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Infeccdo do trato urinario
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Lighting the way
with diagnostics

Como a tecnologia inovadora leva a um
diagnostico mais rapido e um tratamento mais

direcionado da ITU

Introducao

Globalmente, as infecgdes do trato urindrio (ITU) pertencem as
infeccdes bacterianas mais frequentes, afetando cerca de 150
milhdes de pessoas a cada ano [1]. Isso resulta ndo apenas em
milhdes de consultas médicas em ambientes de internacéo e
ambulatoriais, mas também em altos gastos com saude e custos
sociais [2].

A via patogénica pode ser extraluminal por contaminagdo
microbiana da zona periuretral e subsequente colonizagao em
direcdo a bexiga ou intraluminal por colonizagao do trato urinario
por meio de cateteres urindrios. As infecgdes do trato urindrio
sdo, portanto, uma das principais infeccdes nosocomiais [2].

Clinicamente, as infec¢des do trato urindrio sdo categorizadas
como ndo complicadas ou complicadas, dependendo da auséncia
ou presenca de anormalidades estruturais ou funcionais
subjacentes do trato urindrio, respectivamente [3]. Além disso,
as infeccdes do trato urinario sdo diferenciadas em ITU inferior
(cistite, uretrite) ou ITU superior (pielonefrite) [4].

Além do sexo feminino, uma infecgao recente do trato urindrio,
atividade sexual, diabetes, obesidade e certa suscetibilidade
genética sao fatores de risco comuns associados a infec¢des do
trato urindrio inferior. As infeccdes complicadas do trato urinario
estdo relacionadas a doencas renais (por exemplo, doenca renal
crénica, insuficiéncia renal, transplante renal), obstrucdes do

trato urindrio, retencdo urindria, calculos urindrios, gravidez e
imunossupressao [2].

Como as infeccdes do trato urindrio podem seguir diferentes
cursos sintomdticos ou até ser assintomaticos, o diagndstico
adequado da ITU combina a histéria do paciente, os sintomas
urindrios e o diagndstico laboratorial. A ITU inferior manifesta-
se com alguria, micgao frequente, disuria, dor suprapubica ou
abdominal aguda, sensacao geral de mal estar e, ocasionalmente,
hematdria, urina turva ou com mau cheiro. A ITU superior mostra
uma apresentacao mais grave e sistémica e, além dos sintomas da
ITU inferior, incluem sensibilidade no angulo costovertebral, febre
e calafrios. Além disso, sintomas inespecificos como cansaco,
fadiga, dor de cabeca cronica, perda persistente de apetite,
nausea, vomito, aumento intermitente da temperatura e alteracdo
do estado mental podem indicar uma infeccao do trato urinario
[2]. Um diagndstico baseado apenas no histérico do paciente e
nos sintomas presentes ainda é comum em muitos paises, mas
geralmente impreciso [5].

Embora Escherichia coli uropatogénica seja o patégeno mais
comum associado a infecgdes do trato urindrio complicadas e nao
complicadas, vdrios microrganismos, incluindo bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas e varias espécies de fungos, podem
causar infecgdes do trato urindrio (Fig. 1; [3]).
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Fig. 1- Epidemiologia de infeccées do trato urindrio complicadas (diagrama a esquerda)
e ndo complicadas (diagrama a direita). Adaptado de [3].

Suspeita de infec¢des do trato urindrio contribuem para altas
cargas de trabalho em laboratério, embora, no final, até 80%
das amostras sejam descartadas [6]. Isso causa tratamento
desnecessario e empirico de pacientes com antibiéticos de amplo
espectro, promovendo o aumento da resisténcia antimicrobiana.
Como apenas 17% de todos os pacientes em potencial de ITU que
sdo tratados com antibidticos foram testados anteriormente por
exame de urina adequado, a uma nova prescri¢do de antibidticos
é frequentemente necessaria [7].

O diagnéstico classico de ITU

O exame macroscépico de umaamostra de urina é frequentemente
o primeiro indicador de uma suspeita de infec¢do do trato
urindrio, uma vez que a colorag¢ao anormal por macro hematuria
ou ITU por Pseudomonas e urina com mau cheiro ou turbidez
devido a pilria sdo manifestacdes urindrias conhecidas.

