78 Revista Romdna de Medicina de Laborator Vol. 2, Nr. 1, Martie 2006

Tehnici microscopice paralele utilizate in analiza
sedimentului urinar

The use of parallel microscopic techniques in the analisysis of the urinary
sediment

Sorin Giju~
Spitalul Clinic Judetean de Urgenta Timisoara, Laboratorul Central de Analize

Rezumat

Scopul lucrarii este de a prezenta diferitele tipuri de tehnici microscopice utilizate in laborator pentru
examinarea sedimentului urinar.

Microscopia in camp luminos se mai foloseste si astazi, dar elementele sedimentului urinar nu se dife-
rentiazd prea bine de fondul lamei, mai ales cele cu un indice de refractie mult mai scazut, cum ar fi cilindrii hia-
lini si eritrocitele cu continut redus de hemoglobind.

Microscopia in contrast de faza se bazeaza pe folosirea unui condensator special §i a unui obiectiv spe-
cial. Condensatorul contine o diafragma speciala inelara care transforma raza de lumind intr-un con de lumina
de intensitate mai redusa iar obiectivul congine in planul sau focal posterior un inel circular - inelul de faza —
care este acoperit de un strat subtire si translucid de argint. Microscopia in lumind polarizatd necesitd un micro-
scop echipat cu doud filtre de polarizare a luminii: unul numit polarizor si celdlalt numit analizor.

Bazandu-ne pe experienta noastra precum §i pe datele existente in literaturd putem sa concluzionam ca
pentru identificarea cu precizie a tipurilor de elemente de sediment este necesar paralelismul tehnicilor micro-
scopice.

Abstract

The aim of the work is to show the different types of microscopic techniques used in our laboratory for
the examination of the urinary sediment.

Bright field microscopy is still used today for the analysis of the urinary sediment, but with this type of
microscopy the elements of the sediment are poorly differentiated from the background of the slide, especially the
elements with a low refractive index (hyaline casts, red blood cells with low hemoglobin content).

Phase contrast microscopy is based on the use of a special condenser and a special objective. The con-
denser has an annular diaphragm which transforms the incident light into a hollow cone of light. The objective
contains in its posterior focal plane a circular ring, the so-called phase ring which is covered with a translucent
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layer of silver.

Polarized light microscopy requires a microscope equipped with two polarization filters: the polarizer

and the analyzer.

Based on our experience as well as on the references data we can say that for a certain identification of
the urinary sediment elements it is necessary to us the parallelism of the microscopic techniques.

Scopul lucrarii este de a prezenta di-
feritele tipuri de tehnici microscopice utilizate
in laborator pentru examinarea sedimentului
urinar.

Microscopul optic este format, in esen-
ta, din doua sisteme de lentile cuplate"'® (Fig
1):

e obiectivul este un sistem de lentile cu dis-
tanta focald de ordinul milimetrilor (mm),
situat catre obiectul examinat; obiectivul
formeaza imaginea primara, reald si marita
a obiectului examinat;

e ocularul este un sistem de lentile cu distanta
focald de ordinul centimetrilor, situat catre
ochiul examinatorului;el functioneaza ca o
lupa care preia imaginea primara formata in

Fig.1.Principiul de functionare a microscopului
optic:

AB-obiectul,
F,-focarul obiectivului
A’B’-imaginea reald, marita si rasturnata a obiectului
plasatd la o distantd mai mica decat distanta focala a
ocularului,mai aproape de focar.
F,-focarul ocularului
A”B”-imaginea virtualda mult marita si rasturnata, in
raport cu obiectul.

interiorul distantei sale focale si o transfor-
ma in imagine virtuala, mult marita.

Obiectivul microscopului este format
din mai multe lentile convergente fixate la ca-
patul unui tub cilindric filetat ce se ingurubeaza
in revolver. Fiecare revolver prezinta 4-5 orifi-
cii in care pot fi insurubate tot atatea obiective
cu putere de marire si aperturda numerica foarte
diferita care pot fi schimbate prin rotirea revol-
verului.

