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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo comparar el método manual convencional con el
sistema estandarizado Kova y el sistema automatizado UF-100i para el analisis del
sedimento urinario, para lo cual se determind la precision de cada método realizando 27
repeticiones con materiales control (Kova-trol I y 1l, Hycor Biomedical EU) para el conteo
de leucocitos y eritrocitos.

Se observo un coeficiente de variacion menor con el UF-100i para ambos tipos celulares
en los dos niveles; el coeficiente de correlacion para el conteo de eritrocitos entre el
meétodo Kova y UF-100i fue de r = 0.950; manual y UF-100i, r = 0.899; para leucocitos
r = 0.742 entre Kova y UF-100i, manual y UF-100i r = 0.536, todos estadisticamente
significativos (p < 0.0001).

Para el estudio comparativo entre métodos, se analizaron 254 muestras de orina fresca,
a las cuales se les realizd el examen fisico y quimico, encontrdndose que las
correlaciones entre los métodos para los conteos celulares fueron: UF-100i y Kova
(r=0.914, p < 0.0001) para leucocitos, y para eritrocitos (r = 0.758, p < 0.0001).

Cabe mencionar que en el conteo de eritrocitos la mejor correlacion se dio entre el
método manual y el Sistema Kova, siendo el sistema UF-100i confiable y preciso para
la medicion de elementos formes en las muestras de orina, aunque hay interferencia en
muestras con hematuria visible y requiere revision microscoépica.

Se determinaron coeficientes de correlacion con valores entre 0.900 y 0.975, entre los
meétodos y con la lectura de tira reactiva. Asimismo se evalud la utilidad del equipo
automatizado en enfermedades renales y de otro origen, mostrando que tiene una
sensibilidad del 82% para células epiteliales con una especificidad del 90%, y el
porcentaje que requiere revision microscopica es de 8.1% para cilindros patolégicos y

10.5% para células de tipo renal.
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INTRODUCCION

El examen general de orina o uroandlisis es una prueba de laboratorio que permite al
médico obtener datos importantes relacionados al diagnéstico y tratamiento de
enfermedades renales o del tracto urinario, asi como la deteccion de enfermedades
metabdlicas o sistémicas no relacionadas con el rifion. El analisis del sedimento urinario
tradicionalmente se lleva a cabo de manera manual, involucrando una serie de pasos
gue contribuyen a la imprecision y consumo excesivo de tiempo.

La normatividad mexicana e internacional (CLSI:Clinical and Laboratory Standards
Institute), establecen los criterios necesarios para el funcionamiento del laboratorio
clinico y el area de uroanalisis respectivamente, asi como de recomendar la utilizacion
de un procedimiento estandarizado o automatizado para el examen microscopico.

El sistema Kova® (ICL Scientific, Fountain Valley, CA) es el sistema estandarizado més
comunmente utilizado en el pais para el analisis del sedimento urinario, existiendo
ademas analizadores automatizados disefiados para el conteo de elementos formes en
orina; el Yellow IRIS (International Remote Imaging Systems, Chatsworth, CA) en los
Estados Unidos, basado en el analisis de imagenes, y el Sysmex UA (TOA Medical
Electronics, Kobe, Japon) en Japdén, basado en el principio de citometria de flujo.
El Sysmex UF-100i es un analizador automatizado que realiza el conteo de los
elementos formes presentes en una muestra de orina sin centrifugar de acuerdo a las
propiedades de luz dispersa frontal, impedancia y fluorescencia.

Este avance es importante dado que es un intento por automatizar el area de Uroandlisis
del Laboratorio Clinico, ya que por lo regular no se le da la misma importancia que a las
otras areas, ademas de que requiere de personal con amplia experiencia en la

observacion microscoépica.
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MARCO TEORICO
Anatomia del rindn

El sistema urinario estad compuesto por los rifiones (que producen la orina), los uréteres
(conducen la orina), la vejiga urinaria (almacena temporalmente la orina) y la uretra que
comunica con el exterior y sirve para evacuar el contenido urinario.

Los rifiones son drganos grandes, rojizos, con forma de habichuela, estan situados en la
parte posterior del abdomen a ambos lados de la columna vertebral, el rifion derecho
esta ubicado apenas mas alto que el izquierdo. En el adulto, cada rifibn pesa
aproximadamente 150g y mide 12 cm de longitud por 6 cm de ancho; las caras medias

de los rifiones estan indentadas formando hilos que reciben las arterias y venas renales.

Figura 1. Anatomia microscépica del rifion.

La nefrona es la unidad estructural y funcional microscépica, aproximadamente cada
rifidn tiene un millén de nefronas, consiste en los tubos proximales y distales conectados
por el asa de Henle y un plexo capilar denominado glomérulo que se halla encerrado en
un extremo ciego, invaginado y dilatado del tubo renal que se conoce como capsula de

Bowman, que se estrecha para formar el tubo proximal, ésta parte de tubo se enrolla
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repetidamente sobre si mismo y a continuacion se estrecha y estira para formar la
delgada asa descendente de Henle, ésta a su vez efectia un giro de 180° para formar el
asa ascendente recta de Henle, que al principio es delgada, pero que se ensancha
bruscamente y se dobla sobre si misma para formar el tubo distal (Figura 1).
El glomérulo y los tubos contorneados estan presentes en las cortezas, las asas de
Henle y los conductos colectores se encuentran en la médula, la union entre el asa
ascendente de Henle y el tubo distal se conoce con el nombre de macula densa.

Los glomérulos estan conectados al sistema arterial por arteriolas aferentes y eferentes,
la arteria renal proporciona la sangre al rifion, entra a la nefrona a través de la arteriola
aferente y fluye a través del glomérulo hacia la arteriola eferente. La capacidad de estas
arteriolas de variar de tamafo ayuda a crear la presion hidrostéatica diferencial necesaria
para la filtracion glomerular, esta parte del sistema vascular esta recubierta por células
granuladas especializadas que reciben el nombre de células yuxtaglomerulares, las
cuales conjuntamente con la macula densa adyacente forman el aparato

yuxtaglomerular.*?3*

Fisiologia Renal
El rifidn es el principal regulador de todas las sustancias de los liquidos organicos y es

fundamentalmente responsable del mantenimiento de la homeostasis hidroelectrolitica
en el organismo.

El rifidn ejerce cinco funciones principalmente:

=

Formacion de la orina
Regulacion del equilibrio hidroelectrolitico
Regulacion del equilibrio &cido-base

Excrecion de los productos de desecho del metabolismo proteico

o~ w0

Funcién hormonal

El rindn es capaz de llevar a cabo estas funciones complejas debido a que
aproximadamente un 25% del volumen de sangre bombeada por el corazén hacia la
circulacion sistémica fluye a través del rifidn, por lo tanto los rifiones que representan

alrededor del 0.5% del peso corporal total, reciben una cuarta parte del volumen minuto
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cardiaco. El volumen minuto cardiaco normal es de 4 a 6 litros/minuto, es decir, cada

minuto circulan por el rifién de 1.000 a 1.500 mL. de sangre.*

1. Formacion de Orina
Los procesos basicos involucrados en la formacion de orina son la filtracion (que tiene

lugar en los glomérulos), la reabsorcion y la secrecion (en los tabulos renales). Los
rifones filtran grandes volumenes de plasma, reabsorben la mayor parte de lo filtrado y
eliminan una solucion concentrada de desechos metabolicos que denominamos “orina”.

A través de estos procesos, el rifion regula la cantidad de las diversas sustancias
organicas y es capaz de mantener el medio interno para que sea posible un
funcionamiento adecuado de todas las células del organismo. En el individuo sano los
rifones son altamente sensibles a las fluctuaciones de la dieta, ingestion de agua y
electrélitos, compensando estas variaciones mediante la alteracién del volumen,

densidad y composicién de la orina®.

Filtracion Glomerular
La filtracion es la fuerza que ejerce una presion sobre liquidos y sustancias disueltas

para que atraviesen una membrana. El glomérulo esta compuesto por una membrana
basal semipermeable, es decir, permite el paso a moléculas pequefias como agua y
electrélitos, pero es impermeable a moléculas de mayor tamafio como células y
proteinas plasméticas. Los capilares glomerulares difieren de otros capilares del
organismo debido a que la presién hidrostatica en su interior es aproximadamente tres
veces mayor que la presion hidrostatica en los otros capilares, como consecuencia de
esta elevada presién, las sustancias son filtradas a través de la membrana
semipermeable hacia el interior de la capsula de Bowman a una velocidad de
aproximadamente 130 mL./min., este valor es conocido como “indice de filtracion
glomerular” (IFG).

Por lo anterior, el liquido formado se denomina filtrado glomerular, el cual esta

esencialmente compuesto por plasma sin proteina *°. (Cuadro 1)
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Cuadro 1. Filtracién, reabsorcion y excrecion renal. ¢

Componente Cantidad Cantidad Porcentaje

filtrada excretada por (%)

por dia dia reabsorbido
Agua 180 L 15L 99.2
Sodio 24.000 mEq 100 mEq 99.6
Cloruro 20.000 mEq 100 mEq 99.5
Bicarbonato 5.000 mEgq. 2 mEq 99.9
Potasio 700 mEq 50 mEq 92.9
Glucosa 180 ¢ 0 100
AlbUumina 3.6 mg 180 mg 95

Reabsorcion y Secrecion
Las células tubulares proximales llevan a cabo diversas funciones fisiolégicas:

aproximadamente un 80% de la sal y del agua es reabsorbido desde el filtrado
glomerular, a este nivel se reabsorbe también toda la glucosa filtrada y la mayor parte de
los aminoécidos, existiendo un umbral plasmatico renal y una capacidad tubular maxima
de reabsorcion (Tm). La reabsorcién pasiva tiene lugar cuando una sustancia se mueve
en respuesta a un gradiente eléctrico o de concentracion mediante un proceso de simple
difusion sin que exista energia celular involucrada en el proceso, el agua, ureay cloruro
son reabsorbidos de este modo.