A tira de teste é o exame de triagem mais utilizado para a
presenca de infec¢des do trato urindrio. A presenca de nitrito
como produto metabdlico derivado da redugéo de nitrato urinario
por certas espécies nitrogenadas (por exemplo, Escherichia,
Proteus, Klebsiella) é um indicador de bacteritdria. No entanto,
muitos patégenos do trato urindrio ndo geram nitrato (por
exemplo, Enterococcus, Gonococcus, Staphylococcus, Pseudomonas),
o0 que significa que o nitrito nesse contexto ndo € um parametro
confidvel. A esterase de leucdcitos, a proteina e o sangue sao
parametros comuns que indicam condi¢des inflamatdrias. No
entanto, a sensibilidade e a especificidade geralmente sao
relativamente baixas e um resultado negativo da tira de teste
€ insuficiente para descartar infec¢des do trato urinario na
presenca de sintomas classicos [5].

A microscopia de amostras de urina corada pelo Gram é um padrao
comum, isto é,ainvestigacao microscépica de sedimentos de urina
que foram secos ao ar em uma lamina microscépica e corados com
coloragado Gram. A principal vantagem da microscopia de urina
é a informacao fornecida sobre o agente infeccioso para iniciar
a terapia antimicrobiana. Embora a sensibilidade da microscopia
de urina seja altamente confidvel para amostras com > 10° CFU/

mL, a baixa sensibilidade relatada para concentracoes bacterianas
menores limitam sua utilidade clinica, especialmente para ITU
nao complicada em ambiente ambulatorial [8].

A cultura de urina continua sendo um teste importante no
contexto do diagndstico de ITU, principalmente para identificar
o microrganismo infeccioso. A definicdo comum de padrao-ouro
da bacteritria € a presenca de > 10° CFU/mL, que foi estabelecida
para mulheres com pielonefrite aguda ou ITU assintomatica, mas
foi adaptada para outros grupos de pacientes [8]. Como muitos
pacientes com ITU apresentam bacteritria com < 10° CFU/mL,
muitos laboratérios ja aplicam contagens de col6nias mais baixas
como valores de corte para aumentar a sensibilidade da cultura
de urina.

As culturas de urina positivas finalmente resultam em testes de
suscetibilidade a antibidticos (antibiograma) para identificar um
antibictico adequado e especifico para o tratamento direcionado
de uma infeccdo microbiana presente. O teste de suscetibilidade
por difusdao em dgar [9] ainda é o padrdo-ouro confidvel, mas
abordagens indiretas, incluindo tecnologias emergentes, como
espectrometria de massa MALDI-TOF e medicdo de metabdlitos
bacterianos na presenca de antibidticos, estdo sendo avaliadas
[10].

Deteccgdo de particulas urinarias por
citometria de fluxo fluorescente

O Sysmex Série-UF usa citometria de fluxo fluorescente para
detectar particulas celulares e acelulares, incluindo bactérias,
células semelhantes a leveduras, glébulos vermelhos, glébulos
brancos e outros pardmetros em amostras de urina e de fluido
corporal (Fig. 2).
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Fig. 2 - Visdo geral dos pardmetros de diagndstico, pesquisa e fluido corporal fornecidos
pelos analisadores da Série-UF
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Para detectar particulas urindrias, dois canais de medicao estao
disponiveis na Série-UF, o canal Core (CR) e o canal Surface
(SF). Enquanto o canal SF detecta particulas que nao incluem
acido nucleico (RBC, cristais, etc.), o canal CR detecta particulas
contendo 4cido nucleico. A detec¢do adequada de particulas
requer a coloragdo de particulas urindrias usando um agente
diluidor e uma solugdo para a marcacao por fluorescéncia das
estruturas celulares.

No canal CR, as membranas dos leucdcitos (Fig. 3) e as paredes
celulares das bactérias sao perfuradas pelo diluente. Essas
pequenas perfuragdes das membranas permitem que o corante
fluorescente entre no citoplasma e no ntcleo e intercale em
moléculas de dcido nucleico.

No canal SF, os componentes da membrana das particulas
celulares, como as dos RBC, sdo corados pelo corante fluorescente
sem afetar a integridade celular (Fig. 3).

As particulas coradas sao entdo injetadas na célula de fluxo,
onde o foco hidrodinamico garante sua separacao para permitir
contagens precisas de particulas (Fig. 4).
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Fig. 3 - Reacdo particulo-dependente para particulas celulares que contém dcido nucleico,
no canal CR (linha superior) e para particulas urindrias celulares e acelulares sem
contetido de dcido nucleico (linha inferior).

