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l. INTRODUQAO

1. CONSIDERACOES GERAIS

A hematuria, excre¢do anormal de eritrocitos, intactos ou distorcidos, na urina, € um
problema frequente enfrentado ndo s6 por nefrologistas e urologistas, mas também por
clinicos generalistas. Individuos normais excretam um nudmero reduzido de eritrocitos na
urina. Este nimero usualmente € expresso pela contagem de hemacias por campo de alta
resolugédo (400 x) obtido através do exame de sedimento urinario e varia em diferentes series,
sendo aceito como normal a excre¢do de até dois eritrocitos por campo (1). A hematuria pode
ser observada pelo proprio paciente, vista a olho nu, ser detectada na investigacdo de
pacientes com sintomas urinarios ou ser um achado ocasional durante exames de rotina em
individuos assintomaticos.

A estimativa da ocorréncia de hematiria microscopica assintomatica em criancas e
adultos varia amplamente na literatura. A prevaléncia da hematuria tem sido determinada
através de estudos populacionais e estudos em populagdes selecionadas de centros de
referéncia, variando de 3 a 22%. Esta ampla variacdo depende de caracteristicas da populacéo
estudada ocorrendo aumento da prevaléncia com o aumento da idade dos individuos. Outros

fatores que também contribuem para essa variacdo sdo 0 numero de amostras de urina
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analisadas, 0 método diagndstico empregado e o tempo de acompanhamento dos pacientes
(2-6).

A fonte do sangramento pode se localizar em qualquer ponto do aparelho urinério,
desde os rins até a uretra distal, e pode se relacionar a doencas especificas dos rins e trato
urinario, ser manifestacdo de alguma doenca sistémica ou ser resultado de situacfes benignas
como a associada a exercicios vigorosos. Devido ao grande espectro de diagnosticos possiveis
frente a um caso de hematdria isolada, o estabelecimento etioldgico ndo € tarefa simples. Uma
das maiores dificuldades no manuseio desses casos é a determinacdo da extensdo da
investigacao.

Os objetivos da investigacdo sao, além do esclarecimento diagndstico, excluir doencgas
graves e potencialmente curaveis mediante intervencdo precoce. A investigacdo atualmente
disponivel, mesmo sendo ampla, algumas vezes falha na determinacdo diagndstica. Um passo
importante na orientacdo da investigacdo € a determinagdo do sitio do sangramento, que €
didaticamente dividido em 2 grandes grupos, o de hemataria glomerular, no qual a fonte do
sangramento € renal, e o de hematuria ndo glomerular, sendo a fonte do sangramento qualquer
outro ponto do aparelho urinario. Esta distingdo € muito importante visto que a investigacéao,
além de onerosa, pode submeter o paciente a procedimentos invasivos e ndo isentos de para-
efeitos. Nesse contexto, a determinacdo da morfologia das hemaécias presentes no sedimento
urinario, com forma normal (isomorficas) ou distorcidas (dismorficas) € um subsidio bastante
uatil na suspeicdo da fonte do sangramento e, dessa forma, na orientacdo da investigacao
posterior.

Em 1925, Addis observou que pacientes com glomerulonefrites apresentavam um
grande numero de heméacias com morfologia distorcida no sedimento urinario (7). Desde

entdo, inimeros estudos foram realizados, concluindo-se que a morfologia das hemacias pode
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ser um elemento importante na identificacdo da origem da hematuria — glomerular ou extra-
glomerular — orientando a investigacdo posterior. Embora bem estabelecido o valor das
alteragdes morfoldgicas no sedimento urinério, muitas davidas ainda incorrem quanto a sua

quantificacdo e quanto a variabilidade na sua observacao e classificacao.

2. DIAGNOSTICO DE HEMATURIA

O diagnostico de hematuria € realizado pelo exame de urina. Quando adequadamente
realizado e interpretado, o exame de urina fornece preciosas informacdes sobre o trato
urinério. A hemoglobina presente na urina é detectada por fitas teste impregnadas por um
reagente semelhante a peroxidase, que catalisa a oxidacdo do perdxido presente nas fitas ao
reagir com a hemoglobina. Esse teste detecta a presenca de hemoglobina livre, mioglobina e
hemaécias intactas na amostra urinaria em estudo. A presenca de uma a duas hemacias por
campo de grande aumento ja € suficiente para que a rea¢do ocorra. O exame microscopico do
sedimento urinario que rotineiramente € realizado no exame de urina identifica os elementos
presentes na amostra urinaria, sendo considerado o padrdo ouro para o diagnostico de
hematdria. A avaliacdo do sedimento urinério ajuda a elucidar se a reacdo na fita teste foi
causada pela presenca de heméacias ou pela presenca de pigmentos.

A primeira descricdo da existéncia de depdsitos na urina data de 1827, embora,
naquela ocasido, os elementos ndo tenham sido estudados (8). Nos anos posteriores, esses
elementos foram analisados e quantificados nas amostras urindrias. Atualmente, é bem
estabelecido que o sedimento urinario consiste em elementos citolégicos, cilindros, corpos
quimicos amorfos e cristalinos e elementos que, suspensos na urina, depositam-se quando esta

permanece em repouso (9).
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Ap0s a preparacdo da amostra urinaria e da lamina citologica, o sedimento urinério é
submetido a microscopia. Rotineiramente, o sedimento é analisado por microscopia Optica
convencional. Embora néo realizada rotineiramente, o uso da microscopia de contraste de fase
€ uma estratégia bastante Util para a observacdo de detalhes estruturais dos elementos
presentes no sedimento urinario. O principio desse tipo de microscopia € a separacao dos raios
luminosos difratados e ndo difratados através de um diafragma presente no condensador do
microscopio. Esse artificio permite que objetos em observacdo aparecam mais escuros que o
meio circundante, ocasionando ainda a producéo de halos luminosos em torno das estruturas.
As hemacias, quando analisadas por microscopia Optica ou de contraste de fase, aparecem na
urina como discos biconcavos, anucleados, palidos, lisos, com contetdo de hemoglobina e
didmetro de 7-8 micrébmeros, denominadas de discécitos, e com forma semelhante as

hemacias encontradas no sangue periférico.

3. CLASSIFICACAO DE HEMATURIA

A hematiria é definida como o aumento do numero de eritrdcitos na urina.
Normalmente em torno de um milhdo de hemacias sdo eliminadas diariamente na urina de
individuos normais, 0 que se traduz pela presenca de até duas hemé&cias no exame
microscopico do sedimento urinario por campo de grande aumento; valores superiores a este,
sdo considerados diagnosticos de hematdria microscopica (1). A estimativa do numero de
eritrocitos é realizada pela contagem de hemacias presentes em amostras de urina
centrifugada para obtencdo do sedimento urinario. Este sedimento é ressuspenso e examinado
por microscopia em um aumento de 400x. A expressdo da contagem do nimero de hemécias

por campo microscopico pode sofrer algumas discordancias por se tratar de um exame
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semiquantitativo. Outros fatores que contribuem para a discrepancia sdo relacionados a
técnica do exame, especialmente a falta de padronizacdo na realizacdo e preparacdo da
amostra de urina, bem como a experiéncia do observador.

