96 55 90
Leveduras 31 94 45 90
Leucécitos 63 89 47 94

Bactérias 96 60 27 99

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo.

Os parametros leucocito-esterase e levedura, isoladamente, possuem

uma baixa sensibilidade, porém em associagdo com outros parametros, ocorre

um ganho consideravel de sensibilidade evitando a ocorréncia de resultados

falso-negativos.

A tabela 14 mostra todos os micro-organismos isolados das amostras de

urina submetidas a andlise automatizada. E possivel observar, separadamente,

0S micro-organismos isolados em amostras classificadas como positivas e

negativas pelo equipamento automatizado LabUMat/UriSed.
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Tabela 14: Resultados positivos da urocultura comparados com a avaliagdo do
LabUMat/UriSed na Etapa 3.

AVALIACAO LABUMAT / URISED (n = 184)

MICRO-ORGANISMOS POSITIVOS (n = 179) NEGATIVOS (n = 5)
ISOLADOS EM CULTURA

N % N %
GRAM POSITIVOS
Enterococcus spp. 6 3,3 - -
Staphylococcus spp. 5 3 - -
GRAM NEGATIVOS
Acinetobacter spp. 1 0,6 - -
Citrobacter spp. 1 0,6 - -
Escherichia coli 82 46 3 60
Enterobacter spp. 5 3 - -
Klebsiella spp. 18 10 - -
Morganella spp. - - 1 20
Proteus spp. 7 4 1 20
Pseudomonas spp. 3 1,7 - -
FUNGOS
Candida spp. 1 0,6 - -
OUTROS
multiplos micro- 50 28 - -

organismos*

* provavel contaminagao

Foi utilizada a curva ROC para a analise do desempenho de cada
parametro urinario com relacdo a sensibilidade e especificidade. A figura 12

mostra a curva dos parametros na terceira etapa.
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Figura 12: Curva ROC da etapa 3

Se compararmos a curva ROC da etapa 3 com as curvas ROC das
etapas anteriores, nota-se um aumento da sensibilidade para os parametros
contagem de bactérias (Bactérias UriSed) e contagem de leucécitos
(Leucécitos UriSed). Este ganho de sensibilidade deve-se principalmente aos
ajustes dos valores de corte no decorrer das etapas

Foi utilizado o grafico Boxplot para analisar a distribuicdo dos valores
dos parametros contagem de bactérias e contagem de leucdcitos. A
distribuicdo da contagem de bactérias e a distribuicdo da contagem de

leucdcitos podem ser observadas, respectivamente, na figura 13 e figura 14.
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Figura 13: Grafico Boxplot — Contagem de bactérias da Etapa 3:

Contagem de bactérias (Bactérias UriSed) utilizando o médulo UriSed versus

quantificagdo em UFC/mL de urina em urocultura (meio CLED).
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Figura 14: Grafico Boxplot — Contagem de leucdcitos da Etapa 3:

Contagem de leucdcitos (Leucdcitos UriSed) utilizando o médulo UriSed versus

quantificagdo em UFC/mL de urina em urocultura (meio CLED).
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A correlacdo entre os parametros urindrios e o padrdo ouro foi
evidenciada através da analise da distribuicAo dos valores de contagem de
bactérias e contagem de leucdcitos.

Comparando-se o perfil de distribuicdo do parametro Bactérias UriSed
na etapa 3 com as etapas anteriores nota-se que os valores considerados
positivos para urocultura encontram-se préximos a mediana, somente variando
a concentracao das amostras entre o 2°quartil e o 3°quartil.

O perfil de distribuicdo do parametro Leucécito UriSed na etapa 3 foi
semelhante as etapas anteriores, ndo havendo mudanga relevante.