In complexul optic al obiectivului pri-
ma lentild sau primele grupe de lentile asigura
puterca de madrire a lentilelor iar restul grupelor
de lentile asigura corectiile aberatiilor sferice si
cromatice.

Obiectivele uscate sunt obiective mici,
cu putere de marire de 10 X, 20 X, 40 X,60 X:
sunt numite astfel deoarece mediul care se in-
terpune intre lentila frontala a obiectivului si
preparat este aerul.

Obiectivele umede (cu imersie) sunt
obiective mari, cu o putere de marire de 90 X,
100 X, 120 X; sunt numite astfel deoarece me-
diul care se interpune intre lentila frontala a ob-
iectivului §i preparat este un lichid de imer-
sie'.(Fig. 2 - Fig. 3, Fig. 4)
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Microscopia in camp luminos sec
mai foloseste si astdzi, dar elementele sedimen-
tului urinar nu se diferentiaza prea bine de fon-
dul lamei, mai ales cele cu un indice de refractie
mult mai scazut, cum ar fi cilindrii hialini si eri-
trocitele cu continut redus de hemoglobina®.
Din aceasta cauza riscul omiterii unor elemente
ale sedimentului urinar este destul de crescut™”.
(Fig. 5, Fig. 6, Fig. 7a, Fig. 7b, Fig. §8).

Microscopia in contrast de faza se
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bazeaza pe folosirea unui condensator special si
a unui obiectiv special. Condensatorul contine o
diafragma speciald inelard care transforma raza
de lumind intr-un con de lumina de intensitate
mai redusd. Obiectivul contine in planul sdu
focal posterior un inel circular - inelul de faza —
care este acoperit de un strat subtire si
translucid de argint (Fig. 9).

Principiul de functionare

Dupa ce penetreaza obiectul de studiat,
raza de lumina este compusa din lumina directa
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Fig2-Fig3.Principiul de functionare al obiectivului cu imersie

Uleiul de cedru dintre preparat si lentila frontald a obiectivului previne pierderea prin refractie a razelor cu
valoare in formarea imaginii(razele 1-5),imaginea apare cu detalii pe cAmp microscopic bine luminat. In lipsa
uleiului de cedru, o parte din razele cu valoare in formarea imaginii sunt pierdute prin refractie in aer (razele 7-
9), imaginea apare saraca pe camp microscopic insuficient iluminat.
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Figura 4. Obiectiv cu imersie (umed) Fig.5. Cristal de leucinii si hematii. Fig.6. Hematii dismorfe
- parametrii gravati pe montura unui MO x 400. (colectie personala) (acantocite)(1). MO x 640

obiectiv

Fig. 7a Fig. 7b Fig.8. Cilindru ciros convolut (1)

Figura 7. Macrocilindru de tip ciros (1) cu capetele patrate si cu cateva a lalt utrl de _cll.l“(;dm fgram.llosll (2)351

incluzii eritrocitare. Se observa omogenitatea si intensitatea culorii rosii. Spre 1zo'at un ciindru cn:os stmpiu (, )-
MCF x 200 (colectie personali)

deosebire de cilindrul hialin (2) mai mic de asemenea colorat dar avand o
cloare rosie mai pald a matricei hialine. Coloratie Sternheimer-Malbin. MO x

100 (fig.7a). MCF x 100 (fig.7b). (colectie personali)
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Fig.9.Schema optica a microscopului |
cu contrast de faza (M.C.F)
A-condensor

B-diafragma anulari a condensorului Fig. 10a Fig. 10b
C-haloul conului .de lumina Fig.10a, Fig.10b-Cilindri granulosi de tip IT prezentind o textura
] P-ob1ect1v ' omogena alituri de cristale romboidale de acid uric. MO x 640 (Fig.10a),
E-inel de faza cu un gel translucid de MCF x 640 (fig.10b), (colectie personali)

argint (punctat de aria gri)

si din lumina difractata ai caror
fotoni au interactionat cu obiec-
tul de studiat. In timp ce lumina
directd trece prin inelul de faza,
lumina difractata trece doar prin
zonele mai subtiri din jurul ine-
lului de faza. Aceastd diferenta
intre drumul parcurs de fiecare
raza de luminad determind o di-
ferenta de faza intre cele doua
raze de aproximativ un sfert de
lungime de undi. In acest mod
se obtine un clar contrast intre
fondul lamei, care apare mai in-
tunecat si elementele care tre-
buie observate si care au o lu-
minozitate mai  accentuata.
Aceasta diferenta de luminozi-
tate este caracteristici pentru
contrastul de faza. Figura 11. Macrocristal de fosfat bimagnezian avind incastrat un cristal