Fig. 4 - Foco hidrodinamico de particulas de urina dentro da célula de fluxo dos
instrumentos da Série-UF
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Fig. 5 - Citometria de fluxo fluorescente na Série-UF. Um raio laser € direcionado para
a célula de fluxo, atingindo todas as particulas que passam. A luz de fluorescéncia é
emitida a partir de elétrons excitados dos corantes fluorescentes e, dependendo do tipo
de particula individual, a luz do laser que se aproxima é caracteristicamente desviada.
Os fotodetectores reconhecem individualmente as particulas e, com base nos padrées de
sinal individuais, os sinais sGo plotados em um diagrama de dispersao.

Finalmente, a energia de um feixe de laser de 488 nm excita os
elétrons do corante fluorescente anexados as particulas urinarias,
elevando seu nivel de energia. Apds o relaxamento, os fétons
sdo emitidos e detectados por diferentes fotodetectores (Fig. 5).
Dependendo das subestruturas das diferentes particulas, a luz
laser que se aproxima pode ser desviada e detectada por diferentes
detectores, permitindo uma percepc¢ao do tamanho de cada célula
(luz dispersa frontal; FSC), sua complexidade intracelular (luz
dispersa lateral; SSC) e seu contetdo de &dcido nucleico (luz de
fluorescéncia lateral; SFL). Os cristais sao diferenciados dos RBC
usando um filtro de despolarizagdo (luz despolarizada lateral;
DSS).

Melhorando a triagem para ITU

Para bactérias, informagdes quantitativas e qualitativas sao
fornecidas em menos de um minuto. Isso inclui uma contagem
confidvel de bactérias e informagdes sobre o status Gram.

Em um estudo representativo, o desempenho diagndstico da
contagem de células bacterianas da Série-UF foi identificado
como 0,973 (AUC). Separado entre pacientes do sexo masculino
e feminino, o desempenho diagnéstico foi estimado em 0,988
para pacientes do sexo masculino e 0,959 para pacientes do sexo
feminino, respectivamente (Fig. 6; [11]).

A investigacao de diferentes valores de corte revelou uma
contagem de bactérias > 58 células/pL como o valor mais sensivel
para descartar infec¢des do trato urindrio com uma sensibilidade
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de 99,4% (NPV 99,7%) e uma especificidade de 78,2% (PPV 65,4%)
[17]. No entanto, valores de corte ideais devem ser estabelecidos
em relagdo a populagao de pacientes prevalecente.

Amostras suspeitas de infec¢des do trato urindrio sao destacadas
diretamente pelo alarme UTI-Info, com base em bactérias
e contagem de leucdcitos para permitir diagndsticos de
acompanhamento direcionados.
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Fig. 6 - Precisdo diagndstica da contagem bacteriana da Série-UF em comparagdo com a
cultura quantitativa de urina de 2.714 amostras de urina, incluindo 792 amostras positivas
de bacteritiria, mostrando um crescimento bacteriano de > 10° CFU/mL (adaptado de

).
Informagdes sobre o status Gram

Com o alarme BACT-Info, a Série-UF fornece informacdes
adicionais suspeitas sobre a afinidade do corante Gram para
amostras positivas para bacterilria.

Com base na distribuicao do escatergrama de dispersao,
as amostras suspeitas sao destacadas com os respectivos
comentarios:

m  Gram positiva?
Com base na distribuicdo, pode-se inferir que bactérias
Gram-positivas estdo presentes.

B Gram negativa?
Com base na distribuicdo, pode-se inferir que bactérias
Gram-negativas estao presentes.

®  Gram pos/neg?
Com base na distribuicao, pode-se inferir que bactérias
Gram positivas e Gram negativas estdo presentes

®  Nao classificado
A classificagao nao fica clara na distribuicao.

positiva

Bactérias Gram Bactérias Gram
sitiva/negativa negativa
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Fig. 7 - Detec¢do de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas por citometria de fluxo
fluorescente no UF-5000

A diferenciagdo entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
baseia-se na composicao de suas paredes celulares. Devido a
complexidade da parede celular Gram-positiva, menos corante
fluorescente pode penetrar no citoplasma bacteriano, resultando
em uma fluorescéncia do lado inferior. Além disso, uma quantidade
maior de energia do laser esta disponivel para dispersao direta e
leva - em combinagao com fétons refletidos na parede celular mais
espessa - a um sinal FSC mais alto para bactérias Gram-positivas.

Asbactérias Gram-positivas sdo detectadas com umasensibilidade
de 78% e uma especificidade de 96%, enquanto que para as
bactérias Gram-negativas, a sensibilidade e a especificidade
atingem 89%. Esse alto grau de sensibilidade e especificidade na
triagem pré-cultura para infecgdes do trato urindrio pode permitir
oinicio precoce da antibioticoterapia da ITU [12] e diagndsticos de
acompanhamento mais direcionados.