A tabela 15 mostra os valores da média e do desvio padrdo de cada
parametro urinario utilizado para a andlise total da populacdo na etapa 3.
Também ¢é possivel observar a analise desses parametros na populagéao

classificada como negativa e positiva para a contagem quantitativa em meio

CLED.
Tabela 15: Analise dos pardmetros urinarios — Etapa 3.
UROCULTURA EM MEIO CLED
A TOTAL NEGATIVO POSITIVO
PARAMETROS (n=1379) (n=1195) (n=184) p
Bactérias UriSed 23134 17416 6570 0,0000011
Leveduras UriSed 0,2716,11 0,05+1 2+17 0,00017
Leucécitos UriSed 10+£34 5+21 43+68 0,0000016
Nitrito LabUMat 0,05+0,22 0,01+0,1 0,32+0,47 0,08
Leucécitos LabUMat  0,24+0,7 0,1310,5 141,2 0,1

Dados = Média + DP
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Utilizou-se o Teste t de Student para comparar cada parametro urinario
com o padrao ouro (urocultura em meio CLED): houve diferencas significativas
(p=0,0000011) em Bactérias UriSed, (p=0,00017) em Leveduras UriSed e
(p=0,0000016) em Leucdcitos UriSed. Nos demais parametros ndao houve
diferenca significativa: Nitrito LabUMat (p=0,08) e Leucdcitos LabUMat
(p=0,09).
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6. DISCUSSAO

Urinalise compreende as analises fisica, quimica e microscépica da
urina, com o objetivo de detectar doencga renal, do trato urinario ou sistémica,
que se manifesta através do sistema urindrio. E um teste laboratorial
amplamente utilizado na prética clinica, constituindo um dos indicadores mais
importantes de saude e doencga (1).

Trata-se de um dos exames mais antigos de que se tem conhecimento,
mas ainda carece de uma padronizagdo universalmente aceita. Os
componentes do exame de urina incluem a avaliagdo das caracteristicas
macroscopicas (cor e aspecto), fisicas (pH e densidade ou gravidade
especifica), quimicas (através de tiras reagentes), bioquimicas e
microscépicas, além de testes confirmatérios quando necessario (5).
Normalmente ¢é realizado de forma manual, requerendo pessoal com
treinamento especifico, além de ser trabalhoso e demorado. Assim, tém sido
feitas tentativas para reduzir a variabilidade inerente as analises manuais,
melhorando a exatidao e precisdo e economizando o tempo técnico através da
introdugcé@o da automacao do exame de urina (43,56).

A infeccdo do trato urinario (ITU) é a segunda infeccao mais freqliente
em todo o mundo, perdendo apenas para as infecgdes respiratérias (57). A ITU
esta entre as infecgdes mais comumente tratadas em centros de saude e
hospitais (58) e é a doenga mais freqientemente diagnosticada no laboratério
de microbiologia clinica (59).

O padrao ouro para o diagnéstico de ITU é a cultura bacteriana, a qual é
baseada na contagem e identificagdo de bactérias (60,61). A presenca de

micro-organismos sem outras alteragdes no exame de urina nao é especifica
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para o diagnéstico de ITU, pois um alto nivel de bacteridria pode ser devido a
colonizagdo e a contaminagdo e ndo apenas a infeccdo (61,62). Alguns
estudos mostram o uso de alguns parametros urinarios para auxiliar na
interpretacdo de um possivel diagnostico de ITU: leucécito-esterase, nitrito,
presenca de micro-organismos (leveduras, por exemplo) (59, 63, 64). Estes
parametros foram utilizados nas trés etapas do estudo, porém foi observado
que o parametro nitrito, isoladamente, ndo apresentou relevancia clinica para
um diagnéstico presuntivo de ITU. Estudo conduzido por Devillé et al mostrou
que o uso deste parametro € indiferente para um teste de triagem para ITU
(65).

Apesar de estes parametros terem sido utilizados primeiramente para
um teste de triagem, o exame de urina contém outros elementos que fornecem
informagdes para auxiliar no diagnéstico de ITU, tais como leucécitos e
bactérias (66). A microscopia do sedimento urinario tem sido adotada como um
método preciso para a quantificacao destes elementos (60,61). Assim métodos
de triagem capazes de detectar e quantificar leucécitos e bactérias tem sido
discutidos por alguns autores (56,59,61). Estes parametros foram utilizados em
todas as etapas do projeto e foram fundamentais para aprimorar o teste de
triagem para ITU ao longo das trés etapas.