Quanto a classificacdo, a hematuria pode ser classificada em grupos distintos na
dependéncia de alguns critérios. Diz-se que a hematuria € microscdpica quando a quantidade
de eritrécitos presentes no exame de sedimento urinario for superior a dois eritrocitos por
campo de grande aumento e, macroscopica quando é visivel a olho nu. O sangramento pode
ser continuo ou intermitente, e pode ser acompanhado por sinais ou sintomas — hematuria
sintoméatica — ou ndo apresentar nenhuma sintomatologia, sendo somente evidenciada por
investigacdo laboratorial ou pelo acaso. A origem do sangramento é classificada como
glomerular ou ndo glomerular. A hematuria ndo glomerular pode ainda ser sub dividida em
parenquimatosa renal e extra-renal. Esta divisdo didatica € importante tanto para o
prognéstico do paciente quanto para a orientacdo e otimizacdo da avaliagcdo subsequente,
direcionada aos rins (investigacdo nefroldgica) ou ao aparelho urinario (investigacdo

urolégica).

4. ALTERACOES MORFOLOGICAS ERITROCITARIAS NO SEDIMENTO
URINARIO E SEU PAPEL NO DIAGNOSTICO DO SITIO DO
SANGRAMENTO

4.1. Fonte do sangramento

Apés ter sido firmado o diagndstico de hematuria, a investigacdo posterior sera
direcionada para a avaliacdo renal (avaliacdo nefroldgica) ou do restante do aparelho urinario

(avaliagdo urologica). Muitos pacientes com hematuria apresentam alguns sinais, sintomas ou



alteracdes na historia e exames subsidiarios que sugerem a causa basica do sangramento,
porém, num significativo nimero de pacientes, o sangramento € o Unico sintoma. Causas
extra-renais respondem por 60% dos casos de hematuria, sendo que as patologias malignas do
trato urinario, como o cancer de prostata e de bexiga, representam respectivamente a primeira
e a segunda neoplasia mais freqiiente em homens com mais de 55 anos (10).

Pacientes com forte evidéncia de hematuria extra-glomerular devem ter seu aparelho
urinario investigado, realizando-se exames invasivos como cistoscopia com biopsia e/ou
urografia venosa. Pacientes com hematuria glomerular apresentam alguns achados bastante
caracteristicos no exame de urina e nos exames subsidiarios. A ocorréncia de proteinuria
superior a 500mg em 24 horas ou a perda de funcdo renal sdo fortemente sugestivas de
doencas glomerulares. Alguns achados como, a presenca de cilindros heméticos no sedimento
urinario, também sdo considerados patognoménicos da origem glomerular do sangramento.
Os cilindros sdo formacdes gel dos tabulos renais cuja matriz € uma proteina originada das
celulas tubulares renais. Essa proteina, chamada de proteina de Tamm-Horsfall, precipita na
luz tubular, influenciada pela concentracdo eletrolitica, fluxo urinario e variacbes do pH.
Quando ocorre precipitacdo, os elementos presentes na luz tubular séo envoltos nessa matriz
protéica e eliminados na urina. Na maioria das vezes, a presenca de cilindros na urina denota
lesOes parenquimatosas renais. No exame de urina, os cilindros sdo avaliados e descritos no
exame microscopico, sendo que a presenca de hemacias no interior dos cilindros confere a

eles uma cor de ferrugem.

4.2. Alteracdes morfoldgicas dos eritrdcitos no sedimento urinario

O primeiro relato de alteragdes morfolégicas das hemacias presente no sedimento

urinario data de 1925 (7). Addis observou que a maioria das hemécias urinarias de pacientes



com glomerulonefrites apresentava-se com morfologia distorcida ou em lise. Nos anos
seguintes, varias observagdes da morfologia das hemacias foram realizadas e descritas por
diferentes autores (10-13).

Em 1979, Birch e Fairley propuseram uma classificacdo para a origem do sangramento
glomerular e ndo glomerular, baseados nas alteracbes morfolégicas das heméacias presentes no
sedimento urinario, observado por microscopia de contraste de fase (14). Esses autores
observaram que, na hematuria de origem glomerular, as hemécias apresentavam grande
variagdo em sua forma e dimensoes, sendo nomeadas de dismdrficas. Nos sangramentos ndo
glomerulares, as heméacias conservavam seu aspecto usual, isomorficas, podendo apresentar,
eventualmente, perda no contetdo de hemoglobina, denominadas de hemécias fantasma, ou
estarem crenadas. Na descricdo inicial, os autores utilizaram uma avaliagdo quantitativa para
o dismorfismo, porém descreveram sua classificacdo qualitativamente, classificando o
dismorfismo como ausente, discreto, moderado ou evidente (15).

Na década seguinte, varios estudos foram realizados em pacientes com hematuria,
aplicando a classificacdo de Birch e Fairley, a fim de comprovar as suas observagdes. Em
1981, Fasset, Horgan e Mathewen examinaram 62 amostras de urina, classificando-as
conforme a populacdo eritrocitaria predominante, com acerto na correlacdo entre o
diagndéstico microscopico e clinico em 57 dos 60 casos (16). Em 1982, Fairley e Birch
estudaram 88 pacientes, comprovando a presenca de dismorfismo em 55 de 58 pacientes com
doenca glomerular (15). No mesmo ano, Fasset, Horgan e Mathewen publicaram a anélise de
253 pacientes com hematlria usando como ponto de corte para o diagndstico de dismorfismo,
porcentagens superiores a 80% de células dismorficas ou isomorficas, apresentando

correlagdo clinico-microscopica em 85% dos casos (17).
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Em 1984, Rizzoni e colaboradores compararam os resultados obtidos por dois
observadores utilizando microscopia de contraste de fase e Optica convencional em 65
criangas, com concordancia diagndstica em 60 casos (18). No mesmo ano, foi publicado um
estudo em pacientes com hematuria induzida por exercicio fisico, com resultados indicando a
origem glomerular dessas hemécias (19). Ainda nesse ano, 0 uso de microscopia de contraste
de fase foi usada para avaliar amostras de urina de 22 pacientes com hemataria glomerular,
considerando-se com critério diagnostico valores superiores a 75% de hemécias dismorficas,
com sensibilidade de 90% e especificidade de 100% (20).

Em 1985, foi realizado em Porto Alegre um estudo que constatou que a presenca de
porcentagens iguais ou superior a 65% de hemécias dismdrficas no sedimento urinario parece
ser o critério mais adequado de classificacdo de hematuria glomerular, com especificidade de
100% e sensibilidade superior a 85% na amostra estudada (21).

Em 1987, De Santo e colaboradores avaliaram 163 pacientes, 61 adultos e 102
criancas, com hematdria, analisando amostras de urina em dois dias ndo consecutivos com
microscopia de contraste de fase, por dois observadores de diferentes instituicbes. O ponto de
corte utilizado na classificacdo das amostras foi de 80% de células isomorficas ou
dismérficas, correlacionando os achados com o diagnostico clinico. A porcentagem de acerto
foi de 96,4%. Nessa série, a presenca de 50-70% de células dismorficas foi evidenciada em 5
casos, que foram classificados como hematdria mista (22).

Para determinar se o dismorfismo eritrocitario € um preditor de sangramento
glomerular, em 1989, Pollock, comparou o nimero de células dismdrficas na urina de
pacientes com biopsia renal comprovando glomerulopatias, antes e imediatamente apds a
bidpsia renal, demonstrando que, apds a bidpsia, houve aumento no nimero de heméacias

dismorficas. Essas amostras foram posteriormente comparadas com pacientes com
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diagnostico de hematdria ndo glomerular por sangramento de trato urinario baixo,
determinando, nessa série, que contagens superiores a 75% de células dismorficas se
correlacionam com sangramento glomerular, sendo que a presenca de até 17% de células
dismorficas pode ser encontrada em pacientes com hematuria ndo glomerular (23).