La rama descendente del asa de Henle es altamente permeable al agua, la cual se
mueve pasivamente a través de la pared tubular cuando existe un gradiente osmatico
entre el liquido tubular y el liquido intersticial; la rama ascendente del asa de Henle es
relativamente impermeable al agua, pero reabsorbe activamente sodio y cloruro®*°.

Una pequefa fraccion de sodio, cloruro y agua filtrados se reabsorbe a nivel del tubulo
distal, éste responde a la accion de la hormona antidiurética (HAD), de modo que su
permeabilidad al agua es elevada en presencia de esta hormona y escasa en su
ausencia, el potasio puede ser reabsorbido y segregado a este nivel. La aldosterona
estimula tanto la reabsorcion de sodio como la secrecion de potasio a nivel del tabulo

distal, este segmento de la nefrona también posee una escasa permeabilidad a la urea.

4
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La HAD controla la permeabilidad al agua de los tubulos colectores a lo largo de toda su
extension, en presencia de dicha hormona, el liquido tubular hipotdnico que llega a estos
conductos pierde agua. El sodio y el cloruro son reabsorbidos a este nivel y el transporte
del sodio es estimulado por la aldosterona’®?.

Mientras la reabsorcion tubular elimina sustancias desde el filtrado hacia la sangre, la

secrecion tubular adiciona materiales hacia el filtrado a partir de la sangre (Figura 2)°°.

2. Regulacion del equilibrio hidroelectrolitico
El rifidn mantiene al organismo en equilibrio con relacion a una variada cantidad de

sustancias, cada una de las cuales se excreta en cantidades equivalentes a las

ingeridas, la ruptura de este equilibrio provoca una amplia gama de trastornos

bioquimicos®.
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Figura 2. Estructura microscépica de la nefrona.’
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Balance de agua
La capacidad del riidn para regular el balance hidrico del organismo se debe a su

aptitud para disociar la excrecion de agua de la de solutos.

Aunque la reabsorcién de agua se produce a lo largo de todo el tubulo renal, la mayor
parte del agua filtrada se reabsorbe en el tubulo proximal y en condiciones isosmaticas
(reabsorcion obligada), por consiguiente, la capacidad de disociar la reabsorcion del
agua de la de los solutos es privativa de los segmentos distales de la nefrona
(reabsorcion facultativa). Esta reabsorcion de agua en el tibulo contorneado distal y el
colector depende béasicamente de la hipertonicidad del intersticio medular, la
permeabilidad del tubulo renal para el agua y los niveles circulantes de HDA.

En circunstancias normales, el rifidn humano es capaz de diluir la orina hasta
40 mOsm/Kg o concentrar, hasta alcanzar la osmolaridad urinaria un valor de
1.20 mOsm/Kg*”.

Balance de Sodio
Diversos mecanismos fisioldgicos contribuyen a mantener constante el balance de

Na® mediante un aumento o una disminucién de su reabsorcién tubular. El principal

estimulo sobre el rifién lo constituyen las modificaciones del volumen arterial efectivo™’.

Balance de Potasio
El rifion participa activamente en el balance de K del organismo, en condiciones

normales excreta casi todo el K* ingerido; en el tibulo proximal se reabsorbe alrededor
del 70% del K" filtrado, y en el asa de Henle entre el 20 y el 30% restante.

La excrecion renal del K* esta influida y regulada por factores como: nivel sérico,
secrecion de aldosterona, estado &cido basico, volumen del flujo urinario y la

reabsorcion de Na* en el tubo distal*”.

3. Regulacion del equilibrio 4cido-base
El pH organico es controlado mediante tres sistemas: los sistemas buffer acido-base, los

pulmones y el rifién. El papel desempefiado por los rifiones en el mantenimiento del
equilibrio acido-base, se basa en la regeneracion de bicarbonato, este mecanismo se

lleva a cabo mediante la secrecién tubular renal de hidrogeniones en la orina®”’.




Estudio comparativo de métodos | Uroanalisis

4. Excrecion de los productos de desecho nitrogenados
Una de las funciones principales del rifion consiste en la eliminacién de los productos

nitrogenados del catabolismo proteico. Las enormes reservas renales para la excrecion
de los productos del catabolismo, se reflejan en la ausencia de sintomas de insuficiencia
renal hasta que la funcion renal se encuentra reducida a menos de un tercio de la

capacidad normal*’.

5. Funcion hormonal
El rindbn posee importantes funciones metabdlicas y endocrinas, sirve como 0rgano
efector de numerosas hormonas, influye sobre el metabolismo de otras y por ultimo

act(ia directamente como un 6rgano endocrino segregando hormonas reguladoras®.

Examen general de orina o uroanalisis

En 1827 Richard Brig introdujo por primera vez el analisis de orina como parte del
examen medico rutinario, donde la proteinuria era prueba de lesidon renal y la presencia
de glucosa confirmacion de una diabetes.

El examen general de orina (EGO) o uroandlisis, se ha descrito como una “biopsia
liquida” del tracto urinario, obtenida de forma indolora'®, permite al médico obtener datos
importantes en relacion al diagnéstico y tratamiento de enfermedades renales o del
tracto urinario, asi como deteccion, seguimiento o0 exclusion de enfermedades
metabdlicas o sistémicas no directamente relacionadas con el sistema renal®.

Cuando se presenta una enfermedad renal, existe una serie de indicadores clinicos
como dolor, hematuria, proteinuria, hiperazoemia, leucocitosis, alteraciones que pueden
ser detectadas en el laboratorio clinico siendo las células renales, cilindros y eritrocitos
los pardmetros de eleccion del dafio renal, los leucocitos como indicador de infeccién en

el tracto urinario junto con las bacterias'**2.
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Recoleccion de la muestra de orina
Existen ciertas consideraciones importantes que hay que recordar al recolectar una

muestra de orina para su estudio, si se siguen las normativas indicadas, es menos
probable que se produzcan errores en la interpretacion de los resultados; es por esto
gue se recomienda emplear alguno de los siguientes métodos de recoleccién para la
obtencion de una muestra de orina.

Métodos de recoleccion de orina™®:

Cateterismo vesical esteéril

Puncion percutanea supra pubica de la vejiga urinaria

Miccidn espontanea

Miccion esponténea con la técnica del chorro intermedio

En principio, los internistas preferirian la puncion suprapubica de la vejiga al cateterismo
vesical, ya que esta Ultima se asocia a infeccién urinaria en 1-5 % de los casos.
El cateterismo es el método que puede usarse si el paciente presenta dificultades en la
miccién, y también en pacientes de sexo femenino para evitar la contaminacion vaginal.
La puncién vesical suprapubica es una técnica sencilla y carente de riesgos, se puede
realizar incluso de forma ambulatoria, la Unica condicion esencial es que la vejiga este
rellena, el momento mas adecuado es el de la mafiana antes de la miccion; consiste en
la insercion de una aguja directamente en la vejiga distendida. Esta técnica evita la
contaminacion vaginal y uretral y también puede ser util en la recoleccion de orina en
lactantes y en nifios de corta edad. El embarazo, la presencia de grandes tumores
ginecoldgicos, las cicatrices hipogastricas extensas y, naturalmente, las alteraciones de
la hemostasia representan una contraindicacion de la puncién vesical.

La orina emitida espontdneamente, sobre todo por las mujeres, se encuentra
contaminada en un elevado porcentaje por secrecién vaginal, por eso es preferible
obtener la orina del chorro medio™®*°.

El método de la miccién espontanea con técnica del chorro medio, consiste en recoger
la orina de la porcion intermedia de la miccion en un recipiente limpio, para ello, debera

evacuar la orina en el sanitario y durante la miccion: se deja escapar la porcion inicial del
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chorro de orina, se recolecta la porcion media en un frasco limpio y el final de la miccion
debera evacuarlo en el sanitario, cerrar el recipiente (Anexo2 y Anexo3).