Apesar de a urocultura ser considerada o padrdo ouro para o diagnostico
de ITU, é um procedimento trabalhoso e fornece resultados em 24 - 48horas
além de apresentar uma grande quantidade de resultados negativos (56, 60,
61). Foi observada, nas trés etapas do projeto, uma alta porcentagem de
uroculturas com resultados negativos variando de 83% a 86%. Estes resultados

foram semelhantes aos observados por autores que documentaram que cerca

87



de 80% dos resultados de uroculturas eram negativos ou possuiam um
crescimento quantitativo bacteriano insignificante (56, 60, 61, 67, 68, 69, 70).

Estudos mostram que através de um teste de triagem eficaz para o
diagnostico de ITU, seria possivel fornecer um diagnéstico mais rapido e
preciso para o médico solicitante com o potencial de reduzir o nimero de
semeaduras desnecessarias. Eliminando a semeadura de amostras negativas,
o laboratério, além de fornecer um resultado presuntivo ao paciente, poderia
direcionar uma maior atengdo as amostras positivas (58, 60, 61,66, 71, 72,73,
74).

Em muitos casos, quando ha suspeita médica que um paciente
apresente ITU, por avaliagbes de sintomas e sinais, os antibidticos séo
prescritos sem aguardar a confirmagédo do resultado da cultura, fazendo com
que muitos pacientes recebam antibidticos desnecessariamente. Alguns
autores relatam em seus trabalhos, que a utilizacdo de um teste de triagem
para ITU poderia reduzir a prescricdo empirica de antibidticos (61, 72, 74, 75,
76).

Na literatura tem sido reportada a avaliacdo de métodos rapidos para
triagem de ITU: métodos microscopicos baseados em observacao de amostras
coradas; métodos enzimaticos, tais como nitrito e leucdcito-esterase, ensaios
bioluminescentes, deteccdo de crescimento bacteriano por fotometria e por
citometria de fluxo. Todos esses métodos sdo baseados na deteccédo da
presenca de bactérias e/ou leucocitos em amostras de urina (59,60). Nos
ultimos 10 anos, o uso de um analisador de citbmetro de fluxo tem sido
avaliado para identificar pacientes com suspeita de ITU através da
quantificacdo de bactérias e leucdcitos, triando essas amostras para uma

posterior semeadura. Os resultados definidos para bacteriuria significativa tém
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sido comparados ao método de referéncia para cultura de urina (58, 60, 77,
78,79, 80).

Alguns trabalhos tém utilizado, particularmente, o analisador
automatizado de sedimento urinério (UriSed) como um auxiliar na triagem de
ITU (43,72, 74). Vale ressaltar que este equipamento é comercializado em
alguns paises da Europa com o nome de sediMAX®.

Comparando nossos resultados com a cultura quantitativa de urina nas
trés etapas do estudo, observamos que o valor preditivo positivo (VPP) variou
de 26% a 33%, valor preditivo negativo (VPN) de 97% a 99%, a sensibilidade
de 90% a 97%, a especificidade de 59% a 64% e a acurécia de 60% a 69%,
resultados estes semelhantes a outros estudos (56,72,81).

Varios estudos tém demonstrado que o desempenho do equipamento
sediMAX® para a triagem de ITU & comparavel a outros equipamentos
automatizados baseados em citometria de fluxo, para a triagem de ITU (61, 81,
82). Akin et al (43) compararam o desempenho do sistema automatizado
LabUMat/Urised com o equipamento iQ®200 (andlise digital de imagens em
fluxo continuo) e também observaram uma correlagdo significativa entre os
dois equipamentos. Okada et al (71) utilizando o equipamento UF-50
observaram um VPN de 90,7%, VPP de 62%, sensibilidade de 83,1% e
especificidade de 76,4% enquanto que Manoni et al (85) utilizando o
equipamento UF-1000i, obtiveram um VPN de 98%, VPP de 92%,
sensibilidade de 94% e especificidade de 97%; Falbo et al (72) encontraram um
VPN de 99,4%, VPP de 35%, sensibilidade de 98,3%, especificidade de 59% e
acuracia de 66,2%; Karakukcu et al (74) encontraram um VPN de 100%,