Em 1993, Mohammad e colaboradores avaliaram amostras de urina de 109 pacientes
com hematdria. As amostras foram analisadas por microscopia de contraste de fase, e a
proporcdo de hemacias dismorficas e isomorficas foi determinada utilizando porcentagens
iguais ou superiores a 20% de isomorfismo ou dismorfismo como diagnostico. O correto sitio
de sangramento foi demonstrado em 27 de 30 (90%) pacientes com glomerulopatias e em
todos os 17 pacientes com sangramento de trato urinario inferior, demonstrando uma
sensibilidade de 90% e uma especificidade de 100% para a determinacdo da fonte do
sangramento (24).

Para avaliar o melhor método microscdpico para a avaliagdo do dismorfismo, em
1994, Mehta e colaboradores estudaram 87 casos de hematlria, comparando o0 uso de
microscopia de contraste de fase e Optica convencional. Dos 87 pacientes, 45 tinham
hematdria glomerular, e 42 tinham hemataria ndo glomerular. O uso da microscopia de
contraste de fase apresentou sensibilidade de 91,1%, e a microscopia Optica, de 66,7% na
deteccgdo da fonte glomerular do sangramento. Ambos os métodos apresentaram sensibilidade
de 92,2% para a determinacdo de hematlria ndo glomerular, sugerindo que o uso de
microscopia de contraste de fase é mais sensivel na deteccdo de dismorfismo (25).

No mesmo ano, outro grupo avaliou 107 pacientes com micro hematdria com o uso de
microscopia éptica convencional, utilizando como ponto de corte porcentagens de até 40% de
dismorfismo. Adicionalmente, avaliaram a variacdo interobservador em uma série de 26

amostras. Valores de até 40% de eritrécitos dismorficos apresentaram uma sensibilidade de
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100% para patologias urologicas, com uma especificidade de 66,7%. O grau de correlacdo
entre os observadores foi demonstrado por um coeficiente de 0,90 (kappa: 0,77) (26).

Ja em 1996, Georgopoulous avaliou a morfologia eritrocitaria em 2145 amostras de
urina de 1391 pacientes com hematuria, analisando essas amostras com microscopia de
interferéncia de contraste. Porcentagens superiores a 90% de dismorfismo apresentaram boa
correlagdo com sangramento glomerular (27).

Em 1998, um estudo de corte com 123 pacientes foi realizado para determinar o valor
limite de dismorfismo para o diagndstico de hematdria glomerular, analisando as amostras
com microscopia de contraste de fase. Nessa série, as amostras foram divididas em trés
grupos na dependéncia da morfologia eritrocitaria predominante. Porcentagens maiores de
60% de dismorfismo foram classificadas como glomerulares; de 20-60%, como mistas; e
inferiores a 20%, como ndo glomerulares. O diagnostico de glomerulopatias foi confirmado
em 54 de 57 amostras classificadas como hematuria glomerular e em todos os 8 casos de
hematuria classificadas como mista. Nos 58 pacientes com hematudria ndo glomerular, a
correlacdo microscopica foi encontrada em 55 pacientes. Os trés pacientes com classificacao
duvidosa pela morfologia foram submetidos a puncao bidpsia renal, cujo resultado foi normal.
Esse estudo sugeriu que porcentagens superiores a 20% de dismorfismo na microscopia com
contraste de fase sdo fortemente sugestivas de patologias glomerulares, justificando a
realizacdo de bidpsia renal nesses casos, devendo-se excluir o termo hematUria mista (28).

Nestas diferentes séries, o predominio de hemacias dismorficas ou isomorficas
classificaram a fonte do sangramento em glomerular ou ndo glomerular respectivamente,
porém ndo houve concordancia no valor limite para a ocorréncia do dismorfismo, variando as

observacdes de 20 a 90% de predominio de uma forma em relacédo a outra.



11

Na tentativa de avaliar a existéncia de uma alteracdo morfologica patognoménica do
sangramento glomerular, Kohler e colaboradores, em 1991, avaliaram amostras de urina de
351 pacientes com hematdria e 33 controles saudaveis, analisando a morfologia dos eritrocitos
por microscopia de contraste de fase e classificando os eritrocitos de acordo com a
classificacdo hematoldgica usual (29). Nessa avaliacdo, a maioria das células dismorficas,
como o0s equindcitos, anuldcitos, esquizocitos, estomatocitos, codocitos e cnizocitos,
ocorreram em doencas glomerulares e nao glomerulares, sugerindo que ndo sdo caracteristicas
de sangramento glomerular. Em contraste, uma deformidade eritrocitaria chamada de
acantdcito foi a que melhor se correlacionou com sangramento glomerular. Os acant6citos sdo
eritrécitos em anel contendo vérias espiculas e protusfes. Nessa série, demonstrou-se que, nos
pacientes com glomerulopatias comprovadas por bidpsia, os acantdcitos representavam 12,4%
de todos os eritrdcitos presentes nas amostras de urina, enquanto, nos pacientes com doengas
ndo glomerulares ou nos controles saudaveis, os acantocitos foram encontrados em
porcentagens muito pequenas, inferiores a 2%, ou ndo foram encontrados. Contagens de
acantdcitos iguais ou superiores a 5% do total de eritrocitos excretados foram encontrados em
75 dos 143 pacientes com glomerulopatias comprovadas por bidpsia (sensibilidade de 52%) e
em 4 dos 187 pacientes com doencgas ndo glomerulares (especificidade de 98%), sugerindo
que a presenca de acantécitos em porcentagens iguais ou superiores a 5% é um bom marcador
preditivo de sangramento glomerular, mesmo em contagens muito pequenas de eritrécitos.

Em 2002, Catala e colaboradores compararam a efetividade da contagem de
acantécitos em comparagdo com a contagem de eritrécitos dismorficos em 170 pacientes com
hematdria. Destes pacientes, 73 apresentavam hematdria glomerular, e 97, hematuria néo
glomerular. A porcentagem de células dismorficas e de acantdcitos foi examinada por

microscopia de contraste de fase e determinada para cada paciente, correlacionando 0s



12
achados com o diagnostico definitivo. Hematuria glomerular foi definida pela presenca de
contagens superiores a 35% de células dismorficas, apresentando uma sensibilidade de 69% e
uma especificidade de 100%. Quando a hematuria glomerular foi definida pela contagem de
acantdcitos igual ou superior a 5%, a sensibilidade aumentou para 88%, e a especificidade
permaneceu em 100%, sugerindo fortemente, nessa série, a superioridade da contagem de

acantocitos no diagndstico de sangramento glomerular (30).

4.3. Patogénese das altera¢des morfoldgicas no sedimento urinario

Independente das alteracdes morfoldgicas apresentadas, ainda especula-se qual seja a
causa das deformidades eritrocitarias. Em 1984, Chang e colaboradores ressaltaram, em suas
observagdes, que a patogénese das alteragcfes morfoldgicas nos individuos com hematuria
glomerular, apesar de ndo totalmente elucidada, parece nédo se relacionar unicamente com a
composicao da urina (31).

Em 1989, foi desenvolvido um modelo in vitro em que se demonstrou que as
mudancas osméticas (mimetizando as alteragdes osméticas sofridas pelas hemacias durante a
passagem pelo néfron) podem causar alteragcBes nas membranas celulares, alterando a sua
forma (32). Em 1992, Kitamoto destacou que a mudanca da osmolaridade associada a
variagbes do pH produzia, in vitro, alteracbes celulares (33). No mesmo ano, Rath e
colaboradores conduziram um experimento semelhante, sugerindo que os eritrécitos sofrem
deformaces, primariamente, por dano mecénico causado pela passagem da hemécia pela
membrana basal glomerular e, secundariamente, por alteragdes osmoticas durante a passagem

das hemécias pelos segmentos diluidores do néfron (34, 27).
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Apesar de ainda ndo totalmente elucidados, os mecanismos de producdo do
dismorfismo parecem ser varios. Fatores mecanicos, teciduais e quimicos de composic¢do do

meio podem atuar em conjunto na patogénese das alteragdes morfoldgicas eritrocitarias.