En lactantes y nifios de corta edad, con el objetivo de obtener muestras adecuadas se
dispone de bolsas colectoras pediatricas que se fijan a los genitales, las cuales deberan
ser utilizadas previo aseo genital. Los bolsas colectoras son blandas, plegables y no
causan demasiada incomodidad al paciente, no obstante como en todos los casos de

recoleccion de orina, se debe evitar la contaminacion fecal %*3141°

Examen fisico y quimico

El uroanalisis comprende el examen fisico, quimico y microscopico. En el examen fisico
se incluyen aspectos Utiles (determinacion de color y aspecto) para hacer un juicio
presuntivo de la posible presencia de componentes anormales en la orina, asi como la
capacidad concentradora del rifién; para el examen quimico se utiliza generalmente una
tira reactiva, en la que se evallan ensayos quimicos cualitativos colorimétricos y pueden
ser utilizadas para determinar densidad, pH, niveles de proteinas, glucosa, cetonas,
bilirrubinas, urobilinbgeno, sangre, nitritos y leucocitos en orina. Estas tiras de inmersion

representan un método rapido y econémico para analizar la orina.****3

Examen Microscopico

El examen microscopico provee una correcta identificacion y cuantificacion de los
elementos formes de interés clinico emitidos en la orina como son: leucocitos, eritrocitos,
cilindros y células renales, sin embargo, ademas de ser realizado durante las primeras
dos horas por la lisis de leucocitos y eritrocitos, se debe recordar que debe haber una
concordancia entre las tres partes que lo conforman (examen fisico, examen quimico y
microscopia) con la finalidad de una adecuada interpretacion de los resultados que se
emiten, por lo tanto, es aqui donde se da la problemética con el método manual
convencional, ya que existen muchas variables que son fuentes potenciales de error en
su proceso, como: volumen no medido de orina a centrifugar, sedimento obtenido y
observado, superficie de conteo, no olvidando que el tiempo y velocidad de

centrifugacion afecta la cantidad y la concentracién final de células en el sedimento, por
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consiguiente, es esencial prestar mucha atencion a todos los detalles técnicos para
poder obtener resultados reproducibles y exactos. Cabe sefalar que el sedimento de
orina obtenido por centrifugacion, contiene los elementos formes que se han acumulado
después del proceso de filtrado glomerular y durante el transito del liquido a través de
los tlibulos renales y del tracto urinario inferior.>3%4

Los cilindros existentes son elementos formes detectados a menudo en orina
provenientes de los tdbulos renales y de otros conductos, los microorganismos
(bacterias y hongos) son elementos extrafos al sistema urinario, su identificacion ofrece
datos importantes para el diagnéstico de la etiologia de ciertas enfermedades.

La muestra de orina debe ser rastreada en su totalidad con un bajo aumento, prestando
especial atencion a los bordes del cubreobjetos, en donde tienden a concentrarse
cilindros y otros elementos. La confiabilidad y la precision del examen dependen en

cierta medida del observador.>***

Normatividad en el uroanalisis

La normatividad mexicana®® e internacional, especificamente la estipulada por el CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute)!’ antes NCCLS, establecen los criterios
necesarios para el correcto funcionamiento del laboratorio clinico y el area de uroanalisis
respectivamente, con el fin de obtener resultados de utilidad clinica para el paciente y
meédico. Uno de ellos es utilizar un procedimiento estandarizado o automatizado para el

examen microscopico, ademas de implementar el control de calidad interno y externo.

Sistemas aplicados en el uroanalisis

En 1926, Addis desarroll6 un procedimiento para cuantificar los elementos formes en el
analisis microscopico de orina (Cuenta de Addis), que emplea un hematocitometro para
contar eritrocitos, leucocitos, cilindros y células epiteliales presentes en una muestra, se
emplea para vigilar la evolucién de los casos diagnosticados de enfermedad renal.

Este procedimiento rara vez se usa hoy en dia, ya que existen sistemas comerciales
estandarizados como el Kova® (ICL Scientific, Fountain Valley, CA), el Fisherbrand,

10
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Urisystem (Fisher Scientific, Pittsburg, PA) y el sistema Count-10 (V-Tech, INC., Palm

Desert, CA) que proporcionan un resultado mas preciso del examen microscépico.?

Sistema estandarizado Kova ®

En el pais el sistema mas comunmente utilizado es el Sistema Estandarizado Kova, el
cual, cumple con los lineamientos de la norma'’ y por lo tanto, es el método
seleccionado para el analisis de muestras de orina. El sistema Kova consta de tubos
graduados con fondo conico, una pipeta de transferencia con bulbo en su base
(pipeteador) que permite obtener después de la centrifugacion 1 mL de sedimento, asi
como también una camara de conteo Kova Glasstic (ICL Scientific, Fountain Valley, CA)
con una superficie uniforme para un volumen fijjo de 6.6 UL con capacidad para 10
muestras (Figura 3).

Para observar el sedimento al microscopio, utilizando el pipeteador deberd mezclar el
sedimento obtenido y por acciéon capilar llenar el compartimento con la muestra,
prosiguiendo de la misma manera con las muestras restantes y en los otros

compartimentos®®?°.

Figura 3. Materiales del Sistema Estandarizado Kova®"®

11
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Control de Calidad del Sistema Kova

El Sistema Kova utiliza como Control de Calidad Interno (CCI) un material control,
KOVA-Trol (Hycor Biomedical, EU), el cual es una preparacion liofilizada de orina
humana destinada al uso en el laboratorio clinico como control de calidad de las
determinaciones quimicas y para el analisis de sedimento microscépico. EI KOVA-Trol
esta disefiado para uso con el sistema estandarizado Kova®, sin limitar su uso a este
sistema, 131819

En este sentido, en un estudio previo llevado a cabo en el laboratorio de Analisis
Clinicos Zaragoza, comparando el método manual convencional con el sistema Kova®,
se encontré que el primero tiene una imprecision mayor al 40% para el conteo de
eritrocitos y leucocitos utilizando orinas de control con valores tanto bajos como altos,
atribuyéndose ese error a la falta de estandarizacién del método, sin olvidar todo el

trabajo manual que implica y la ambigiiedad de los resultados.?

Sistemas automatizados
El desarrollo de los autoanalizadores de sangre ha incitado la tentativa de producir

dispositivos similares para el area de Uroanalisis, el primer intento de automatizar la
parte del examen microscopico de orina ocurrio aproximadamente hace 20 afios;
permitiendo optimizar el tiempo, mejorar el rendimiento laboral, disminuir la subjetividad
en la interpretacién de los resultados y, por consecuencia, mejorar la precision®. El
Yellow IRIS (International Remote Imaging Systems, Chatsworth, CA) en los Estados
Unidos y el Sysmex UA (TOA Medical Electronics, Kobe, Japén) en Japon son ejemplo

de ello, los cuales se basan en diferentes tecnologias®.

Sistema Yellow IRIS

Basado en el analisis de imagenes, después de adicionar el colorante a la muestra de
orina se detiene su movimiento y pasa a través de una camara de flujo laminar, en
donde los elementos formes son detectados y proyectados en forma de imagen
fotografiada por una camara de video montada sobre un microscopio y una lampara
estroboscopica, se toman multiples fotografias clasificAndolas en doce categorias

definidas segun sus dimensiones longitudinales. Los datos son analizados por

12
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computadora en cuanto a numero y tamafo, las imagenes son presentadas al operador
en una pantalla de color, entonces el operador hace la identificacion final tocando una
categoria apropiada en la pantalla del monitor.

Como el volumen de la camara de flujo laminar es conocido, las imagenes pueden
contarse y relacionarse con el volumen de orina con una precision que excede de la que
puede obtenerse con una muestra centrifugada, un portaobjetos de cristal y un
cubreobjetos. ElI mayor inconveniente del sistema, es que requiere del continuo

monitoreo de las imagenes por el operador.® 2%

Sysmex UF-100 i

El es un analizador disefiado para realizar estudios de microscopia urinaria en
laboratorios clinicos como auxiliar en un diagnaostico in vitro, su funcionamiento se basa
en el principio de citometria de flujo (Sysmex TOA Medical Electronics, Figura 4).

El UF-100i es un analizador automatizado que realiza el conteo de los elementos formes
presentes en una muestra de orina sin centrifugar a una longitud de onda de 488nm,
utilizando un laser de argén de acuerdo a las propiedades de luz dispersa frontal,
impedancia y fluorescencia. Se maneja mediante una pantalla tactil LCD (Liquid Crystal
Displays), identifica la muestra (de forma manual o por su codigo de barras), mezcla y
aspiran automéaticamente 800 uL de orina y los transfiere a la unidad de reaccion para la
realizacién del analisis, 400 pL son diluidos por el Urinopack para regular la presion
osmotica, pH, remover fosfatos y uratos, asi como para hacer la tincion y realizar el
conteo de los elementos formes en 9 pL y mostrar recuentos de eritrocitos (G.R.),
leucocitos (G.B.), células epiteliales (C.E.), cilindros hialinos y bacterias como
parametros de andlisis, asi como recuentos de cilindros patolégicos (comprende a los
cilindros granulosos, céreos, eritrocitarios, leucocitarios, epiteliales), levaduras, células

renales, cristales y espermatozoides como parametros de alarma.??%32%30

13
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Figura 4. Equipo automatizado SYSMEX UF-100i. Roche Diagnéstics.*

Principios UF

Impedancia

La orina tiene una gran variacion en conductividad de muestra a muestra, para ello, el
diluyente (Urinopack) restringe la conductividad a un intervalo, es entonces cuando la
conductividad de cada muestra es medida antes de entrar a la camara de flujo y con
esto la corriente se ajusta a un nivel constante entre los electrodos, ademés de esto, se
disuelven los contenidos cristalinos de uratos y fosfatos (Figura 5).

Cuando una particula pasa por la camara de flujo, la resistencia incrementa y el voltaje
aumenta, esta impedancia refleja el volumen de la particula como: células, bacterias y

cilindros que son medidos a través de impedancia electrénica.®*

14
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Principios de la Serie UF
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Figura 5. Principios del equipo serie UF.*

Fluorescencia (FI)
La fluorescencia refleja la cantidad de tincion que absorbe la particula (Figura 6), la

tincion utilizada contiene carbocianina, que tifie negativamente la membrana celular del
reticulo endoplasmatico, nuclear y mitocondrial emitiendo una fluorescencia verde; y la
fenantridina tifie acidos nucleicos y emite una fluorescencia naranja.