sensibilidade de 99,8% e especificidade de 52%.
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Vale ressaltar que apenas os estudos realizados por Falbo et al (72) e
Karakukcu et al (74) utilizaram integralmente a mesma metodologia empregada
no nosso projeto. As diferencas observadas entre os resultados de
sensibilidade podem ser devido aos diferentes métodos de detecgdo de
bactérias, definicbes de bacterilria significante e populacdes de pacientes
estudados.

Em termos de desempenho analitico, nossos dados mostraram que o
moddulo UriSed apresenta boa precisdo e reprodutibilidade na identificacédo e
quantificacdo dos diversos elementos figurados presentes na urina, sem
carreamento significativo, conforme descrito por Zaman et al (83).

Um estudo realizado por Block et al (84) comparou o processamento de
amostras de urina no equipamento sediMAX® com a microscopia manual. Foi
observado que, para o método automatizado é necessario um volume inferior
de urina (2mL) se comparado com a metodologia manual (12mL); o tempo de
processamento do equipamento sediMAX® é mais rapido do que o método
manual (80 amostras/hora e 10 amostras hora/funcionario, respectivamente)
com coeficientes de variacdo intra e inter-ensaio entre 17% - 53% para a
microscopia manual. Nosso estudo mostra que o UriSed € mais preciso e
reprodutivel que a microscopia manual com coeficientes de variagdo intra e
inter-ensaio entre 3% - 20%.

Foram analisadas amostras de urina de pacientes de ambos 0s sexos,
provenientes de ambulatorios e enfermarias do HC da UNICAMP. Nas trés
etapas do projeto foi observada uma maior prevaléncia de amostras do sexo
feminino: a primeira etapa foi de 64%, segunda etapa foi de 65% e a terceira

etapa foi de 73%. Estes dados mostram que a maior prevaléncia de ITU no
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sexo feminino estava de acordo com o observado nos estudos de Pieretti et
al( 61) e Jolkkonen et al (85).

As amostras da primeira e segunda etapa foram semeadas em meio
CLED. Este procedimento foi igual ao realizado por alguns autores para a
andlise de suas amostras de urina de maneira quantitativa (71, 74, 81, 86). As
amostras da terceira etapa foram também paralelamente semeadas em meio
Chromagar, meio este utilizado por outros autores: Pieretti et al (61), Kadkhoda
et al (66), Falbo et al (72), Jolkkonen et al (85). Por outro lado, Kim et al (60)
realizaram semeadura nos meios MacConkey e agar sangue.

O critério estabelecido no projeto para classificar uma amostra com uma
contagem significativa de bactérias foi > 10° UFC/mL em cultura pura. Kim et al
(60) e Jolkknen et al (85) classificaram suas amostras, como positiva, com a
mesma contagem estabelecida neste projeto. Alguns autores classificaram uma
contagem > 10* UFC/mL de urina em cultura pura como positiva (61,72). Okada
et al (71) classificaram suas amostras, como positivas, a partir de uma
contagem de > 10* UFC/mL. Manoni et al e outros autores classificaram suas
amostras, como positivas, a partir de uma contagem > 10° UFC/mL (74, 82,
86). Kadkhoda et al (66) classificaram suas amostras, como positivas, a partir
de uma contagem =108 UFC/L de urina (equivalente a > 10° UFC/mL de urina).

Foi observada uma pequena porcentagem de resultados positivos para
urocultura nas trés etapas do projeto: 15% (primeira etapa), 16% (segunda
etapa) e 13% (terceira etapa), semelhante a encontrada em outros estudos
como os de Kim et al (60), Falbo et al (72) e Jolkkonen et al (85) (20%, 18,3%
e 16,8%, respectivamente).