Principala caracteristici a  de fosfat de calciu (de forma neregulata). MO x 640 (Fig.11a), MCF x 640

(Fig.11b). (colectie personala)

Fig. 11a Fig. 11b
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Figura 12. Principiul microscopului cu lumina
polarizata (M.L.P)

A-cele doua filtre de polarizare sunt agezate in
paralel;lumina trece prin ambele iar campul
microscopic este vizibil
B-filtrul 2 este rotit cu 90°,lumina este absorbita de
filtrul 2 iar cdmpul microscopic se Intuneca.
C-un obiect (mediu) anizotrop este plasat intre cele
doua filtre,planul de vibratie a luminii care a trecut de
filtrul 1 este schimbat si doar o parte din lumina
ajunge la ochi aratand un obiect stralucitor
birefringent pe un fundal negru.

microscopiei in contrast de faza este prezenta
unui halou, o zond mai luminoasa in jurul
obiectelor mai 1intunecate §i o zond mai
intunecatd in jurul obiectelor mai clare.
Microscopul cu contrast de fazd este mult mai
util si mai bun decat microscopul cu camp
luminos.

Majoritatea elementelor sedimentului
urinar pot fi observate cu usurinta folosind mi-
croscopul cu contrast de faza, inclusiv lipidele,
cilindrii hialini si eritrocitele cu un continut re-
dus de hemoglobina. Microscopul cu contrast
de faza este prevazut cu o lentild care centreaza
inelul condensatorului pe inelul de faza al
obiectivului (asa numitul telescop de fazi sau
microscop auxiliar) (Fig. 10a, Fig. 10b, Fig.
1la, Fig. 11b).

Atunci cand se trece la folosirea unui

obiectiv mai mare, condensatorul inelar trebuie
schimbat 1n acelasi timp deoarece inelul
diafragmei anulare si inelul obiectivului trebuie
sd se potriveascd. Din cauza acestui lucru
microscoapele moderne sunt prevazute cu mai
multe diafragme inelare si cu obiective
corespunzatoare.

Cu ajutorul microscopului cu contrast
de fazd, examinarea in lumina polarizata este,
de asemenea, posibila, dar rezultatele nu sunt
atdit de bune ca si atunci cand se foloseste
polarizerea luminii obtinutd folosind un
microscop cu camp luminos. Totusi, avind in
vedere faptul cd obiectivele de contrast de faza
pot fi folosite si utilizand condensatoarele
obisnuite, este suficienta schimbarea
condensatorului din contrast de fazd in pozitia
pentru camp luminos in vederea obtinerii unei
polarizari perfecte’.

Microscopia in lumina polarizata
necesitd un microscop echipat cu doua filtre de
polarizare a luminii: unul numit polarizor si ce-
lalalt numit analizor (Fig. 12).

Principiul de functionare

Razele luminoase nepolarizate patrund
in prisma Nicol printr-una din fetele sale: ele
sunt descompuse in doud raze care vibreaza in
unghi drept una fata de cealalta:

e razd ordinald care se supune legilor refrac-
tiei si sufera o reflexie totala;

e razi extraordinala care este transmisa cu al-
ta viteza si ale carei vibratii se stabilesc in
planul figurii.