El tiempo del respectivo pulso eléctrico derivado de la sefial de fluorescencia (Flw) que

representa el largo de la particula tefiida.?* 223
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Figura 6. Principio de fluorescencia en el sistema UFE.*
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Luz Dispersa Frontal

Refleja el tamafio de la particula (Fsc). El tiempo que se toma en generar el pulso

electronico derivado de la luz dispersa frontal, refleja el largo de la particula®?.

(Figura 7).
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Figura 7. Principio de luz dispersa frontal en el sistema UFE.*

Los elementos individuales de la muestra fluorescen ante la luz dispersa en varios
grados, la intensidad de la luz dispersa, luz fluorescente y la resistencia (impedancia) de
cada elemento son convertidas en una sefial eléctrica para clasificarlas al enfocarlas
hidrodinamicamente. Los resultados del analisis se muestran en la pantalla LCD
reportando por campo (40x), por microlitro (uL) o bien un conteo en 10x para cilindros,
mostrando diferentes tipos de presentacion como por ejemplo: listas, histogramas,
diagramas de dispersion, etc. (Figura 8 y Figura 9). 243244

El UF-100i permite almacenar datos de hasta 1000 muestras, siendo posible ademas
conectar un lector de tiras de orina, cuyos resultados se leen y guardan por separado;
para comprobar la fiabilidad de los resultados se efectla una comparacion cruzada entre
los resultados del analisis y los datos de la tira de orina. Cuando los valores estan fuera

de los limites establecidos se indica, a fin de comprobarlos y verificarlos.?**2
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NO.  RANO0O2.UF1 11/ 1/1995

Time 0:00
Fsc
RBC 272.7+ [/pL] 49,1 /HPF]
HBC 536.2+ [/pL] 96.5(/HPF)
EC 34.8 [/yl) 6.3[/HPF)
CAST 3.00+ [/pL) 8.70[ /LPF]
BACT 418.2+ [/pL] 75.3[/HPF]
Path.CAST + X’TAL
SRC SPERM
FQu Fa2 YLC
A RBC-Info. Isomorphic ¢
2
: .
CAST 0B/Hb PRO

oo L.Est. NIT

Fscw

Figura 8. Primera pantalla del equipo UF-100.%

Figura 9. Segunda pantalla del equipo UF-100.%
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Control de Calidad del Sistema UF-100i

El control de calidad del sistema garantiza la fiabilidad del equipo y los reactivos, para
ello el equipo utiliza el UFCHECK, el cual es un material de control con una mezcla de
particulas latex de eritrocitos (G.R.) y leucocitos (G.B.), células epiteliales, cilindros y
bacterias, la cual se recomienda utilizar una o dos veces al dia y después de
operaciones de mantenimiento o de cambio de reactivos. Una vez verificado que el
control haya sido aceptable, se procede al andlisis de las muestras, teniendo en cuenta
gue el equipo permite al usuario ajustar su configuracion para adaptarlo a las
necesidades de acuerdo a su poblacibn de estudio o a las condiciones de su
laboratorio®*%*32,

Las particulas utilizadas no son suficientemente estables para permitir ser incorporadas

como un material convencional de control de calidad del uroanalisis®?.

Comparacion de métodos
Los estudios realizados para la comparacién de los diferentes métodos para el andlisis

del sedimento urinario son escasos, Toffaleti y cols. reportan que puede haber un error
del 5-10% en el procedimiento manual con respecto al automatizado para la lectura del
sedimento urinario atribuyendo el error al analista.** Por otro lado, la mayoria de los
estudios sobre la efectividad del citometro de flujo para la lectura del sedimento urinario
se han enfocado en su utilidad clinica mas que en la comparacion de métodos; sin
embargo, Langlois y cols.*® reportan que el uso del método automatizado para la lectura
del sedimento y el uso de un lector de tiras reactivas de orina son clinicamente
aceptables y disminuyen la carga de trabajo en el analisis microscopico del sedimento,
pero no lo sustituye, observando coeficientes de correlacion de r= 0.84-0.98 para
glébulos blancos; r=0.88-0.98 para glébulos rojos; células epiteliales, r=0.59-0.72;
cilindros r=0.51 en la comparacion de la camara de conteo y el citbmetro de flujo.

Por su parte Ottiger y Huber?® mostraron la superioridad en precisién del método
automatizado sobre el sistema comercial estandarizado para elementos formes
tradicionales, dejando la lectura microscopica del sedimento s6lo para muestras que el
equipo no puede identificar adecuadamente, y Roggeman y Zaman*? encontraron que la

carga de trabajo se reduce hasta en un 40%.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las investigaciones sobre la utilidad clinica del método automatizado para la lectura del
sedimento urinario se han realizado con muestras de pacientes con infeccion de vias
urinarias principalmente, observando una buena correlacion, arriba del 90%, para la
identificacion de leucocitos, eritrocitos y ceélulas epiteliales, confirmando con métodos
alternativos y recomendandolo para disminuir el nimero de muestras que deberan
leerse microscépicamente;*>* sin embargo, los resultados no han sido muy alentadores
con respecto a otros elementos formes como cilindros patologicos y células renales. Por
lo tanto, es necesario evaluar la utilidad clinica del sistema automatizado para otro tipo
de enfermedades renales no necesariamente infecciosas, también para considerarlo
como una alternativa para sustituir al método manual. Debido a lo anterior, se evaluaran
los tres sistemas utilizando controles y también muestras de orina de pacientes con y sin
padecimientos renales, tratando de abarcar la extensa gama de componentes de origen

patoldgico, permitiendo establecer la equivalencia o no entre ellos.
Por lo que se plantean las siguientes preguntas de investigacion:

¢Es el método automatizado con el citometro de flujo UF-100i méas preciso para la
lectura del sedimento urinario que el método comercial estandarizado (Kova®) y el

método manual?

¢(El citbmetro de flujo UF-100i detectara la gama de elementos formes de origen
patoldgico de un sedimento urinario como: leucocitos, eritrocitos, células renales y

cilindros hialinos, facilitando asi el trabajo del quimico clinico en el laboratorio?
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OBJETIVOS

Objetivo General
Comparar los métodos, automatizado UF-100i y el estandarizado Kova, con el método

manual para el analisis de sedimento urinario.

Objetivos Especificos

1. Determinar la precision de cada método para leucocitos y eritrocitos utilizando
materiales de control.

2. Comparar el resultado del examen microscopico de cada método con el examen
guimico (tira reactiva, lectura visual).

3. Comparar el conteo de células (leucocitos, eritrocitos, renales), los diferentes tipos

de cilindros, obtenidos con cada uno de los métodos.
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HIPOTESIS

= E| analisis del sedimento urinario reviste una gran importancia clinica para la
deteccidn y seguimiento de trastornos renales. Se ha documentado que el andlisis
microscopico del sedimento urinario con el método manual tiene una imprecision
arriba del 40% en el conteo de leucocitos y eritrocitos con materiales de control, que
disminuye si se usa el sistema Kova, pero si utilizamos el sistema UF-100i que tiene

como principio la citometria de flujo, la imprecision serd menor a la reportada.

= Se ha reportado que el citometro de flujo UF-100i tiene una correlacion clinica
superior al 90% para eritrocitos, leucocitos y células epiteliales, por lo que,
esperamos encontrar una correlacion semejante de éstos y otros elementos formes
de origen patoldégico como cilindros, teniendo como métodos de comparacion el

método manual y el estandarizado Kova.
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DISENO DE INVESTIGACION
Se llevé a cabo un estudio observacional, prolectivo, transversal y comparativo en el

Laboratorio de Andlisis Clinicos de la Clinica Multidisciplinaria Zaragoza.

POBLACION DE ESTUDIO
Se analizaron 254 muestras de orina de pacientes de las areas de: Nefrologia, Medicina

Interna, Hospitalizacion, Ginecologia, Consulta externa y Medicina General del Hospital
Regional 1 de Octubre (ISSSTE), Hospital General Cd. Netzahualcoyotl Dr. Gustavo Baz
Prada, Hospital General de Zona No. 47 IMSS, Unidad de Medicina Familiar No.40 Siglo
XXI IMSS y muestras de pacientes que acuden al laboratorio clinico de la Clinica
Multidisciplinaria Zaragoza, UNAM. Todos los pacientes firmaron previo consentimiento

informado.

CRITERIOS DE INCLUSION
@ Muestra de orina con volumen de 20 mL o mayor, indistintamente del diagndstico.