Nas amostras consideradas positivas para a triagem de urocultura, foi

encontrada uma prevaléncia de bactérias gram-negativas (Escherichia coli,
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Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa) o que esta de acordo a
outros estudos (11, 15, 16,19).

Ao longo do estudo observou-se que as contagens de bactérias,
leucocitos e leveduras foram consideradas parametros clinicamente relevantes
para uma triagem de ITU (p<0,005). Outros trabalhos ressaltam a utilizacao e
importancia desses mesmos parametros para triagem de amostras com
suspeita de ITU (56, 61, 60,66, 71, 72, 74, 79, 82, 85, 86).

Ao fazermos uma analise detalhada dos valores dos parametros
urindrios estabelecidos para sensibilidade, especificidade, VPP e VPN
observamos que o parametro contagem de leucécitos, isoladamente,
apresentou uma sensibilidade de 63% e uma especificidade de 89% e a
contagem de bactérias, isoladamente, apresentou uma sensibilidade de 96% e
uma especificidade de 60%. Porém ao analisarmos os dois parametros em
conjunto observamos um aumento da sensibilidade (97%) a custa de uma
diminuigao da especificidade (59%). Este cenério foi semelhante ao observado
por outros autores: Manoni et al (86) observaram para o parametro contagem
de leucdcitos, isoladamente, uma sensibilidade de 87% e uma especificidade
de 79% e o parametro contagem de bactérias, isoladamente, uma sensibilidade
de 97% e uma especificidade de 94%. A analise associada destes parametros
mostrou uma sensibilidade de 99% e uma especificidade de 77%. Karakukcu
et al (74) observaram que o parametro contagem de bactérias, isoladamente,
mostrou uma sensibilidade de 96,5% e especificidade de 82,1%, porém quando
analisado em conjunto com o parametro contagem de leucdcitos a
sensibilidade aumentou (99,8%) e a especificidade diminuiu (52%). Considera-

se que para ser eficaz, um teste para triagem deve ter um alto VPN e uma
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baixa taxa de amostras falso-negativas (71,72). A sensibilidade para um teste
de triagem é mais importante do que a especificidade (86).

Em todas as etapas do projeto foi observada a ocorréncia de resultados
falso-negativos, porém através do refinamento dos parametros analisados
(associacdo de multiplos parametros e alteracbes nos valores de corte)
obtivemos apenas cinco amostras classificadas como falso-negativas.
Analisando detalhadamente estas amostras verificamos que um destes
pacientes nao fez tratamento para ITU; os demais casos foram considerados
positivos e receberam antibioticoterapia. Esses pacientes eram considerados
de alto risco para ITU por serem portadores de ma-formacao de trato genito-
urindario. Outros trabalhos encontraram valores similares: Kim et al (60) (4
amostras falso-negativas); Pieretti et al (61) (10 amostras falso-negativas);
Falbo et al (72) (3 amostras falso-negativas), van der Zwet et al (82) ( 2
amostras falso-negativas) e Jolkkonen et al (85) (5 amostras falso-negativas).
Em todos estes casos, o perfil dos pacientes com resultados falso-negativos
era semelhante, ou seja, os pacientes eram portadores de doengas urogenitais

ou anormalidades congénitas.
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7. CONCLUSAO

Foi observada uma forte correlacdo dos resultados com a analise
microscépica manual.

Houve uma boa correlagdo entre 0 método de urocultura classico e a
analise realizada pelo sistema automatizado LabUMat/UriSed. Pode-se concluir
que este sistema é uma boa ferramenta para a triagem de ITU com altos
valores de sensibilidade (97%) e valor preditivo negativo (99%).

Neste estudo, os valores de corte finais foram: contagem de bactérias
>12,5/campo, contagem de leucécitos >5/campo além da possivel presenca de
leveduras e leucécito-esterase > 2+. Este conjunto de critérios teoricamente
permitiia uma reducdo de 52% do total das semeaduras (714 em 1379
amostras), principalmente quando associamos critérios clinicos.

