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Resumen

Introduccion: El estudio de Orina Completa es parte integral y ampliamente solicitado, del
examen rutinario en todo Laboratorio Clinico, que implica y requiere de tiempo y
considerable labor para su realizacion. La técnica manual no estandarizada, es un
procedimiento ligado a numerosos errores, sea por la manipulacion y lectura de la tira
reactiva y/o por el recuento de células por microscopia. La automatizacion del estudio de
orina ha logrado optimizar el tiempo, mejorar el rendimiento laboral, disminuir la subjetividad
de los resultados y mejorar la precision de la técnica, permitiendo asi, reducir el tiempo de
observacion al microscopio, el personal y los errores propios de las técnicas manuales.
Objetivos: Comparar la técnica automatizada del equipo IRICELL® (Iris Diagnostics,
Chatsworth, CA, USA) constituido por dos mddulos: iChem®-VELOCITY (quimica) e
iIQ®200-ELITE (microscopia) versus la técnica manual convencional. Materiales y Métodos:
Se analizaron 200 muestras obtenidas de pacientes ambulatorios, internados y de guardia
de nuestra institucion, procesandose en simultdneo por ambos métodos. Se evalud
concordancia entre datos semi-cuantitativos o cualitativos y correlacion de Spearman (rs)
entre datos numéricos. La cuantificacion de Glucosuria y Proteinuria se realizdé en un Hitachi
Modular-P (Roche). Se consideré aceptable un kappa >0,7 y un p <0,05. Resultados: Para
Células y Hematies se obtuvo un k >0.7; para pH, Nitritos, Sedimento patolégico y
Leucocitos un k >0.8 y un k >0.9 para Color, Turbidez y Hemoglobina (Hb); para densidad
r==0.832 p<0.0001; Proteinuria rs=0,778 p<0,001 y Glucosuria rs=0,857 p<0,0001.
Discusion: Existe una aceptable concordancia y correlacion entre ambos métodos en los
pardmetros estudiados. En el caso particular de la proteinuria se estima la necesidad de una
escala de informe con intervalos menores en iRICELL. Conclusion: La utilizacion de
iIRCELL en nuestra poblacion fue satisfactorio, logré mejorar la calidad del estudio y aporté
los beneficios de la automatizacion a este laboratorio.
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Introduccidén

El examen de orina se encuentra entre las mas antiguas pruebas de la medicina, reconociendo que
sus propiedades fisicas y quimicas constituyen importantes indicadores del estado de salud,
posicionandose como una prueba valiosa de la integridad anatémica y funcional de los rifiones que
es facilmente disponible para el médico clinico.! Hoy en dia, incluso con la explosién en el
conocimiento de la enfermedad renal y la sofisticacién de las técnicas para el estudio de estos
procesos, el examen de orina sigue siendo la piedra angular indispensable en la evaluacion del
rifion.” Actualmente es considerada una Técnica de Pesquisa apropiada para el hallazgo de
trastornos renales, de vias urinarias y de algunas alteraciones metabdlicas,** utilizada para la
deteccion, el diagnéstico y el seguimiento de dichos trastornos. *®

La técnica manual convencional es un procedimiento que requiere de tiempo y considerable labor
para su realizacion, la que incluye dos etapas para su desarrollo: primero el examen fisico-quimico,
gue consiste en la evaluacion visual de la muestra y la utilizacion de tiras reactivas para el estudio
qguimico de la misma, seguida de una etapa microscopica, la cual examina el sedimento urinario
para la identificacion y conteo de particulas formes, esta ultima, prioritariamente realizado cuando
la tira de ensayo es positiva.*”® De esta forma, un perfil completo del andlisis incorpora entre
nueve y diez determinaciones quimicas hechas con tira reactiva, la valoracion de la densidad



relativa por refractometria, la observacion de color y claridad, y el examen microscépico para la
deteccién y recuento de diferentes elementos formes, por lo que se requiere de no menos de veinte
diferentes pruebas para cada muestra de orina.*®!

Desafortunadamente ésta técnica manual no estandarizada, hoy todavia utilizada rutinariamente
por muchos laboratorios, esté ligada a una elevada tasa de error, ya sea por la manipulacion y
lectura de la tira reactiva y/o el recuento e identificacién de células por la microscopia.***"!

Con el fin de mejorar el desempefio de la técnica, el Grupo Europeo para el estudio de Orina (EGU)
en conjunto con la Confederacion Europea de Laboratorios Médicos (ECLM) publicaron directivas
para el conteo de las particulas en las muestras de orina centrifugadas y no centrifugadas,
plasmadas en las Guias Europeas para el Estudio de Orina del afio 2000.? Alli, el estudio ha sido
re-clasificado en cuatro niveles jerarquicos, ascendentes, basados en la precisibn de las
mediciones, tanto para quimica, andlisis de particulas y microbiologia. En el caso de la microscopia
los cuatro niveles establecidos son: Nivel 4. Método de Referencia para la microscopia de orina:
este debe proporcionar la correcta identificacion de particulas y sus cantidades exactas, para ello,
es esencial la Estandarizacion del método y prestar especial atencion a diferentes fuentes de error,
actualmente no existe un método en este nivel, Nivel 3: Recuento e ldentificacion de particulas -
Principios de los métodos de comparacién: aqui el recuento debe estar relacionado al volumen
original de muestra, en litro; se requiere de un recuento minutado y de la utilizacion de microscopia
de contrastes de faces o tincién supravital para la identificacion, Nivel 2: Métodos de rutina de
identificacion de las particulas de orina - Sedimento Urinario Estandarizado bajo un cubreobjeto y
Nivel 1: Métodos rapidos de microscopia - Sedimento Urinario no estandarizado bajo un
cubreobjeto: estos métodos poseen gran incertidumbre de los resultados y reduccion de la
sensibilidad en la deteccion de particulas esenciales, motivo por el cual, el EGU y la ECLM no
recomiendan su uso.?