CRITERIOS DE EXCLUSION

@ Muestras de orina con un volumen menor a 20 mL.
@ Muestras de orina que no se procesaron antes de 3 horas después de ser

recolectadas.
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VARIABLES DE ESTUDIO :

Independiente:

Método para el uroanalisis que tiene tres categorias:
B  Método Kova

B  Método UF-100i (Citdmetro de flujo)

B Método manual

Dependiente:
Componentes del sedimento urinario:

B Leucocitos
Eritrocitos
Células renales

Cilindros patolégicos

Bacterias

ANALISIS ESTADISTICO
Los datos se describieron a través de frecuencias y proporciones. Se utilizo la prueba de

McNemar como de comparacion y las de concordancia de kappa y gamma, correlacion
de Pearson y Spearman como de asociacion. Se consideré un valor de p < 0.05 como

significativo.
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MATERIAL Y METODOS
MATERIAL

Tubos de ensayo 13 x 100 mm Pyrex

Gradilla metalica

Pipeta Pasteur

Cubreobjetos 22 x 22 mm

Portaobjetos

Micropipeta de 25 pL

Tubos graduados Kova para 12 mL

Pipeteadores Kova

Céamaras de conteo Kova con 10 espacios (6.6 pL)
Tapas Kova

Envases de plastico de 100 mL

EQUIPOS E INSTRUMENTOS
Citometro de flujo UF-100i (Sysmex Corporation, Japon)

Microscopio Optico (Carls Zeizz, Alemania)

Centrifuga clinica SOL-BAT, México

Refractémetro de sélidos totales (Hand American Optical Corporation, modelo AO TS
meter)

REACTIVOS
Tiras reactivas Combur 12 Test. Cobas. Roche

Ac. sulfosalicilico al 5% (Prueba para confirmacion de proteinas)

UF CHECK (Sustancia Control)

CELLSHEATH (Solucion envolvente)

URINOPACK (Diluyente)

URINOSEATCH (Solucién de Tincion)

CELLCLEAN (Detergente alcalino)

Kova -Trol | y Kova - Trol Il (Materiales de control, Hycor Biomedical, EU)

Hipoclorito de sodio al 10%
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PROCEDIMIENTOS

El estudio se realiz6é en dos etapas:

1

2

. Determinacion de la precision de cada uno de los métodos en funcién del

sedimento urinario.

. Andlisis fisico y quimico de las muestras de orina, ademas del sedimento urinario

por los diferentes métodos estandarizados y manual.

I. Determinacion de la precision

Hidratacion de materiales de control

1.

Se despegd el liofilizado de las paredes del frasco, se removid el sello
cuidadosamente para permitir la entrada de aire y poder quitar el tapon sin
dispersién del material liofilizado.

Después de afiadir 60 mL de agua destilada (pH= 6) al frasco, se tap6 y dejo
reposar por 45 min., sin agitar.

Una vez transcurrido el tiempo, se mezclé por inversion 6 veces, 2 por rotacion, 4

mMAs por inversion y 2 mas por rotacion. Se evito la agitacion fuerte.

4. Se prepararon alicuotas de 12 mL y se congelaron.

Las alicuotas fueron colocadas en refrigeracién 24 horas antes de su uso, para
evitar una descongelacion brusca.
Se sacaron los materiales control del refrigerador antes de ser utilizados y se

espero a que alcanzara la temperatura ambiente.

7. Antes de ser examinados se homogenizaron por inversion

8. Se utilizé una alicuota por dia de trabajo y por método para evitar deterioro de los

componentes del material de control, y se desecho el sobrante, ya que a lo largo

de la semana sufren deterioro.*
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Analisis quimico

1.

Se homogeniz6 perfectamente el material control o la muestra invirtiendo
suavemente el frasco de 3 a 5 veces.

Se llené a 3/4 partes un tubo de 13 x 100 mm con el material control o la
muestra.

Una vez realizado lo anterior, se introdujo la tira reactiva en el tubo de ensayo,
sumergiendo completamente el area reactiva (aproximadamente 1 segundo).

El exceso fue eliminado en posicion horizontal sobre un papel absorbente,
asegurandose de no colocar en el mismo sitio las tiras reactivas.

La lectura de la tira se realizo transcurrido el tiempo indicado, dos minutos para
leucocitos y un minuto para el resto de los parametros. Comparando las areas
reactivas con la correspondiente escala de color de la carta adherida al frasco. No

tocar la carta de color con la tira (Lectura visual).

Analisis microscoépico

Método manual convencional

1.

Se homogenizé perfectamente el material control (Kova-Trol 1 y 1) o la muestra
invirtiendo suavemente el frasco de 3 a 5 veces.
Se llené a 3/4 partes un tubo de 13 x 100 mm con el material control o la

muestra.

3. La centrifugacion se realizd a 1500 rpm durante 5 minutos.

4. EI sobrenadante fue decantado con cuidado, sin agitar, dejando

aproximadamente 1 mL.

El sedimento fue resuspendido.

6. Se midieron 25uL con un micropipeta y fueron colocados sobre un portaobjetos.

7. Se cubrié con un cubreobjetos de 22 x 22 mm, evitando la formacién de burbujas

de aire o alguna perdida.
La observacion al microscopio fue realizada a 10x para blusqueda rapida de

cilindros y el conteo realizado en 10 campos a 40x.
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9.

El material utilizado se desinfectd colocandolo en un recipiente con hipoclorito de

sodio al 10% antes de lavarlo.

10.A todas las muestras se les agregé 1 mL de hipoclorito de sodio al 10 %, y

después de 1 hora fueron desechadas en el excusado evitando salpicaduras.

11.El conteo de los elementos formes fue reportado y se verifico la concordancia de

resultados de cada una de las etapas (examen fisico, quimico y microscépico).

Sistema Kova

1.

Se homogeniz6 perfectamente el material control (Kova-Trol | y 1) o la muestra
invirtiendo suavemente el frasco de 3 a 5 veces.

Se transfirié una alicuota de material control o muestra de orina a un tubo Kova,
llendndolo hasta la graduacion de 13 mL, de este volumen se utilizaron 800 pL
para el andlisis con el sistema UF-100i y finalmente se ajusto el volumen a 12
mL. para ser utilizados en el sistema Kova.

Se colocé la tapa al tubo y centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos.

Las tapas fueron retiradas con precaucion.

Un pipeteador fue insertado en el interior del tubo Kova, empujandolo hasta que
se asento firmemente en el fondo, para obtener 1 mL de sedimento.

El sobrenadante fue decantado y se resuspendio el sedimento con ayuda del
pipeteador.

A continuacion se llend la cdmara por capilaridad (aproximadamente 6.6 uL).

La observacion al microscopio fue realizada a 10x para busqueda rapida de
cilindros y el conteo realizado en diez cuadrantes de la camara a 40x para células
(leucocitos, eritrocitos y renales).

El conteo de los elementos formes fue reportado y se verificd la concordancia de

resultados de cada una de las etapas (examen fisico, quimico y microscopico).

Sistema UF-100i

1.

Inicio. Después de ENCENDER el equipo, éste realiz6 una autocomprobacion.

Durante este proceso se verificaron los contadores internos. En caso de que
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hubiese detectado la necesidad de realizar trabajos de mantenimiento, hubiese
provoca una sefal acuUstica y en la pantalla LCD se hubiera visualizado el
mensaje correspondiente.

2.Comprobacion de fondo. Después de realizada la autocomprobacion, se lavaron
automaticamente las conducciones hidraulicas y camaras de medicién y se
realizo una comprobacion de fondo para ver si persiste alguna contaminacion.

3. Aspiracion de muestras. Si el andlisis se efectué en modo de alimentador de
muestras, estas se pudieron analizar automaticamente, hasta 100 muestras por
hora. Después de que el tubo de muestras se transportd hasta la posicion situada
bajo la pipeta de aspiracién, se mezclé la muestra, se aspiro y comenzo el
andlisis. Si las muestras se analizaran en modo manual, fue necesario mezclarlas
primeramente y colocarlas bajo la pipeta de aspiracion, que después de pulsar el
boton RUN, la muestra se aspiré y el andlisis fue realizado.

4. Andlisis, se aspir0 un volumen exacto de la muestra y se llevé a una camara de
reaccion con un volumen definido de reactivos. Antes de que la muestra fuera
diluyera, pasé por la celda de flujo y un sensor midié su conductividad. Se
midieron las propiedades de luz dispersa y fluorescencia para contar y determinar
las particulas presentes en la orina. El volumen de las particulas se determiné a
partir de las senales de impedancia.

5.Visualizacion, una vez completado el analisis, los datos se guardaron en la unidad
principal y pudieron mostrar en la pantalla LCD. Los resultados gréficos y
numéricos de la ultima muestra analizada se mostro en dos paginas en la pantalla
LCD de la unidad principal. El aparato puede permitir el almacenaje los datos de
hasta 1000 muestras. Los resultados pueden verse, imprimirse y revisarse

posteriormente.

Nota: EI UF-100i puede almacenar los resultados del analisis quimico realizado con
un lector de tiras de orina conectado al equipo. Después de realizar el andlisis,

comprueba los niumeros de identificacion con las muestras.
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Il. Analisis de las muestras de orina

Analisis fisico

Se homogenizo la muestra perfectamente invirtiendo suavemente el frasco de 3 a
5 veces.

El volumen total de muestra se midié utilizando una probeta.

El color se observd (utilizando una superficie blanca de fondo) y el aspecto a
contraluz homogenizando la muestra (o bien un fondo oscuro).

La densidad se midio con un refractometro.

Los resultados obtenidos fueron registrados.

Analisis quimico

1.

Se homogeniz6 perfectamente el material control o la muestra invirtiendo
suavemente el frasco de 3 a 5 veces.

Se llené a 3/4 partes un tubo de 13 x 100 mm con el material control o la
muestra.

Una vez realizado lo anterior, se introdujo la tira reactiva en el tubo de ensayo,
sumergiendo completamente el area reactiva (aproximadamente 1 segundo).

El exceso fue eliminado en posicion horizontal sobre un papel absorbente,
asegurandose de no colocar en el mismo sitio las tiras reactivas.

La lectura de la tira (lectura visual) se realizé transcurrido el tiempo indicado, dos
minutos para leucocitos y un minuto para el resto de los pardmetros. Comparando
las areas reactivas con la correspondiente escala de color de la carta adherida al

frasco teniendo cuidado de no tocar la carta con la tira.
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Analisis del sedimento urinario (Método manual convencional y Sistema
Kova)

Seguir las indicaciones mencionadas en la determinacion de la precision para cada
método.