Lumina transmisa prin prisma Nicol es-
te deci polarizata intr-un singur plan. Daca un al
doilea Nicol este plasat in serie cu primul si
intr-o pozitie identica cu acesta, lumina polari-
zatd este transmisd. Prin rotirea analizorului cu
90°, prismele Nicol devin iIncrucigate, cAmpul
vizual devenind intunecat. In aceastd situatie
daca intre cei doi Nicoli se interpune un corp
birefringent, el devine stralucitor ceea ce indica
faptul ca a fost polarizat de lumina care il tra-
verseaza. Daca se roteste incd o data analizorul
cu 90°, campul devine obscur.
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Unghiul de rotatie al celei de-a doua prisme ne- viatia planului de polarizare al luminii prin ob-
cesar pentru a stabili obscuritatea, masoara de- iectul interpus.

Fig. 13a Fig. 13b Fig. 13c

Figura 13. Macrocristal alaturi de doud microcristale ovoidale de acid uric. MO x 640 (filtru verde) (Fig.13a),
MCF x 640 (filtru verde) ( Fig.13b), MLP x 640 (Fig.13c). (colectie personald)

Fig. 14a Fig. 14b Fig. 14c

Figura 14. Agregat cristalin de oxalat de calciu monohidrat(cu aspect de ,,trunchi de copac” (1) si de ,,haltera”
sau ,,papion” (2).Unii autori considera ca forma ,,haltera” reprezinta o varianta mai aparte de oxalat de calciu
dihidrat. MO x 640 (fig.14a), MCF x 640 (fig.14b), MLP x 640 (fig.14c). (colectie personali)



Revista Romdna de Medicina de Laborator Vol. 2, Nr. 1, Martie 2006 85

Unul din filtre este plasat dedesubtul
condensatorului si celdlalt se plaseaza deasupra
obiectivului. Rotind filtrul inferior cu 90° se ob-
tine Intunecarea campului microscopic.

Cand un obiect anizotrop este plasat in-
tre cele doua filtre, planul de oscilatie al razei
de lumina este modificat in urma interactiunii
cu particulele anizotrope ale obiectului aflat in
studiu si numai o parte din raza de lumina ajun-
ge la ochiul privitorului. Elementele care pola-
rizeaza lumina sunt observate ca particule stra-
lucitoare pe fond intunecat. Acest fenomen este
cunoscut sub numele de birefringenta®’. In se-
dimentul urinar existd cateva tipuri de cristale
care polarizeaza lumina (sunt birefringente):
acidul uric, oxalatul de calciu monohidrat, fos-
fatul amoniaco-magnezian (fosfatul triplu), fos-
fatul de calciu, cistina, leucina® (Fig. 13a, Fig.
13b, Fig. 13c, Fig. 14a, Fig. 14b, Fig. 14c, Fig.
15a, Fig. 15b, Fig. 15¢, Fig. 16).

Alte tehnici microscopice

Microscopia cu imunofluorescenta
permite identificarea naturii matricei cilindrilor
si a granulatiilor acestora. Mai recent a fost fo-
lositd pentru diferentierea cilindrilor nepatogeni
de cei cauzati de glomerulonefrite si pentru
identificarea pacientilor cu gamapatii mono-
clonale. Imunofluorescenta folosind seruri im-
potriva proteinelor Tamm-Horstfall a fost pro-
pusa pentru folosirea in vederea diferentierii
hematuriei glomerulare de cea neglomerulara®’
(Fig. 17).

Microscopia in contrast de faza cu in-
terferentd (interference contrast microscopy)
furnizeaza imagini tridimensionale ale obiecte-
lor de studiat. Aceasta ofera imagini foarte fru-
moase, dar valoarea sa diagnosticd nu este cu
nimic superioara microscopiei in contrast de fa-
za. Mai mult insa, are si o rezolutie limitata din
punct de vedere al profunzimii penetrarii®’
(Fig. 18).

Microscopia electronica (scanning
electron microscopy) foloseste la identificarea

unor varietati de cilindri si a eritrocitelor
dismorfe’.

Microscopia electronicd cu transmi-
sie (transmission electron microscopy) a fost
utilizatda pentru identificarea fibrilelor de
amiloid in urina pacientilor cu amiloidoza rena-
1a. Totusi, utilizarea ei in acest scop a fost con-
testata de alfii. Aceastd tehnicad poate evidentia
celulele tubulare necrotice din sedimentul uri-
nar al pacientilor cu insuficientd renald acuta.
De asemenea, se pot observa corpusculii de mi-
elind in interiorul celulelor epiteliului tubular
renal la pacientii cu nefrotoxicitate aminoglico-
zidica si cu boala Fabry’.