4.4. Avaliacao do dismorfismo eritrocitario no sedimento urinario

A avaliacdo do dismorfismo eritrocitario, além das divergéncias quanto a
quantificacdo do numero significativo de celulas com morfologia alterada e das ddvidas
quanto a existéncia de uma morfologia patognomaonica da origem glomerular do sangramento,
ainda pode sofrer uma consideravel variagdo na dependéncia do observador. Na tentativa de
minimizar a subjetividade do exame, algumas técnicas de quantificacdo automatizada e digital
tém sido estudadas.

Em 1984, Chang estudou 20 pacientes com hematiria microscopica, 10 com
hematuria glomerular e 10 com hematuria ndo glomerular, observando que os pacientes com
sangramento de origem glomerular, aléem das alteragdes morfologicas ja previamente descritas
por outros autores, também apresentavam hipocrémia (31). Em 1990, Godwasser tentou
confirmar esse achado estudando por analise eletronica o tamanho das hemacias e seu volume
corpuscular médio. Nesse estudo, demonstrou que 0s pacientes com hematdria glomerular
apresentavam um volume corpuscular médio significativamente menor do que o0s pacientes
com hematdria ndo glomerular (35). No mesmo ano, Sayer avaliou as diferencas na
morfologia das celulas eritrocitarias urinarias através de contagens automatizadas, utilizando
um contador hematologico. Cada anélise foi demonstrada graficamente, com a obtencdo de

diagnosticos corretos em 97 de 100 pacientes (36).
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Em 1991, foi descrito, pela primeira vez, o uso de citometria de fluxo com o uso do
sistema Tecknicon H para analisar a morfologia das hemacias, comparando seu uso com 0s
métodos de microscopia de contraste de fase e de citocentrifugagcdo. Nessa série, todos 0s
metodos foram equivalentes na diferenciacéo entre células dismorficas e isomdrficas, sendo o
uso da citometria de fluxo ndo recomendado devido a equivaléncia dos métodos (37). O uso
da citometria de fluxo pode fornecer uma medida objetiva dos eritrécitos presentes na urina
com base no volume e na densidade das heméacias. Em 1995, seu uso foi novamente testado.
Com a utilizagéo do sistema Teckhnicon H-1TM, foram avaliados 63 pacientes com micro e
macro hematlria. A sensibilidade do método na deteccdo da fonte do sangramento foi de
75%, com especificidade de 86%. Apds a exclusdo de 20 amostras de pacientes com micro
hematdria, a sensibilidade aumentou para 93%, e a especificidade, para 100%, sugerindo que
a intensidade da hematlria pode ser determinante no poder diagnostico da analise
automatizada (38). O mesmo autor, em 2001, descreveu um estudo comparando o uso da
citometria de fluxo urinario com o sistema Sysmex UF-100 com a microscopia éptica, na
avaliacdo de 79 amostras de urina de pacientes com hematdria. A sensibilidade e a
especificidade da contagem automatizada foram, respectivamente, de 83% e 94%, com
valores preditivos positivo e negativo de 95% e 78%, respectivamente. Os valores
correspondentes da microscopia Optica apresentaram sensibilidade de 79%, com
especificidade de 90% e com valores preditivos positivo e negativo de 93 e 74%,
respectivamente, para a deteccdo de sangramentos ndo glomerulares (39).
Para avaliar a utilidade da contagem automatizada do volume corpuscular médio, em
2002, Game e colaboradores analisaram 45 amostras de urina avaliadas por método
automatizado. As amostras foram classificadas em 3 grupos, conforme o volume corpuscular

medio das hemacias: com elevado volume corpuscular medio (> 50 fl), com baixo volume
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corpuscular médio (< 50 fl) e com origem mista. A sensibilidade da avaliacdo automatizada
no diagnostico de hematdria glomerular foi de 100%, com especificidade de 37,5%, sendo
esta muito baixa para confirmar a origem do sangramento (40). Em 2003, o uso de analise
eletronica de tamanho de particulas foi comparado com a microscopia de contraste de fase,
demonstrando que ambos 0s métodos apresentam boa acurécia para a detec¢do da fonte do
sangramento (41).

Em 2001, Dinda e colaboradores descreveram o primeiro relato na literatura
demonstrando a utilidade da afericdo da densidade da hemoglobina das heméacias presentes no
sedimento urinario, correlacionando esse achado com a morfometria celular através de um
sistema de analise digital das hemacias. Nessa série, 0 uso isolado dos dados morfométricos
obteve um resultado correto em 93,4% dos casos de hematuria glomerular e, quando
analisados conjuntamente com a densitometria, o diagndstico foi correto em 100% dos casos
(42).

Apesar de amplamente estudados, o uso dos métodos automatizados ndo € usual na
pratica clinica. A observacdo microscopica continua sendo o método diagndstico mais
utilizado para a pesquisa do dismorfismo eritrocitario. As variag@es interobservadores séo
facilmente explicadas por se tratar de um exame semiquantitativo que depende da experiéncia
do examinador e do estabelecimento de critérios rigidos para a sua avaliacdo. Poucos relatos
na literatura avaliam a pesquisa do dismorfismo eritrocitario na dependéncia de diferentes
observadores. Em 1986, Ramann e colaboradores publicaram um estudo controlado, cego,
com dois observadores independentes, em que se avaliou a correlagdo entre a observacdo da
morfologia eritrocitaria e o diagnostico clinico. Nessa série, ndo houve concordancia entre os
observadores quanto ao ponto de corte especifico capaz de diferenciar a fonte do sangramento

(43).
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Em 1993, a morfologia dos eritrocitos urindrios como preditora da fonte do
sangramento na populacdo pediatrica foi estudada (44). Dois observadores independentes,
usando microscopia de contraste de fase, avaliaram 101 amostras de urina de 90 pacientes
pediatricos. Um dos observadores utilizou também microscopia de interferéncia diferencial
(Nomarski). Vinte e oito casos foram excluidos por apresentarem diagnéstico clinico
duvidoso. Dos 62 casos restantes, o diagndstico microscopico foi comparado ao clinico. O
observador 1 documentou dismorfismo em 40 dos 42 pacientes com glomerulopatias e
isomorfismo em 19 dos 20 casos de sangramento ndo glomerular. O observador 2
documentou dismorfismo em 39 dos 42 casos com hematdria glomerular e isomorfismo em
todos os casos de hematuria ndo glomerular. Estes achados representam sensibilidade de 95%
para 0 observador 1 e de 93% para 0 observador 2, com especificidade de 95% e 100%,
respectivamente. Nao houve, nessa série, vantagens do uso de microscopia de interferéncia
(Nomarski) em relacdo ao contraste de fase; e os resultados confirmaram a acurécia da
avaliacdo microscopica para o diagnostico diferencial das hematlrias em pacientes
pediatricos.

Em 1994, Van der Snoek estimou a variacdo interobservadores em uma série de 26
amostras de urina selecionadas de 107 espécimes previamente avaliadas por microscopia
Optica. Nesse estudo, o coeficiente de correlacdo foi de 0,90 (kappa 0,77), embora tenha sido
salientada a importancia de critérios rigidos para o estabelecimento do dismorfismo (26).