Analisis de la orina sin centrifugar “Citometria urinaria” (Sistema UF-100i)

Seguir las indicaciones mencionadas en la determinacion de la precision.




Estudio comparativo de métodos | Uroanalisis

RESULTADOS

|. Determinacion de la precision
Para realizar el estudio comparativo de los métodos automatizado UF-100i y

estandarizado Kova con el método manual para el andlisis de sedimento urinario, se
determind la precision intra-ensayo utilizando materiales controles (Kova -Trol 1 y Kova -
Trol Il Hycor Biomedical, EU) para analisis quimico y microscopico del sedimento
urinario. Dicha determinacion se realizo utilizando cada nivel de material control por cada
uno de los métodos y con los elementos celulares que contiene (leucocitos y eritrocitos),
asi como también el examen quimico con la tira reactiva, en donde la lectura de cada
uno de los materiales control correspondié a los intervalos establecidos por la casa
comercial y de acuerdo a la marca de tira reactiva empleada.

Los resultados demostraron que el método manual tiene un coeficiente de variacién
(C.V.) del 27% para el conteo de leucocitos y eritrocitos, esto solo en uno de los niveles
de material (Kova-trol 1), para el otro nivel (Kova-trol Il) los resultados fueron del 26 al
50%; en el sistema estandarizado Kova oscilaron entre un 13 y 16%. Con el UF-100i se

obtuvo un menor C.V.(Cuadro 2).

Cuadro 2. Coeficientes de variacion para cada método de acuerdo al nivel del material
de control.

Método Eritrocitos Leucocitos
Kova-trol |
Manual 27 % 27 %
Kova 13 % 15 %
UF-100i 6 % 14 %
Kova-trol Il
Manual 50 % 26 %
Kova 25 % 16 %
UF-100i 12 % 10 %
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Los coeficientes de correlacion en el conteo de eritrocitos fueron: entre el método
manual y UF-100i r=0.899, Kova y UF-100i r=0.950; para leucocitos de r=0.742 entre
Kova y UF-100i, manual y UF-100i r=0.536, todos con una significancia estadistica
(p <0.0001). Con esta determinacion de precisibn se observd que el equipo
automatizado UF-100i tiende a contar entre 8 y 10 eritrocitos mas que el método

estandarizado Kova.

ll. Andlisis de las muestras de Orina

Una vez determinada la precisién de cada uno de los métodos, se prosiguié al andlisis
de las muestras de orina. Se analizaron 254 muestras de orina de pacientes de
diferentes areas hospitalarias, como resultado se obtuvo que 165 de ellas no arrojaron
alguna alteracion en los parametros que indicaran alguna patologia o significancia
clinica, las 89 restantes resultaron con algun tipo de alteracién en el uroandlisis.

Se determinaron frecuencias (Cuadro 3) de orinas con eritrocitos y leucocitos, de
acuerdo a los intervalos establecidos por Ben-Ezra y cols.”, en donde se puede
apreciar que el sistema UF-100i tiene la capacidad de discriminar las muestras
patoldgicas de las no patologicas y cuantificar un nimero menor de muestras en los tres
intervalos considerados como de conteo alto. Por lo anterior y al comparar el sistema
UF-100i con el estandarizado Kova, el UF-100i identifica como muestras con conteos
altos, 14% menos de las muestras patologicas en leucocitos y 8% para eritrocitos.

En la determinacion de concordancia entre meétodos, se aprecia que los resultados
obtenidos con el UF-100i y sistema estandarizado Kova concuerda en un 92 y 95%, en
gue las muestras eran negativas, 71% que eran positivas para eritrocitos y un 90% que

lo eran para leucocitos (Cuadro 4).
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Cuadro 3. Frecuencia de muestras de orina con diferente cantidad de componentes
celulares sanguineos segun el método empleado. Valores de corte propuesto
por Ben-Ezray cols.

Leucocitos Eritrocitos
No patoldgica Patolégica No patolégica Patolégica
(n = 165) (n=89) (n = 165) (n=289)

Tira reactiva

Negativo

10 — 25 células/uL
50 células/uL

250 células/pL

Manual

0 — 5 células/c

6 — 20 células/c
21 — 50 células/c
> 50 células/c

Kova

0 — 5 células/c

6 — 20 células/c
21 — 50 células/c
> 50 células/c

UF-100i

0 — 26 células/pL
27 — 105 células/pL
106 — 52 células/uL
> 525 células/uL

144 (87%)*
15 (9%)*
6 (4%)

0

159 (96%) *
6 (4%)*
0
0

161 (98%)
4 (2%)
0
0

165 (100%)
0
0
0

43 (48%)*

16 (18%)

24 (27%)*
6 (7%)

52 (58%)
27 (30%)
6 (7%)
4 (5%)

58 (65%) *
25 (28%)
4 (5%)
2 (2%)

70 (79%)
16 (18%)
1 (1%)
2 (29%)

153 (93%) '
10 (6%) *
2 (1%)

0

161 (98%)
4 (2%)
0
0

163 (99%)
2 (1%)
0
0

163 (99%)
2 (1%)
0
0

51 (57%) "

20 (23%)

18 (20%) '
0

66 (74%)
13 (15%)
2 (2%)
8 (9%)

66 (74%)
15 (17%)
2 (2%)
6 (7%)

73 (82%)
11 (12%)
3 (4%)
2 (2%)

Prueba McNemar, *p< 0.0001, Tp<0.01, *p<0.05, comparando vs. UF-100
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Cuadro 4. Concordancia de resultados positivos y negativos entre el UF-100i y otros
métodos de comparacion para eritrocitos y leucocitos con muestras de pacientes.

UF-100i
Método Concordancia Concordancia
negativa positiva
Eritrocitos
Tira reactiva 200 (84%) 13 (77%)
Manual 222 (94%) 12 (71%)
Kova 224 (95%) 12 (71%)
Leucocitos
Tira reactiva 213 (91%) 14 (74%)
Manual 208 (89%) 16 (84%)
Kova 217 (92%) 17 (90%)

Para conocer la confiabilidad del sistema UF-100i se determind la concordancia
agrupando los resultados en categorias ordinales, utilizando el estadistico gamma con
los otros meétodos y para ambos elementos celulares. Se encontraron coeficientes con
valores de 0.900 y 0.975, lo que nos indica que existe una buena concordancia no
debida al azar entre los métodos, asi como también con la lectura visual realizada con la
tira reactiva. Es importante resaltar que las mejores concordancias se obtuvieron con el
sistema Kova (Cuadro 5).

En el cuadro 6 se representan las correlaciones entre los métodos, de las cuales, las
mejores se alcanzaron entre el estandarizado Kova y Sistema U-100i (r = 0.914,
p< 0.0001) esto para el conteo de leucocitos, y en eritrocitos (r = 0.758, p< 0.0001).
Cabe mencionar que en el conteo de eritrocitos la mejor correlacion se dié entre el

meétodo Manual y el Sistema Kova.
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Cuadro 5. Concordancia ordinal entre el UF-100i y otros métodos para leucocitos y
eritrocitos con muestras de pacientes.

UF-100i
Método Leucocitos Eritrocitos
Tira reactiva 0.943* 0.900*
Manual 0.932* 0.945*
Kova 0.975* 0.952*

*Prueba gamma, p< 0.0001

Cuadro 6 . Correlacion entre los métodos para cuenta de eritrocitos y leucocitos en el
sedimento urinario de orinas de pacientes.

Leucocitos Eritrocitos

Método UF- Kova Tira UF- Kova Manual Tira
100i Manual reactiva 100i reactiva

UF-100i 1.000 0.914* 0.725* 0.641' 1.000 0.758* 0.672* 0.546'

Kova 1.000 0.820* 0.629" 1.000 0.928* 0.703'

Manual 1.000 0.643" 1.000 0.735"

*Correlacién de Pearson, p< 0.0001; 'correlacién de Spearman, p< 0.0001

En la evaluacion de otros elementos formes contenidos en algunas muestras de orina,
se mostré que para células epiteliales se tenia una sensibilidad del 82% con una
especificidad del 90%. Se determind ademas que Unicamente el 8.1% de las muestras
con la presencia de cilindros requieren de revision microscopica, esto al ser emitida una
sefial de alarma indicando que los cilindros cuantificados son de los denominados
“patologicos”, los cuales deberan ser clasificados segun corresponda (cilindro granular
fino, grueso, eritrocitario, leucocitario, céreo, etc.) ya que el equipo identifica claramente

solo a los de tipo hialino.
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Con respecto a las células redondas (células renales) se requiere que Unicamente un
10.5% sean revisadas al microscopio, esto principalmente cuando ademas exista la

presencia de levaduras (Cuadro 7).

Cuadro 7. Confiabilidad del UF-100i para el analisis de células epiteliales y cilindros en
el sedimento urinario.