O impacto de um teste eficaz de triagem para ITU baseia-se
principalmente na possibilidade de fornecer resultados preliminares
rapidamente, permitindo aos médicos decis&o clinica mais segura e, nos casos
de triagem negativa, redugdo do inicio de terapia antibidtica empirica,
consequentemente diminuindo o risco do aumento da resisténcia a antibioticos.

Deve-se ter em mente que a implantagcdo de um teste de triagem ITU
necessita do convencimento do médico solicitante e, em termos éticos, néo
pode ser realizado se o0 mesmo nao solicitou dessa forma. Como sugestao, o
laborat6rio, em comum acordo com o corpo clinico, poderia criar uma nova
analise “Triagem para ITU”, por exemplo, que funcionaria, sempre a pedido

médico, como uma etapa intermediaria entre o exame de urina e a urocultura.
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ANEXO 1

Parecer do Comité de Etica,
0302.0.146.000-10

protocolo numero 402/2010 (CAAE:
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CEP, 25/05/10
(Grupo IIT)

PARECER CEP: N° 402/2010 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto).
CAAE: 0302.0.146.000-10

1- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “PROPOSTA DE ALGORITIMO PARA TRIAGEM E INVESTIGACAO
LABORATORIAL DA INFECCAO DO TRATO URINARIO”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Mayara Hidalgo Magri Martinez

INSTITUICAO: Hospital das Clinicas/UNICAMP

APRESENTAGCAO AO CEP: 10/05/2010
APRESENTAR RELATORIO EM: 25/05/11 (O formulario encontra-se no site acima).

IT - OBJETIVOS

Avaliar a aplicag@o do sistema automatizado LabUmat + Urised como método de triagem
para a investigacdo de infecgdo no trato urinario. Avaliar a compatibilidade de resultados das
andlises de rotina realizadas no equipamento automatizado com os resultados quantitativos da
urocultura. Estabelecer valores de corte para os pardmetros leucdcito-esterase, nitrito, leucdcitos,
bactérias e leveduras e avaliar seu desempenho na triagem de uroculturas negativas ou positivas.

III - SUMARIO

No periodo de 12 meses serfio avaliadas amostras de urina, encaminhadas ao Laboratério
de Patologia Clinica para analise de rotina de urina e de urocultura, de pacientes de ambos os
sexos, adultos ou criangas, atendidos nos Ambulatérios ou enfermarias do HC/Unicamp. Nio
serdo solicitados procedimentos e/ou amostras adicionais para nenhum paciente como também
ndo havera contato com qualquer paciente. O material a ser utilizado ¢ aquele enviado pelo
médico responsavel pelo paciente e apds emissdo do laudo final dos exames, as amostras serdo
decartadas de acordo com as resolugdes da Anvisa.Todas as técnicas descritas no projeto fazem
parte da rotina do diagnédstico laberatorial. O LabUmat € um analisador automatizado de tiras
reagentes e trabalha pelo método de fotometria de reflexdo. Com base na informagdo da onda de
luz refletida, sdo calculados os valores de pardmetros de componentes da urina como resultado
da avaliagao. O UriSed ¢ um analisador automatico para analise de sedimento urinario que
possui um software de processamento de imagem com identificagdo e classificagdo de até 15

diferentes particulas.
IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Projeto apresenta introdugdo teorica adequada, com metodologia descrita de maneira
objetiva e clara. Cronograma e orgamento estdo descritos no projeto e adequados aos objetivos
do projeto. Pelo motivo do pesquisador ndo ter contato com os pacientes, e por se tratar de

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessalia Vicira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8036

Caixa Postal 6111 FAX (019) 3521-7187
cepla fem.unicamp.br

13083-887 Campinus — SP
ifim
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% www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

material de coleta de rotina onde ndo serfio solicitadas amostras adicionais, solicita-se a dispensa
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apés
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restri¢Ses o Protocolo de Pesquisa, a dispensa do Termo do Consentimento Livre ¢ Esclarecido,
bem como todos os anexos incluidos na pesquisa supracitada.