Confocal scanning laser microscopy
este o tehnicd microscopicd recent pusd la
punct, care este folosita si pentru studiul eritro-
citelor urinare’.

Rezultate si discutii

1. Cristalele de acid uric sunt birefringente in
proportie de 100%, furnizand imagini deosebite
prin spectaculozitatea lor si prin aspectul
policromatic, caracteristic pentru acest tip de
cristale. Uratul amorf este, de asemenea, intens
birefringent”

2. Fosfatul amoniaco-magnezian roteste pla-
nul luminii polarizate tot in proportie de 100%
din cazuri.Formele tipice de fosfat triplu — “ca-
pac de sicriu” apar de culoare galben-portocalie
pe fondul intunecat al lamei. Cristalele de fosfat
de calciu sunt puternic birefringente®.

3. In cele mai multe cazuri, oxalatul de calciu
bihidrat- “plic de scrisoare” nu este birefrin-
gent; aceasta apare in conditiile In care cristale-
le au dimensiuni mari sau se afla in numar foar-
te mare si formeaza agregate. Cristalele de oxa-
lat de calciu monohidrat, cu forma tipica de
“trunchi de copac” sunt intotdeauna birefrin-
gente, acesta fiind chiar un criteriu de diferenti-
ere a lor de hematii care nu rotesc planul lumi-
nii polarizate. Fosfatul amorf nu polarizeaza
lumina’.

4. Cristalele de cistina prezente In urina
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Fig. 15a Fig. 15b Fig. 15¢

Figura 15. Cilindru de urat izolat in sedimentul urinar al unui pacient cu nefropatie gutoasa.
MO x 640 (Fig.15a), MCF x 640 (Fig.15b), MLP x 640 (Fig.15c). (colectie personala)
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Figura 16. Macrocristale de acid Figura 17. Cilindru cu depozite Figura 18. Acantocite — imagine

uric situate perpendicular unul de IgG. Imunofluorescenta cu ser tridimensionala. MCI x 400. (colectie

pe celdlalt. MLP x 640. (colectie anti-IgG (x 400). (colectie personali) (MCI - microscopie cu
personali) personald) contrast de interferentd) Axio Imager —

Microscopy from Carl Zeiss
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pacientilor cu cistinurie sunt intens birefringen-
te iar cristalele de leucind, prezente in urina pa-
cientilor cu insuficienta hepatica, formeaza pse-
udo-cruci de Malta in lumina polarizata.

Concluzii

Bazandu-ne pe experienta noastra pre-
cum si pe datele existente in literaturd putem sa
concluziondm ca, pentru identificarea cu preci-
zie a tipulurilor de cilindri urinari, este necesar
paralelismul tehnicilor microscopice.

Microscopia cu contrast de faza se do-
vedeste a fi utild in identificarea cilindrilor hia-
lini datorita indicelui de refractie foarte redus.

Utilizarea luminii polarizate pentru stu-
diul cristalelor prezente in sedimentul urinar
prezintd cateva avantaje:

1. Permite recunoasterea facild a elementelor
birefringente prezente in sediment si comple-
teaza tehnicile analitice de determinare a struc-
turii cristalelor existente 1n urina.

2. Cu ajutorul ei poate fi confirmatd pezenta
cristalelor care rotesc planul luminii polarizate
(acidul uric, uratul amorf, oxalatul de calciu
monohidrat, fosfatul triplu, fosfatul de calciu,
cistina, leucina)

3. Contribuie la cresterea preciziei in exami-
narea §i recunoasterea cristalelor prezente in se-
dimentul urinar.

4. Fotografiile executate in microscopia in
lumina polarizata reprezinta un excelent materi-
al didactic.

Abrevieri

MO - microscopie optica obisnuita
MCEF - microscopie cu contrast de faza
MLP - microscopie in lumina polarizata.
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