Células Epiteliales Cilindros
Cel/uL pL
Prueba de gamma (y) 0.870* 0.946
Sensibilidad (%) 75 95
Especificidad (%) 90 82

* p< 0.0001
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DISCUSION DE RESULTADOS

|. Determinacion de la precision
Al determinar la precision de los tres métodos para el conteo de leucocitos y eritrocitos

utilizando materiales control (Kova-Trol Hycor Biomedical, EU), se observé que el
método manual mostré6 una mayor imprecision en comparacion con los otros meétodos;
esto debido a que durante el proceso analitico del examen hay varios factores
involucrados que lo afectan directa o indirectamente, sobretodo en la parte que
comprende al andlisis microscopico. Factores tales como el no medir el volumen de orina
a centrifugar, el volumen de sedimento obtenido y la observacion, el tipo de instrumentos
empleados para la realizacion del conteo y finalmente la forma en que se interpretan los
resultados, variando éstos de un analista a otro, tomando en cuenta ademas que
durante la centrifugacion se produce una fuerza que causa substancialmente la pérdida
de células en la muestra, afectando asf la precisién del método.*®

Por su parte el sistema Kova, al ser un sistema estandarizado que reune los requisitos
establecidos por la CLSI de utilizar tubos de ensayo graduados para 12 mL, pipetas de
transferencia para obtener 1 mL de sedimento y una camara de conteo con escala para
un volumen definido de la muestra, permite mantener el control de todo el proceso,
disminuyendo la imprecision del sistema en comparacion al método manual
convencional en cuyo caso los volumenes no son constantes por lo que se produce una
variacion en las pérdidas por centrifugacion variables, ademéas de que el conteo se
realiza por campo visual.®

A diferencia de los métodos anteriores, el sistema automatizado UF-100i no utiliza el
proceso de centrifugacion, es por esto que se logré obtener una mejor precisioén con los
dos niveles de materiales control utilizados y para ambos tipos celulares (leucocitos y
eritrocitos), mostrando una imprecisién del 6 al 14%. Al respecto Ottiger y Huber®,
demostraron que al utilizar el mismo equipo y compararlo también con la camara de
conteo, la imprecision fue de 4.1% para eritrocitos y 2.8% para leucocitos empleando
una mezcla de particulas latex (material de control del equipo). Por su parte Fenili y

Pirovano?’ observaron una imprecision del 2.4 al 17.7% con muestras de orina, lo que
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demuestra que en este trabajo la imprecision es mas baja, aun utilizando materiales de
control elaborados para fines de control de calidad de métodos no automatizados.
Analizando por el numero de células que son contadas, se ha establecido en diferentes
estudios que hay una imprecision mayor en las cuentas bajas, siendo hasta del 33%
para eritrocitos y 24% para leucocitos, lo cual mejora si el conteo celular es mayor de
200 células/ L,>*** lo cual concuerda con lo encontrado en este trabajo. Es importante
destacar que en el conteo de eritrocitos se obtuvo un valor méas alto (8 a 10 eritrocitos),
por la cantidad de muestra en la que se realiza el conteo y también porque se omite la
centrifugacion, mientras que por microscopia pueden pasar inadvertidos por la gran
cantidad de leucocitos.

El sistema UF-100i muestra estas imprecisiones debido principalmente a la composicion
de los materiales control utilizado (color y tipo de particulas afiadidas para simular a las
células), los cuales interfirieron con el principio de fluorescencia del equipo (Fl) para
detectar y clasificar a los eritrocitos y leucocitos presentes, ya que estas particulas
emitieron fluorescencia. El sistema UF-100i para la identificacién de leucocitos, requiere
tefiir la membrana nuclear y celular, lo cual no es posible con los materiales utilizados,
por lo que se tiene una fiabilidad baja teniendo que aplicar el criterio de revision
microscopica de muestras, por no cumplir con las caracteristicas de tincion como en el
caso de una célula sanguinea.?*

Las comparaciones fueron realizadas contra el método estandarizado Kova, debido a
gue en el método manual hay muchos inconvenientes en el proceso que deben ser
controlados®. En este estudio se tuvo cuidado en evitar estas posibles fuentes de error,
sin embargo, aun persiste la imprecision atribuible al factor humano ya que la
interpretacion del sedimento requiere tiempo, pericia, entrenamiento y experiencia
adquirida a través del uso constante de los métodos.
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Il. Analisis de las muestras de Orina

Analisis de Concordancia

En la realizacién del andlisis de concordancia, y debido a que el sistema UF-100i realiza
las lecturas de sus examenes en numero de células por campo o por micro litro, se
prosiguié a aplicar el siguiente criterio basado en reportes previos que sefialan que: si
existe un conteo celular de 0 -5 células/campo, esto es el equivalente a 0 — 26 células
/UL en el equipo automatizado, considerandose como mejor valor de corte > 25
células/pL 233,

De acuerdo a lo anterior y a los resultados obtenidos por el UF-100i, se observo que
identifica una mayor proporcién de orinas con cuentas celulares < 26 células/uL, tanto
en orinas patolégicas como no patoldgicas, encontrandose con ello una no concordancia
con la tira reactiva. En este sentido, se ha reportado un desacuerdo entre el equipo
automatizado y la tira reactiva de 6.5% para eritrocitos y 4.8% para leucocitos, cada uno
con un 3% de falsos negativos, aproximadamente 2.

Al realizar el comparativo con el método estandarizado se encontré que existe un 2% de
falsos negativos en orinas no patolégicas y 14% para leucocitos y 8% para eritrocitos en
orinas patoldgicas, a pesar de esto, se observa una concordancia negativa del 92% y
95% respectivamente, algo similar a lo reportado por Koken y cols.*! que mencionaron
una especificidad del UF-100i con 92% para leucocitos en muestras de orina emitidas
por pacientes con una infeccion en vias urinarias.

Respecto a las muestras positivas, se encontrdé una mayor discrepancia en la proporcion
de los diferentes intervalos de cuentas celulares (leucocitos), aunque sin observarse una
diferencia estadisticamente significativa, teniendo un menor nimero de muestras con
cuentas altas. Esto es l6gico puesto que cuando se hacen las revisiones del sedimento
por microscopia, aun con el sistema estandarizado, un conteo mayor a 30 células se
dificulta sobre todo si también hay un conteo aumentado de eritrocitos u otros elementos
formes, por lo que la precision con las tiras reactivas es superior, aunque no hay que
olvidar que éste es sélo un método semicuantitativo y debe utilizarse Unicamente de
tamizaje, por ser este un método que lleva a cabo reacciones quimicas de acuerdo a los

componentes celulares no importando que hayan sufrido ruptura parcial o total; lo mismo

3
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se observo en el caso de los eritrocitos, pero solo en las muestras con una cuenta > 525
células/pL (equivalente a > 50 células/c). En este sentido, se reporta una sensibilidad
del 73% para leucocitos}, por lo que el valor encontrado en este estudio es superior
(90%). En eritrocitos no se encontré un resultado con el cual hacer un comparativo, pero
esto no impide explicar las discordancias, puesto que si se tienen muestras con
eritrocitos pequefios y distorsionados (dismorficos) provenientes de vias urinarias
superiores, su membrana no es ideal para tefiir pues no retiene los colorantes, causando
entonces una emision de luz débil que los distribuye en la zona baja de intensidad de
fluorescencia que se localiza muy proxima a las levaduras siendo entonces clasificadas
incorrectamente por el sistema UF-100i como levaduras, por interferencia con hematuria
visible. Para una muestra con las caracteristicas antes mencionadas, la casa comercial
recomienda no procesarla mediante este meétodo, ya que necesariamente requieren
revision microscopica. Recientemente se ha reportado que el UF-100i tiene una limitada
capacidad para discriminar hematurias de origen glomerular y no glomerular en muestras
de pacientes con enfermedad renal, por lo que se indica que tiene una sensibilidad
clinica en la deteccién de sangrado de origen glomerular®*3’.

En el conteo por microscopia existe variacion debido a que depende de la distribucion de
las células en la superficie de conteo, si los eritrocitos sufrieron pérdida considerable de
hemoglobina o si se tiene una densidad urinaria menor a 1.011, siendo éstos y otros
factores causantes de que los eritrocitos puedan pasar inadvertidos aun con un examen
quimico positivo?’. También hay que recordar que la lectura del sedimento urinario
depende del analista (entrenamiento, capacitacion y habilidad en el manejo del método).
El examen quimico es un auxiliar para disminuir o practicamente eliminar los resultados
falsos positivos 0 negativos, pero el tiempo transcurrido en que la orina se almacene en
la vejiga, el transcurrido después de emitida la muestra, asi como su pH son causas de
afectacion para el conteo de leucocitos y eritrocitos®, cambiando su distribucién a la
zona de baja intensidad de luz dispersa frontal y alta fluorescencia, generando por lo
tanto variacion en el conteo®.

En el comparativo de los métodos en escala ordinal, se aprecia una buena concordancia

entre el KOVA y el UF-100i, para el conteo de leucocitos (y = 0.975) y eritrocitos
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(y= 0.952), siendo ésta no debida al azar, mas alla del método y analista, punto esencial
para evaluar la confiabilidad del método, ademas de su precision.

Al respecto, Ben-Ezra y cols.” encontraron resultados semejantes utilizando la misma
prueba, por lo que sugieren que el uso del UF-100 es confiable para el conteo de este
tipo de células en el sedimento urinario.

De otros elementos formes analizados en muestras urinarias, Kouri et al.?? reportaron
una sensibilidad del 73% y una especificidad del 62% desde el punto de vista clinico,
utilizando también camara de conteo pero combinando células epiteliales de transicion y
células tubular renal, semejante a lo encontrado en este trabajo con una sensibilidad del
75% y especificidad del 90% y excelentes resultados de concordancia (y = 0.870),

aungue se tomaron Unicamente células epiteliales.