Neste estudo apresentado a seguir, 0s autores avaliaram o grau de correlagédo entre a
avaliacdo de dismorfismo eritrocitéario por diferentes observadores com pratica e experiéncia
na pesquisa de hemacias dismorficas, objetivando determinar a reprodutibilidade deste exame

na pratica médica e o grau de correlacdo entre as observacoes.
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. OBJETIVOS

1. Objetivo Geral
Analisar a variacdo da observacdo de dismorfismo eritrocitario entre observadores

com experiéncia na analise do sedimento urinario.

2. Objetivos Especificos
- Analisar o grau de correlacdo entre as observacoes.
- Correlacionar a observacdo do dismorfismo eritrocitario com o diagnostico da causa

béasica da hematuria.
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AVALIACAO DA VARIABILIDADE INTEROBSERVADOR DA MORFOLOGIA

DAS HEMACIAS NO SEDIMENTO URINARIO

Nephrology Dialysis Transplantation

Resumo

Introducéo: O dismorfismo eritrocitario urinario foi descrito ha vérios anos e tem
sido usado para identificar os sangramentos glomerulares e para orientar a investigacdo
subseqiente. Este estudo analisa a variabilidade na andlise do dismorfismo eritrocitario por
diferentes observadores, avaliando a correlagdo entre as observagdes e sua associagdo com 0
diagnostico etioldgico das hematurias.

Métodos: Foram selecionados dezoito amostras de sedimento urinério de pacientes
com hematuria glomerular e ndo glomerular, as imagens foram capturadas por um software de
captura de imagens e gravadas em meio magnético. As imagens foram analisadas por doze
observadores treinados na analise de dismorfismo eritrocitario que atuam em laboratérios de
andlises clinicas de Porto Alegre. Os observadores, cegos em relacdo ao diagndstico,
classificaram as amostras pela presenca ou auséncia de dismorfismo e estimaram a
porcentagem de hemécias dismorficas em relacdo ao seu numero total.

Resultados: Utilizando-se o ponto de corte de 75% de hemacias dismorficas como
diagndstico de hematuria glomerular, o diagnostico correto foi obtido em 79% das
observacdes. A sensibilidade foi de 76% e a especificidade de 82%, com valores preditivos

positivo e negativo de 80% e 78% respectivamente. A correlacdo entre as observacdes foi
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calculada com o uso de coeficiente Kappa, observando-se uma concordancia moderada
(kappa 0,58).

Conclus@es: Nosso estudo demonstrou que a despeito da auséncia de critérios rigidos
de avaliacdo e classificacdo do dismorfismo, sua realizacdo por profissionais capacitados
apresenta um aceitavel nivel de acuracia e concordancia, justificando seu uso na avaliagdao de
pacientes com hematuria.

Palavras chaves: Dismorfismo eritrocitario, hematuria, variabilidade interobservador.

Titulo resumido: Variabilidade na morfologia dos eritrécitos urinarios avaliados por

diferentes observadores.
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Introducéo

A hematdria é um achado freqliente na pratica médica, com prevaléncias na populacéo
que variam de 3 a 22% (1, 2). Quando assintomatica, a sua investigacdo pode ser extensa e
onerosa, sendo importante o desenvolvimento de métodos diagndsticos ndo invasivos que
orientem para o local do sangramento.

Em 1979, Birch e Fairley descreveram que as hemacias presentes na urina de pacientes
com patologias glomerulares apresentavam marcada variagdo de tamanho e forma quando
analisadas por microscopia de contraste de fase, chamadas por isso de dismorficas. Ja as
hemécias originadas de sangramentos ndo glomerulares apresentavam forma e tamanho
uniformes, com morfologia semelhante a encontrada no sangue periférico, denominadas
isomorficas, embora um ndmero variado de hemécias poderia perder seu conteldo de
hemoglobina, chamadas células fantasmas, ou estarem crenadas (3). Nas décadas seguintes, a
observacdo de dismorfismo eritrocitario no sedimento urinério passou a ser amplamente
empregada na avaliacdo de pacientes com hematuria. Entretanto, a subjetividade dessa
observagdo resultou em inumeras discrepancias quanto a definicdo da presenca de
dismorfismo e a forma de quantificar a porcentagem minima de células dismorficas capaz de
indicar o sangramento glomerular. Assim, em 13 estudos selecionados, 0 ponto de corte
minimo de células dismdrficas necessario para o diagnostico de hematdria glomerular variou
de 10 a 90% (4-16), com sensibilidades e especificidades variaveis para cada série. A
principal explicacdo para essa grande variabilidade é a auséncia de critérios bem definidos na

literatura que caracterizem o dismorfismo. Outros autores tém utilizado como critério
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diagnostico de dismorfismo a presencga de uma forma especifica de hemacias, 0s acantocitos
9).

A avaliacdo da morfologia das hemacias no sedimento urinario, além das divergéncias
quanto a quantificacdo, ainda estd sujeita a variacBes na dependéncia da experiéncia e dos
critérios utilizados por diferentes observadores. Dois relatos na literatura avaliaram a
variabilidade entre dois diferentes observadores na pesquisa de hemécias dismorficas. Nessas
séries, houve boa correlacdo entre as observagdes, porém os resultados foram limitados pelo
pequeno numero de observadores (11, 17).

Para avaliarmos o real impacto da variacéo interobservador na anélise do dismorfismo
e sua correlacdo com o diagndstico da fonte do sangramento, realizou-se um estudo com doze
observadores experientes na analise de dismorfismo eritrocitario, e os submetemos a
avaliacdo de 18 exames de urina de pacientes com diagnostico de hematdria glomerular ou

n&o glomerular.

Materiais e métodos

Foram selecionados dezoito pacientes dos ambulatérios de Urologia e Nefrologia do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre no periodo de julho a dezembro de 2002. Destes
pacientes, nove apresentavam sangramento de origem glomerular, com diagnostico
confirmado por exame do tecido renal, e nove apresentavam hematuria ndo glomerular, com
diagndstico estabelecido por urografia excretora, ecografia do aparelho urinario, exame
anatomo-patolégico ou urocultura com crescimento bacteriano superior a 100.000 unidades

formadoras de col6nia por ml. Os pacientes com mais de uma possivel causa para o
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sangramento foram excluidos da analise. As amostras de urina foram coletadas por miccao
espontanea apds orientacdo, na segunda mic¢do da manha, e armazenadas em frascos estéreis.
A presenca de hematuria foi confirmada por exame de fita-teste. O exame do sedimento
urinario foi realizado de forma padronizada, com microscopia de contraste de fase por um
Unico pesquisador. As imagens das hemacias em aumento de 400x foram selecionadas, e foi
realizada a captura digital das mesmas com o uso do software de captura de imagens (Image-
Pro Plus 4.0, Maryland, USA). As imagens relativas a cada exame foram editadas e gravadas
em meio magnético, sendo organizadas em diferentes pastas relativas a cada exame. O
nimero de imagens de cada pasta variou de acordo com a intensidade da hematuria,
observando-se o critério do nimero minimo de cem hemécias por amostra.