Infec¢des fungicas do trato urinario

As infeccdes fungicas em adultos geralmente estao
relacionadas a individuos imunocomprometidos ou a outras
condigdes subjacentes, como diabetes. Portanto, a funguria
representa apenas cerca de 7% das infec¢des complicadas do
trato urindrio [3]. As infec¢des flingicas do trato urindrio se
manifestam principalmente como infec¢des do trato urinério
inferior e causam sintomas cldssicos, enquanto as infec¢oes
fungicas do trato urindrio superior sao raras, exceto em
pacientes imunocomprometidos, causados por candidiase
disseminada [13].

Juntamente com a exclusdo da bacteridria, uma publicacdo
recente também demonstrou uma alta especificidade de 97,7%
(NPV 98,8%) e uma boa sensibilidade de 89,5% (PPV 81,0%) para
o pardmetro da célula tipo levedura [14], permitindo a exclusao
de infec¢des flngicas e diagndsticos direcionados para identificar
a estratégia de tratamento correta [15].



Infecgdo do trato urinario
Urindlise | Informe Técnico | Julho 2020

CW_FLH_PXCW_FSC_P

CW_FSC_P

CW_FLH_P

Fig. 8 - Células semelhantes a leveduras, detectadas por microscopia de fluorescéncia
(esquerda) e no Sysmex Série-UF, exibidas no respectivo diagrama de dispersao (direita)

Distinguindo a ITU superior e inferior

Apresenca de células epiteliais tubulares renais (RTEC, abreviagao
em inglés) na urina é frequentemente um indicador de doenca
renal ou dano tubular. Uma vez que as RTEC cobrem todo o ttbulo
renal do segmento proximal ao distal, elas representam um
potencial marcador diagnéstico de danos renais quando outros
parametros ainda sdo imperceptiveis [16].

Como uma aplicagao clinica potencial, a quantificacdo de RTEC
em individuos com infec¢do confirmada do trato urindrio
demonstrou ser um indicador potencial de infec¢do do trato
urindrio superior (Fig. 9; [17]).

Com uma precisao diagndstica de 0,923 (AUC), a contagem de
RTEC supera claramente os marcadores conhecidos de infec¢do
do trato urindrio superior, como a,-microglobulina (0,735) e
y-glutamil transferase (0,586).

O potencial valor diagndstico da quantificagdo do RTEC, no
entanto, depende fortemente do manuseio e processamento
adequados da amostra, pois sua estabilidade in vitro é prejudicada
pelo tempo de armazenamento de duas horas ou mais, bem
como pela temperatura ambiente e por um pH urinario &cido [17].
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Fig. 9 - A célula epitelial tubular renal (RTEC) entre pacientes ndo uroldgicos/nefrolégicos
e pacientes com infeccdo confirmada do trato urindrio superior ou inferior ([17]
modificado)

Teste de suscetibilidade a antibioticos
na Série-UF

O teste de suscetibilidade a antibiéticos por difusao em agar é
um procedimento de diagnéstico obrigatério para identificar
os antibidticos corretos para uma infeccao persistente, a
fim de induzir terapia direcionada e prevenir resisténcias
antimicrobianas.

Resumidamente, amostras bacterianas sdo espalhadas em
placas de 4gar e discos de papel embebidos em antibiéticos
sdo colocados no dgar. Durante a incubacdo da placa, os
antibidticos difundem-se radialmente e inibem o crescimento
bacteriano, dependendo de sua eficdcia antibictica. Apesar de
sua especificidade, este teste padrao-ouro de difusao de
agar tem um tempo de resposta alto de 18 a 48 horas [9].

Uma solugdo potencial para acelerar a decisao de tratamento
com antibidticos foi relatada com a realizagdo de testes
de suscetibilidade a antibidticos na Série-UF. Aliquotas de
caldo de crescimento microbiano pronto para uso foram
suplementadas individualmente com diferentes antibiéticos
e inoculadas com as bactérias provenientes das amostras dos
pacientes. Apds incubacao por até quatro horas, a concentragao
de bactérias nas diferentes culturas foi determinada na
Série-UF. Uma sensibilidade de 83,3% (PPV =100%) e uma
especificidade de 100% (NPV = 91,3%) permitiram, por exemplo,
a diferenciacao de isolados de Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae resistentes e suscetiveis a colistina em duas horas,
suportada pelo UF-5000 (Fig. 11; [18]).