Analisis de Correlacion

El analisis de la correlacién entre los métodos es superior entre el método estandarizado
y el automatizado para leucocitos (r = 0.914), pero no asi en eritrocitos (r = 0.758).
Diversos estudios han reportado excelentes correlaciones en la cuenta de leucocitos con
diferentes métodos, todos superiores a r = 0.900, tanto para el método manual como el
Kova, con esto la correlacion obtenida resulta estar dentro de ellas. Para el conteo de
eritrocitos, estudios previos al realizado demostraron correlaciones superiores a la
encontrada, pero discordantes entre si 2"*2*4% aunque como ya se habia mencionado,
evaluaciones clinicas dirigidas a la diferenciacion de la hematuria reportan resultados no
muy alentadores®’ .

Puntos importantes en el proceso del uroanalisis a través de estas metodologias definen
gue tanto en el método manual como en el sistema Kova se realiza el proceso de
centrifugacion, aqui inevitablemente se genera una pérdida de los elementos celulares a
contar, esto aunado a la experiencia del analista en el manejo de los métodos. Por lo
tanto, la buena correlacion encontrada entre el método Kova y el manual es
probablemente debida al error provocado por la centrifugacion, y por ello, en la lectura
del sedimento urinario resultaron ser una constante ** 23,

Con relacién al examen quimico, los reportes de correlacion entre el resultado obtenido

de la tira reactiva y el equipo automatizado indican valores ligeramente superiores a los

5
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observados en este estudio (r = 0.785 y 0.636 para leucocitos y eritrocitos,
respectivamente)®®. Un factor causante de error es la lectura visual debido a la
capacidad del analista, el tiempo de reaccién y el cansancio®.

Con respecto a otros elementos formes contenidos en el sedimento urinario, como
células epiteliales, se encontraron sensibilidades del 75% y especificidad del 90%, esto
debido principalmente a la vitalidad de las células, sobre todo para poder cumplir el
principio de fluorescencia (FI) de reflejar la cantidad de tincion que absorbe la célula y la
luz dispersa frontal que refleja el tamafio de la particula, ya que la tincion aplicada es de
tipo supravital 1*%*2°*2_ Ademaés de no olvidar la variedad celular de epitelio existente ya
gue ningun método aplica la correcta identificacion de acuerdo al plano del cual son
descamadas, es decir si son células epiteliales superficiales, intermedias o parabasales,

2,6,13

segun corresponda , lo que también podria causar alguna variacién por los métodos

(manual y Kova, principalmente)y por la interpretacion de cada analista. En el UF-100i se

aplica un analisis poblacional del dispersograma®*=?

, ayudando asi a una mejor y
constante identificacion, de aqui que se tenga una mejor sensibilidad.

Aunque para cilindros se observan resultados aceptables, para los cilindros “patolégicos”
es siempre necesaria una revision microscopica, esto por la variedad que existe, con la
finalidad de una correcta clasificacién®; pero al definir su existencia en el equipo, la
bldsqueda por microscopia resulta mas eficaz, ahorrando con ello tiempo y por lo tanto el
poder analizar un mayor nimero de muestras. En cuestion a células redondas (células
renales), es necesaria su confirmacidn al microscopio, por las caracteristicas
morfologicas similares a algun otro elemento que pudiera estar presente en la muestra
de orina como alguna otra célula (eritrocitos) y/o con levaduras, debido al principio de
citometria, la forma y tamafio de las células puede provocar equivocaciones de

32,35

identificaciéon en el equipo UF-100i , por lo que el resultado de sensibilidad es menor

que para otros elementos formes.
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CONCLUSIONES

@ El sistema automatizado UF-100i es mas preciso para el conteo leucocitos que el
estandarizado Kova y el método manual, pero tiende a contar de 8 a 10 eritrocitos

mas que el Kova.

@ El sistema automatizado UF-100i mostr6 una mejor correlacion para leucocitos

con el método Kova, que con el método manual y la tira reactiva.

@ Para el conteo de eritrocitos, el sistema UF-100i mostré6 una baja correlacion

comparado con los otros métodos.

@ El UF-100i tiene una sensibilidad de 75% y una especificidad del 90% para

células epiteliales.
@ Paracilindros tiene una sensibilidad del 95% y una especificidad del 82%.

@ El sistema UF-100i es confiable y preciso para la medicién de elementos formes

en las muestras de orina, excepto para eritrocitos.
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RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

= Continuar con la evaluacion del sistema UF-100i para establecer o descartar las
interferencias, asi como para establecer los limites de alerta correspondientes a la

poblacion de estudio.

= Evaluar el funcionamiento del sistema UF-100i utilizando como muestra liquido

de didlisis.

= Aplicar el funcionamiento del equipo para el andlisis de otros liquidos corporales.
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ANEXO1

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
*ZARAGOZA*

LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS
ZARAGOZA

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA
PARTICIPAR EN LA INVESTIGACION

Comparacion de los métodos estandarizados (Kova y automatizado UF-100i) con el
método manual para el andlisis de sedimento urinario

Antecedentes y Objetivo

El examen general de orina o uroanalisis es un estudio que permite detectar o dar
seguimiento a trastornos renales o de vias urinarias, comprende el examen fisico,
quimico y microscopico. El examen microscopico debe proveer una correcta
identificacion y cuantificacion de los elementos formes (leucocitos, eritrocitos, cilindros y
células renales) de interés clinico. Sin embargo, es aqui donde se da la problematica en
el método manual convencional, principalmente por el proceso de obtencion del
sedimento: centrifugacion; volumen no medido de orina a centrifugar, sedimento
obtenido y observado, superficie de conteo. Todos estos factores contribuyen a realizar
una interpretacion subjetiva y como consecuencia una disminucion en la precision. El
procedimiento debe realizarse durante las primeras dos horas, principalmente por la lisis
de leucocitos y eritrocitos.

Al surgir la necesidad de optimizacion de recursos humanos o econOmicos, se presenta
la alternativa de utilizar un procedimiento automatizado, que elimina la serie de pasos
para la obtencion de sedimento y que son fuentes de error. Para saber la utilidad del
sistema automatizado es necesario evaluarlo utilizando controles y también muestras de
orina de pacientes con padecimientos renales, tratando de abarcar la extensa gama de
componentes de origen patoldgico.

Por tal motivo, en el presente estudio se compararan tres métodos de laboratorio para
andlisis de sedimento urinario y asi establecer cual es la técnica mas confiable para
llevar a cabo este andlisis.
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Procedimiento
Se seleccionaran pacientes con nefropatia del Hospital General 1° de Octubre del
ISSSTE. A todos los participantes voluntarios se les solicitara una muestra de chorro
medio de la primera orina de la mafiana y se les aplicard un cuestionario de datos
generales.
Condiciones para ingresar al estudio
»  Sujetos de 20 — 79 afios, no importando el sexo.
= Clinicamente diagnosticados con alguna nefropatia.
»= Firmar o poner su huella digital en esta carta de compromiso.
Riesgos
No existe ningun riesgo agregado para su salud, las recolecciones de orina las llevara a
cabo el mismo paciente en frascos de plastico nuevos proporcionados por los
investigadores. Las muestras seran desechadas de acuerdo a las normas nacionales.
Beneficios

Los resultados del analisis del examen general de orina seran de utilidad para el control
y vigilancia de su padecimiento.

Confidencialidad
Toda la informacion obtenida es ESTRICTAMENTE CONFIDENCIAL, por lo que s6lo se
le proporcionara al paciente y a su médico tratante.

Derecho a rehusar

La aceptacion a participar en este estudio es enteramente VOLUNTARIA. Por lo que si
decide no hacerlo no le afectara en su atenciéon médica ya que es independiente de ésta.

Preguntas




Estudio comparativo de métodos | Uroanalisis

Toda duda que tenga durante el tiempo que dura la investigacion la podra consultar con
la QFB. Verdonica Gomez Gavifio del Laboratorio de Analisis Clinicos Zaragoza, UNAM
en Av. Guelatao No. 66 Col. Ejército de Oriente, tel. 5623-0599, 5623-0766.

Si hay dudas en caso de los derechos del paciente, comunicarse con el Comité de Etica
del Hospital Regional 1° de Octubre, ISSSTE al tel. 5586-3027.

Los resultados seran dirigidos al Dr. Julio Kaji Kiyono quien los dara a conocer al
paciente.

CONSENTIMIENTO

Consiento en participar en el estudio. He recibido una copia de este impreso y he tenido
la oportunidad de leerlo o me lo han leido en presencia de un familiar responsable.

Nombre del participante Firma del participante
Direccion

Nombre de testigo Firma de testigo
Direccion

Nombre del investigador Firma del investigador

En caso de no saber leer y escribir, poner huella digital.

QFB. Carolina Jiménez Lépez
Investigadora principal

México, D.F. a de del
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FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
*2ARAGOZA*

LABORATORIO DE ANALISIS CLINICOS
ZARAGOZA

HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Comparacion de los métodos estandarizados (Kova y automatizado UF-100
método manual para el andlisis de sedimento urinario

Nombre:

i) con el

Edad: Sexo: F |:| M |:|

Diagnastico:

Tiempo de evolucion:

Tratamiento médico:
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ANEXO 2

RECOLECCION DE ORINA DEL CHORRO MEDIO
(HOMBRE) ‘
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ANEXO 3

RECOLECCION DE ORINA DEL CHORRO MEDIO
(MUJERES)
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