Foram convidados a participar do estudo 12 observadores com experiéncia na
avaliacdo de dismorfismo eritrocitario, responsaveis pela realizacdo deste exame em
laboratorios de analises clinicas de Porto Alegre. Os observadores que concordaram em
participar do estudo analisaram as imagens, acompanhados por um dos investigadores, cegos
em relacdo ao diagndstico definitivo dos pacientes. Cada exame foi classificado pela presenca
ou auséncia de dismorfismo eritrocitario e pela porcentagem estimada de heméacias
dismorficas em relagdo ao numero total de hemécias. A idade, o tempo de experiéncia e a
experiéncia prévia com microscopia de contraste de fase de cada observador também foram
avaliados. Os dados foram analisados utilizando testes para avaliar a propor¢do de acertos
diagndsticos, bem como os falsos positivos e negativos. Os erros padrdo e amostral foram
calculados considerando um nivel de confianca de 95%, e as analises de correlagdo foram
realizadas utilizando os coeficientes de Pearson, Kappa e Phi. O valor de p < 0,05 foi adotado

para significancia estatistica.
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Resultados

Foram obtidos 216 diagndsticos dicotdmicos sobre 18 exames de pesquisa de
dismorfismo eritrocitario por 12 observadores. Dois diagnosticos ndo foram dados pelos
observadores entrevistados. Os resultados dos 18 exames eram previamente conhecidos,
sendo utilizados como padrdo ouro de comparagdo de acertos diagndsticos.

Sobre os 216 diagndsticos, foi realizada uma andlise técnica de consisténcia dos
diagndsticos, com base no padrdo de analise da literatura, considerando como ponto de corte
para o diagndstico de patologias glomerulares a presenca de valores superiores a 75% de
dismorfismo. Com base nessa analise, foram considerados invalidos 34 diagndsticos.
Considerados os dois diagnésticos ausentes, a amostra restante ficou com 180 observagdes.
As caracteristicas dos observadores e seus respectivos acertos estdo sumarizados na Tabela 1.

Segundo os dados apresentados na Tabela 1, o tempo médio de experiéncia na
avaliacdo de dismorfismo eritrocitario foi de 18 anos, com desvio padrdo de 10. O tempo
medio de experiéncia com o uso de contraste de fase foi de 7,7 anos, com desvio padréo de 11
anos. O tempo de experiéncia com microscopia de contraste de fase, ndo foi informado por
um dos observadores.

O diagndstico correto foi obtido em 79% das observacdes consideradas validas. Os
resultados falsos negativos e falsos positivos foram, respectivamente, de 11,7% e 8,9%.

A andlise do erro padrdo e do erro amostral, com nivel de confianga de 95%, esta
demonstrada na Tabela 2.

A sensibilidade da amostra foi de 76%, e a especificidade, de 82%, com valores

preditivos positivo e negativo, respectivamente, de 80% e 78% e a acurcia foi de 79%.
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A correlacdo dos acertos de cada observador com a idade, o tempo de experiéncia e a
experiéncia com microscopia de contraste de fase ndo apresentou significancia estatistica. O
coeficiente de correlacdo de Pearson calculado foi de -0,25 (p=0,42) para a idade do
observador, -0,28 (p=0,35) para o tempo de experiéncia com analise de dismorfismo e 0,35
(p= 0,23) para o tempo de experiéncia com microscopia de contraste de fase.

Para avaliar o grau de concordancia entre os 12 observadores, foram aplicadas anélises
de coeficientes de correlacdo Kappa, corrigindo a proporcdo de ocorréncia devida ao acaso, a

tendenciosidade e a prevaléncia, conforme a Tabela 3.

Discussao

A avaliagdo de pacientes com hematuria continua sendo um desafio diagnostico.
Desde a descricgdo inicial de Birch e Fairley sobre a ocorréncia de alteragcbes morfoldgicas nas
hemécias provenientes de sangramentos glomerulares, este dado vem sendo investigado e
utilizado na orientacdo da investigacdo subsequiente dos pacientes. Individuos com forte
evidéncia de sangramento glomerular devem ser investigados com énfase nas doengas renais
glomerulares, evitando submeter esses pacientes a investigacdo do trato urinario, diminuindo
0 Onus e os potenciais para-efeitos da investigagao.

Apesar de bem descrita a utilidade do dismorfismo eritrocitario como estratégia de
diferenciacdo na avaliagdo de pacientes com hematuria, muitos pontos néo estdo elucidados
na literatura. O principal ponto de divergéncia na literatura € o nimero minimo de hemécias
dismérficas capaz de diagnosticar o sangramento glomerular. Nesta série, foi utilizado um

nimero minimo de 75% de hemécias com morfologia distorcida como ponto de corte para o
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diagndstico de hematuria glomerular (9, 10). Os entrevistados descreveram, com base na
literatura e em seus conhecimentos prévios, esse valor minimo de alteragdes eritrocitarias, e
utilizaram esse critério na avaliacdo das amostras. Algumas observagdes, por nao terem sido
quantificadas, foram excluidas da andlise final, resultando em 180 observacdes validas por
preencherem esse pré-requisito.

Os acantdcitos sdo descritos na literatura como a deformidade eritrocitaria mais
caracteristica de sangramento glomerular (9, 13). A ocorréncia de acantdcitos, nesta série, foi
avaliada em conjunto com as observacBes, ndo sendo utilizado como critério isolado de
dismorfismo. A ocorréncia deste fato se justifica, ja que os observadores tinham total
liberdade de julgamento e avaliacdo das amostras.

Das 180 observagfes validas, o diagnostico correto foi obtido em 143 observacGes
(79%), com sensibilidade de 76%, especificidade de 82% e valor preditivo positivo e negativo
de 80% e 78%, respectivamente. As diferentes séries descritas na literatura apresentam
variagdes de sensibilidade de 52 a 100% e de especificidade de 60 a 100%, utilizando critérios
variaveis e pontos de corte de 10 a 80% de células com morfologia alterada para diagnosticar
dismorfismo (5,9,11,13). Um dos objetivos do nosso estudo foi o de avaliar o desempenho de
profissionais envolvidos em atividades assistenciais, avaliando a eficacia do exame de
dismorfismo eritrocitario nesse contexto. A acuracia estimada nesta série foi de 79%, que é
compativel com a descrita na literatura (8,9,13).

Ao contrario do que se esperava, ndo se evidenciou significancia estatistica ao
correlacionarmos as observagbes com o tempo de experiéncia ou a experiéncia dos
observadores com o uso de microscopia de contraste de fase. Essa ndo correlagdo é bastante

interessante, uma vez que a literatura cita que a experiéncia do observador pode ser um fator
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limitante da avaliacdo do dismorfismo, podendo-se sugerir que a avaliacdo cuidadosa do
sedimento urinario por observadores capacitados é util e relevante, independente do seu
tempo de experiéncia.

A experiéncia prévia com microscopia de contraste de fase, apesar de ndo ter
apresentado significancia estatistica, demonstrou correlagdo positiva com o nimero de acertos
dos observadores. O uso de microscopia de contraste de fase € citado na literatura como
superior ao uso da microscopia éptica convencional (18), e seu uso, embora ndo amplamente
difundido na prética clinica, pode representar um incremento na avaliacdo do dismorfismo.

Este estudo foi o primeiro a avaliar o grau de concordancia na investigacdo de
dismorfismo por mdltiplos observadores. Os relatos até agora publicados correlacionam
somente dois observadores independentes na analise de dismorfismo (11, 17, 19). Nesses
estudos, foi demonstrado coeficiente de correlacdo substancial entre os observadores
(kappa>0,60), porém seus resultados sdo limitados pelo nimero dos observadores avaliados.
Nesta série, a concordancia entre os 12 observadores foi estimada com um coeficiente Kappa
de 0,58, denotando uma concordancia moderada entre as observagdes (20).