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e néo representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma ¢ sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item 1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item II1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria - ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupc 1 ou II apresentados anteriormente 3 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também a mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.e).

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO .

Homologado na V Reunido Ordmarl? do CEP/FCM, em 25 de maio de 2010.

Prof. Dr. C:if'los Eduardu Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etiva em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (619) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cepi@fem.unicamp.br
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ANEXO 2

sl

Lot atologia
Divisao de Patologia Clinica 2 e
VALIDACAO DE SISTEMAS ANALITICOS
QUANTITATIVOS
ESTUDO DE CARREAMENTO
SELECIONAR UMA SELECIONAR UMA
AMOSTRA DE AMOSTRA DE

CONCENTRAGAO BAIXA (B)
EM QUATIDADE
SUFICIENTE PARA 11
ALIQUOTAS

CONCENTRAGAO ALTA (A)
EM QUATIDADE
SUFICIENTE PARA 10
ALIQUOTAS

ANALISAR AS AMOSTRAS DE ACORDO COM A
SEQUENCIA DESCRITA ABAIXO:

&
€

o CALCULAR A MEDIA DAS ALiQUOTAS DE
CONCENTRACAOQO BAIXA ANALISADAS APOS UMA
ALIQUOTA DE CONCENTRAGCAO BAIXA (=B-B) EA
MEDIA DAS ALIQUOTAS DE CONCENTRAGCAO
BAIXA ANALISADAS APOS UMA ALIQUOTA DE
CONCENTRAGAO ALTA = (A-B) CALCULAR O DP
DAS LEITURAS B-B

¢  CALCULAR O CARREAMENTO = MEDIA B-B
- MEDIA A-B

. CRITERIO DE ACEITACAO — Até 3DP DAS
LEITURAS B-B

Pl g g lrgigi-cli-=li-=li-= e g g il g e g ik
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Divisao de Patologia Clinica

UNI<SAMP

’afologia
(Iinica

MEDICINA L/

VALIDACAO DE SISTEMAS ANALITICOS

QUANTITATIVOS

HC - UNICAMP

Equipamento

ESTUDO DE CARREAMENTO

Reagente Fornecedor/Lote
Concentracao Baixa

Analito Operador/ Data

Calibrador Fornecedor/Lote

Concentragao Alta

ESTUDO DE CARREAMENTO
DOSAGEM AMOSTRA RESULTADOS
1 B
2 B
3 B
4 A
5 A
6 B
7 A
8 A
9 B
10 B
11 B
12 B
13 A
14 A
15 B
16 A
17 A
18 B
19 A
20 A
21 B
MEDIA ALIQUOTAS B-B = MEDIA ALIQUOTAS A-B =
CARREAMENTO = MEDIA ALIQUOTAS B-B - MEDIA ALIQUOTAS A-B
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ANEXO 3

]

Hospital das Clinicas

Divisao de Patologia Clinica

’atologia
(ﬁnica

UNI<SAMP

VALI,DAQAO DE SISTEMAS
ANALITICOS QUANTITATIVOS

cccccccccc

PRECISAO — REPETIBILIDADE

Equipamento Analito Concentracéo
Reagente Fornecedor/Lote Calibrador Fornecedor/Lote
CV% INTRA-CORRIDA Declarado pelo Fabricante _ Erro Aleatério aceitavel
PRECISAO: ESTUDO PRELIMINAR
OPERADOR/ DATA AMOSTRA NORMAL AMOSTRA PATOLOGICA
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
MEDIA
DP
CV%

IDENTIFICADO OUTLIERS OU DISCREPANCIAS GROSSEIRAS?

CONTINUIDADE DO ESTUDO APROVADA? SIM [ ] NAO []

APROVADO POR DATA
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ANEXO 4

ESTUDO DE PRECISAQ: REPRODUTIBILIDADE
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