Abordagens alternativas combinam o diagndstico de
bacteridria no UF-5000 com testes moleculares subsequentes
para genes de resisténcia bacteriana [19] ou espectrometria
de massa para identificar bactérias e mediadores da
resisténcia a antibidticos [20], permitindo a instalagao de uma
antibioticoterapia direcionada em seis horas.

37°C

18-24h

Fig. 10 - Apresentagdo esquemdtica do teste de suscetibilidade a antibicticos por difusdo
em dgar. Os diferentes didmetros das zonas de inibigdo do crescimento ao redor dos discos
de papel embebidos estdo correlacionados com (A) ineficaz, (B) com eficdcia média e (C)
com antibicticos altamente eficazes.
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Fig. 11 - Teste alternativo de suscetibilidade a antibiéticos no UF-5000 via monitoramento
de crescimento de isolados bacterianos em caldo suplementado com diferentes
antibiéticos. A concentragdo de bactérias se correlaciona com (A) antibicticos altamente
eficazes, (B) com eficdcia média e (C) ineficazes.
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Combate a resisténcia antimicrobiana com
diagnéstico direcionado

A adaptacdo de microrganismos para resistir as agdes de agentes
antimicrobianos é amplamente conhecida como resisténcia
antimicrobiana, um problema bem reconhecido da satide publica
do século XXI. A resisténcia antimicrobiana, no entanto, é um
fendmeno que ja foi relatado antes da descoberta da penicilina.
Ap6s anos de uso clinico extensivo do antimicrobiano Salvarsan
para o tratamento da sifilis, foi observado um efeito decrescente
do Salvarsan, bem como um aumento nos quadros clinicos mais
graves da sifilis [21], indicando resisténcia antimicrobiana.

Desde entao, o uso irracional de antimicrobianos (por exemplo,
prescri¢des inapropriadas e automedicacgao), o uso extensivo de
antimicrobianos na agricultura e agricultura industrial, e também
o uso prolongado e generalizado de antibidticos na terapia e
na profilaxia aumentaram o nimero de espécies resistentes de
microrganismos [22].

Comoaumentodaresisténciaantimicrobianae odesenvolvimento
lento de medicamentos antimicrobianos, a administracao de
antibioticos € de extrema importancia. Sem a¢des adequadas
e imediatas, o nimero de mortes causadas pela resisténcia
antimicrobiana até 2050 superaré as do cancer [23]. Assim,
a Organizacdo Mundial da Salide anunciou uma crise global
de satde e langou um plano de a¢do global [24] para combater a
resisténcia antimicrobiana com as seguintes agoes:

Suspeita de ITU

m  Criar consciéncia e compreensao
B Fortalecer o conhecimento e a evidéncia cientifica
m  Reduzir infeccdes através de medidas de higiene

B Otimizar o uso de antimicrobianos na satde
humana e animal

Aqui, o diagndstico laboratorial é um fator importante, pois ndao
apenas visa fornecer informacdes precisas para diagndsticos mais
precisos e suporte a decisao clinica, mas também contribuira para
permitir um uso mais racional de antimicrobianos.

Resumo e conclusao

Considerando a quantidade total de suspeitas de
infeccdes do trato urinario que finalmente se revelam
negativas, um fluxo de trabalho de diagnéstico otimizado,
incluindo o Sysmex Série-UF, pode melhorar a eficiéncia
dos diagndsticos de laboratério excluindo infecgdes do
trato urindrio em um curto periodo (Fig. 12).

Além disso, o exame de urina moderno baseado em
citometria de fluxo impede a prescricao cega de
antimicrobianos desnecessarios e, ao contrario, apoia
um uso racional e direcionado, contribuindo assim para a
administragao antimicrobiana necessaria.
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Fig. 12 - Visdo geral do fluxo de trabalho para o diagnéstico de infecgdes do trato urindrio sem (esquerda) e com andlise automatizada de particulas de urina usando a Série-UF (direita).
A Série-UF permite descartar ITU em menos de um minuto e reduz o acompanhamento diagndstico desnecessdrio em até 80% do ntimero total de casos suspeitos de ITU. Para possiveis
amostras positivas para ITU (“ITU?"), o alarme “BACT Info” permite que diagndsticos mais direcionados identifiqguem a presenca e o tipo de infeccdo bacteriana. A exclusao de ITU em
um estdgio inicial também ajuda a reduzir a prescricGo empirica de antibicticos e apoia a administragdo antimicrobiana.
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