Em concluséo, nosso estudo demonstra que, apesar da subjetividade e das limitagdes
pela auséncia de critérios estritos de avaliacdo e quantificacdo do dismorfismo das heméacias
no sedimento urinario, a sua realizacdo por profissionais envolvidos na prética assistencial
apresentou um nivel de acuracia e de concordancia aceitaveis, reforcando a importancia desse

exame na avaliacao e investigacdo de pacientes com hematuria.
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Tabelal. Dados demograficos e do nimero de acertos por observador
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| OBSERV 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

TEMEXP | 22 25 11 39 17 3 31 13 25 5 26 10 | Total
execF | 1 | 2 | 2 [ 2 [ 1 |1 [ 1 [ 11 [ 2 2] 2 |Acwe
TEXPCF 22 0 0 0 17 | 15 | 31 13 NI 0 0 0

Acertos 9 3 4 7 14 17 18 15 12 15 15 14 | 143

OBSERV: observadores; TEM EXP: tempo de experiéncia (em anos); EXPCF: experiéncia
com contraste de fase: sim 1, ndo 2; TEXPCF: tempo de experiéncia com contraste de fase
(em anos); NI: ndo informado
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Tabela2.Célculo do Erro Padrdo e do Erro Amostral

. Frequéncia| Freqiéncia x Erro
Categorias Al:?soluta Rela(iiva (%) Erro Padrdo Amostral*
Acertos (0) 143 79 2,8 54
Falsos Negativos (1) 21 11,7 2,2 4.3
Falsos Positivos (-1) 16 8,9 1,9 3,8
Total 180 100,00

* Considerando um nivel de confianca de 95% - valores em percentual
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Tabela 3. Resultados da Anélise de Concordancia: Coeficientes Kappa e Phi

Medida Valor Descricao

indice de concordancia entre diagnosticos e

Kappa de Cohen 0,5882 | ocorréncia de dismorfismo, corrigida relativamente
a concordancia casual.*
indice de concordancia entre diagndsticos e

Kappa de Scott 0,5879 | ocorréncia de dismorfismo, corrigida relativamente
a concordancia casual, ajustado a tendenciosidade.*
indice de concordancia entre diagnosticos e

Kappa de Bennet 0,5889 gcorréncia} de.dismorfismo, corr[gida relat_iva}mente
a concordancia casual, ajustado a tendenciosidade e
a prevaléncia.*

indice de Tendenciosidade | -0,0278 | Medida da tendenciosidade na concordancia.

indice de Prevaléncia -0,0500 | Medida da prevaléncia na concordancia.

Cocficiente Phi 0,5891 Grau de associagdo entre diagnosticos e ocorréncia

de dismorfismo.

* Pressup0e independéncia entre os observadores.
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VARIABILITY IN URINARY ERYTHROCYTE MORPHOLOGY
TEST BY DIFFERENT OBSERVERS

Nephrology Dialysis Transplantation

Abstract

Background: Urinary erythrocyte dysmorphism was described long ago and has been
used to identify glomerular bleeding and to guide follow-up investigation. This study aimed at
analyzing the variability in erythrocyte dysmorphism observation performed by several
observers, evaluating the correlation among the observations and its association with the
diagnosis of the hematuria cause.

Methods: Eighteen urinary sediment samples from patients with glomerular and non-
glomerular hemataria were selected, had the images captured and saved for later analysis.
These images were analyzed by twelve observers experienced in erythrocyte dysmorphism
evaluation who are presently in charge of conducting this test in clinical laboratories in the
city of Porto Alegre (Brazil). The observers, blind to the patients’ diagnoses, classified the
samples according to presence or absence of erythrocyte dysmorphism and to estimated
percentage of dysmorphic erythrocytes.

Results: Correct diagnoses were obtained in 79% of the observations, taking 75% as
the minimum percentage of dysmorphic erythrocytes for the diagnosis of glomerular

hematuria. We obtained 76% sensitivity, 82% specificity, 80% positive predictive value and
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78% negative predictive value. The correlation among the observers was calculated with
Kappa coefficient, with a agreement acceptable (kappa 0.58).

Conclusions: Our study demonstrated that, despite the lack of strict criteria for the
evaluation and quantification of erythrocyte dysmorphism in the urinary sediment, the
performance of this test by professionals involved in healthcare practice presents an
acceptable level of accuracy and agreement, what supports the use of this test in the
evaluation of patients with hematuria.

KEYWORDS: Erythrocytes dysmorphism, hematdria, interobservers variability

RUNNING TITLE: Variability in urinary morphology test by different observers
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Introduction

Hematuria is a frequent finding in medical practice; its prevalence in the population
varies from 3 to 22% (1, 2). Investigation of asymptomatic hematuria might turn costly and
time-consuming justifying the need for developing noninvasive diagnostic methods that can
help localize the source of bleeding.

In 1979, Birch and Fairley reported that the erythrocytes found in the urine of patients
with glomerular diseases presented considerable variation in size and shape when analyzed
through phase contrast microscopy, so they were called dysmorphic. In contrast, the
erythrocytes from non-glomerular bleeding presented uniform shape and size, with a
morphology similar to that of peripheral blood, called isomorphic. A variable number of
erythrocytes might lose their hemoglobin content and are called ghost cells, or be crenated
(3). In the following decades, the finding of dysmorphic erythrocytes in the urinary sediment
started to be widely used in the evaluation of hematuria. However, the subjectivity of this test
resulted in countless discrepancies regarding the minimum percentage of dysmorphic cells
needed for a diagnosis of glomerular bleeding. In the 13 studies we reviewed, the minimum
percentages of dysmorphic cells needed for a diagnosis of glomerular hematuria varied
between 10 and 90% (4-16) with varied sensitivity and specificity values in each series. The
main explanation for the large variability in the literature is the lack of well-defined criteria
for characterizing dysmorphism. Some authors have been using as a diagnostic criterion for
dysmorphism the presence of a specific kind of erythrocyte, the acanthocytes (9).

Besides divergences in quantification, the evaluation of erythrocyte morphology in the
urinary sediment is subject to variations due to individual observer’s different criteria and

amount of experience. In the literature, two studies assessed the variability in dysmorphic
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erythrocytes evaluation by two observers. A strong correlation was found among the
observations reported in those series, but the value of these studies are limited by the small
number of observers (11, 17).

In order to evaluate the impact of the variability among observers in the analysis of
urinary dysmorphic erythrocytes and its correlation with the diagnosis of the bleeding source,
the present study was conducted with 12 observers experienced in evaluation of dysmorphic
erythrocytes, who assessed 18 urine samples of patients with glomerular and non-glomerular

hematuria.

Subjects and Methods

Eighteen patients were selected in the Urology and Nephrology clinics of Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (Brazil), from July to December 2002. Nine of these patients
presented glomerular bleeding diagnosed through renal biopsy, and nine of them presented
non-glomerular hematuria diagnosed through excretory urography, renal ultrasound,
histologic examination or urine culture test with bacterial growth higher than 100,000 colony
units per milliliter. Patients with more than one possible cause for the bleeding were excluded
from the analysis. Urine samples were collected spontaneously, from the second void in the
morning, and were then stored in sterile containers. The presence of hematuria was confirmed
by strip test. The urinary sediment was tested in a standardized way, with phase contrast
microscopy performed by a single researcher. The images of the erythrocytes enlarged 400
times were selected and their digital capture was carried out with the use of the software

Image-Pro Plus 4.0, Maryland, USA. The images were stored and organized in different
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folders related to each test. The number of images in each folder varied according to the
intensity of the hematuria, always meeting the criterion of having at least one hundred
erythrocytes per sample.

Twelve observers with experience in erythrocyte dysmorphism evaluation, presently in
charge of conducting this test in clinical laboratories in the city of Porto Alegre, were invited
to participate in the present study. The participants analyzed the images, accompanied by one
of the researchers, blind to the patients’ final diagnoses. Each test was classified according to
presence or absence of erythrocyte dysmorphism and according to the estimated percentage of
dysmorphic erythrocytes in comparison to the total number of erythrocytes. Each observer’s
age, time of experience and previous experience with phase contrast microscopy were also
taken into consideration. The data were analyzed and tested as to the proportion of correct
diagnoses, as well as to false positive and negative results. Standard errors and sample errors
were calculated considering a confidence level of 95%, and the analysis of correlation was

conducted with the use of Pearson, Kappa and Phi coefficients.

Results

Two hundred and sixteen diagnoses were obtained from 18 urinary erythrocyte
dysmorphism evaluations performed by 12 observers. Two diagnosis were not provided by
the observers. The actual disease causing hematdria in the 18 tests were known and were
used as gold standards.

The 216 diagnoses were technically analyzed for consistency, based on the literature

standards, and the cutoff for the diagnosis of glomerular disease was defined as above 75% of
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dysmorphism urinary red blood cells. Based on this criterion, 34 diagnoses were considered
invalid. Since two diagnoses were not provided, the final material consisted of 180
observations.  Observers’ characteristics and their respective correct diagnoses are
summarized in Table 1.

Average time of experience with analysis of the erythrocyte dysmorphism test was 18
years. Average time of experience with phase contrast microscopy was 7.7 years. The time of
experience with phase contrast was not informed by one of the observers.

A correct diagnosis was obtained in 79% of the valid observations considered. The
false-negative and false-positive results were respectively 11.7% and 8.9%.

The analysis of standard error and of sample error with confidence level of 95% is
demonstrated in Table 2.

As for the diagnostic parameters the sensitivity was 76%, specificity 82%, positive and
negative predictive value were 80% and 78% respectively and the accuracy was 79%.

The correlation between each observer’s instances of correct diagnoses and their age,
time of experience and experience with phase contrast microscopy was not statistically
significant. The coefficients of correlation were —0,25 (p=0,42) for the observe’s age; -0,28
(p=0,23) for the length of experience of the observer with dysmorphism analyses and 0,35
(p=0,23) for length of experience with contrast phase microscopy.

In order to evaluate the level of agreement among the 12 observers, Kappa correlation
coefficients were calculated, correcting the proportion of instances due to chance, the bias and

the prevalence, as detailed in Table 3.
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Discussion

Evaluation of patients with hematuria continues to be a diagnostic challenge. Since
Birch and Fairley’s early reports on the presence of morphological alterations in the
erythrocytes from glomerular bleeding, this data has been studied and used in follow-up
investigation of the patients. Individuals who present strong evidence of glomerular bleeding
should be investigated with greater focus on glomerular renal diseases, so as to avoid
inflicting urinary tract investigation to these patients, thus reducing investigation costs and
potential side effects.

Although the usefulness of erythrocyte dysmorphism as strategy for the evaluation of
patients with hematuria has been well described, much is still unclear in the literature. The
main divergence in the literature is the minimum number of dysmorphic erythrocytes needed
for a diagnosis of glomerular bleeding. As many others in the present analyses we established
75% as the cut off for glomerular hematuria(9,10). The observers interviewed defined this
minimum value of erythrocyte alterations based on the literature and on their previous
knowledge and they used this criterion to evaluate the samples. Some observations were not
quantified and were thus excluded from the final analysis, leaving 180 valid observations.

Acanthocytes are described in the literature as the erythrocyte shape deformation that
best characterize glomerular bleeding (9,13). The presence of acanthocytes, in this series, was
evaluated together with the observations and was not used as the solo criterion for
dysmorphism. This fact can be explained by the observers’ being free to judge and evaluate

the samples.
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From the 180 valid observations, 143 (79%) yielded correct diagnoses, with 76% sensitivity,
82% specificity, and 80% positive and 78% negative predictive values. Different series
reported in the literature present variations in sensitivity from 52 to 100% and in specificity
from 60 to 100%, using different criteria and cutoff points varying from 10 to 80% of cells
with altered morphology for characterizing urinary red blood cell dysmorphism (5,9,11,13).
One of the aims of the present study was to evaluate the performance of professionals
involved in healthcare activities, assessing the efficacy of the erythrocyte dysmorphism test in
this context. The estimated accuracy in this series was 79% which is similar to the one
refered in the literature (8,9,13).

Contrary to our expectations no statistically significant correlation was found between
the observations and the length of experience or experience with the use of phase contrast
microscopy. This lack of correlation is very relevant, since the literature shows that the
observer’s experience may be a limiting factor in dysmorphism evaluation, allowing the
speculation that the careful evaluation of the urinary sediment by capable observers is useful
and relevant, independent of their length of experience.

Despite not having presented statistical significance, previus experience with phase
contrast microscopy demonstrated positive correlation with the number of correct diagnoses.
For the evaluation of urinary red blood cell shape such microscopy technique is reported in
the literature as superior to conventional optical microscopy and, although its use is not
widely spread in clinical practice, it may represent an useful tool for dysmorphism evaluation
(18).

To our knowledge the present study was the first to evaluate the level of dysmorphism

agreement assessment by multiple observers. Previus published reports have correlated only
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two independent observers (11,17,19). Those studies demonstrated substantial correlation
coefficient among observers (kappa>0.60), but the number of observers evaluated clearly
limited the applicability of the results. In the present series, agreement among the 12
observers was estimated at 0.58 with Kappa coefficient, denoting fair agreement among
observations (20).

In conclusion, this study demonstrated that, despite the subjectivity and the limitations
due to lack of strict criteria for evaluation and quantification of erythrocyte dysmorphism in
the urinary sediment, the performance of this test by professionals involved in healthcare
practice presented a highly acceptable level of accuracy and agreement, supporting the use of

this test in the evaluation of patients with hematuria.
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TABLES

Table 1. Demographic data and the number of correct diagnoses by each observer
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OBSER 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 |
TIMEXP | 22 | 25 | 11 | 39 | 17 | 3 | 31 | 13 | 25 | 5 | 26 | 10 “U%E”
exec | 1 | 2 [ 2] 2| 1|1 1|1]1|2]2]2/ %G
mexeec | 22 | 0 | o | o |17 |53t w[Nn]o|o] o |
dg;:gggs 9 | 3| 4 | 7 | 14| 17|18 |15 |12 | 15| 15 | 14 | 143

Sex: male 1, female 2; TIMEXP: time of experience (in years); EXPPC: experience with
phase contrast: yes 1, no 2; TEXPPC: time of experience with phase contrast (in years); NI:
not informed



Table 2. Calculation of Standard error and Sample error
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Categories Absolute Relative Standard error Sample
Frequency | Frequency (%) error*
Correct Diagnoses (0) 143 79 2.8 5.4
False Negative (1) 21 11.7 2.2 4.3
False Positive (-1) 16 8.9 1.9 3.8
Total 180 100.00

* Considering a confidence level of 95% - values in percentage
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Table 3. Results of Agreement Analysis: Kappa and Phi coefficients

Measurement Value Description

Level of agreement among diagnoses and
Cohen’s Kappa 0.5882 dysmorphism presence, corrected as to chance

agreement. *

Level of agreement among diagnoses and
Scott’s Kappa 0.5879 dysmorphism presence, corrected as to chance

agreement and adjusted as to bias. *

Level of agreement among diagnoses and
Bennet’s Kappa 0.5889 dysmorphism presence, corrected as to chance

agreement and adjusted as to bias and prevalence. *
Bies level -0.0278 | Measurement of bias in the agreement.
Prevalence level -0.0500 | Measurement of prevalence in the agreement.
Phi coefficient 0.5891 Degree of association between diagnosis and

dysmorphism presence

* It presupposes independence among the observers.