En particular, el analisis microscopico es extremadamente lento, siendo el paso que consume
mayor tiempo en el andlisis de rutina y la etapa méas dependiente del error humano,*** mostrando
una pobre precisién debido a las variaciones en las técnicas de obtencidon del sedimento, la
cantidad de sedimento examinado, falta de estandarizacion del proceso de centrifugado, el método
y equipo empleado para su visualizacién y por supuesto a la interpretacién de los resultados por
parte de los diferentes observadores.'*! Por ello, entidades como el C.L.S.I. (Clinical and
Laboratory Standards Institute) recomiendan desde el afio 2000 utilizar un sistema estandarizado o
bien automatizado para el examen microscépico.*®!

Desde la década del 80, los instrumentos automatizados que pueden detectar células y particulas
se han incorporado al estudio de orina, este hecho ha permitido mejorar la exactitud, precision,
reproducibilidad y rendimiento del método.™” En la actualidad existen tres sistemas tecnolégicos
disponibles para las unidades de microscopia: Iris-iQ200 Sistema Automatizado de Analisis de
orina (Iris Diagnostics, Chatsworth, CA, EE.UU.) que utiliza un sistema de evaluacién por imagen
basada en el programa de reconocimiento automatico de particulas (APR™),!*®l Sysmex UF-1000i
(Sysmex Corporation, Kobe, Japon) el cual utiliza el principio de la citometria de flujo fluorescente
19y el sediMAX® Analizador de Orina Automatizado (77 Elektronika, Budapest, Hungary) que usa
un programa de analisis con software de procesamiento de Imagen Digital con identificacion de
células, sistema también utilizado por el nuevo Cobas® 6500 Urine Analyzer Series de Roche
(Roche Diagnostics International, Rotkreuz, Switzerland) 2

En este trabajo comparamos la técnica automatizada del sistema de andlisis de orina iRICELL®
(Iris Diagnostics, Chatsworth, CA, USA) en la etapa quimica y microscépica, con respecto a la
técnica manual convencional, con el fin de establecer su uso en nuestra poblacion y laboratorio.



Materiales y Métodos

Muestras estudiadas: Se analizaron 200 muestras de orina para el estudio de orina completa; 159
muestras (18 provenientes de orina completa) y 146 (11 provenientes de orina completa) se
emplearon para el estudio de proteinuria y glucosuria respectivamente. Las muestras fueron
remitidas de pacientes ambulatorios, internados y del servicio de guardia de nuestra institucion.
Recolectadas en recipientes estériles descartables, sin la utilizacién de conservantes, y obtenidas a
diferentes horas del dia, tomando como criterio de exclusién que las mismas cumplan con al menos
dos horas de retencion y que sean procesadas antes de cumplida la hora de recoleccion. Las
muestras seleccionadas tuvieron un pH y densidad comprendido en los rangos de 5 a 8 y de 1006
a 1037 g/L respectivamente. Las muestras incluidas fueron divididas en 2 grupos denominados
Técnica Manual y Técnica Automatizada. Cada muestra se colocé en 2 tubos de ensayo conicos,
uno para cada técnica, vertiendo un volumen de 10 ml para el primer grupo y de 6 ml para el
segundo. Se procesaron en sus dos etapas analiticas (analisis fisico-quimico y microscopico) en
simultdneo por ambos métodos, incluyendo como parametros a estudiar en la etapa fisico-quimica:
color, turbidez, pH, densidad, hemoglobina (Hb), nitritos, glucosuria, proteinuria; y células
epiteliales, hematies, leucocitos y cilindros patolégicos en la etapa microscépica. También se
estableci6 y considerd un criterio de normalidad de la muestra, para lo cual se evaluaron todos los
parametros en conjunto determinandose 2 grupos: sedimento Normal y sedimento Patologico, este
Gltimo constituido por toda muestra que presentara uno o mas de estos tres criterios: 1- tira reactiva
positiva para uno o0 mas de los siguientes pardmetros: Hb, nitritos, leucocitos y proteinas; 2-
recuento elevado de hematies (26 x campo de 40X) y/o leucocitos (26 x campo de 40X); 3-
presencia de cilindros patolégicos.

Técnicas, Materiales e Instrumentos empleados

Técnica Manual Convencional: se realiz6 de acuerdo a las instrucciones de trabajo proporcionadas
por el laboratorio. En el analisis fisico-quimico se utilizaron tiras reactivas marca SIEMENS
(Multistix 10 SG), las cuales se sumergieron y luego escurrieron en papel absorbente colocadas en
forma perpendicular al mismo. La lectura de la tira se realizd respetando los tiempos indicados por
el fabricante. Para el estudio microscoépico se utilizé6 un microscopio marca ZEIZZ (Primo Star). El
sedimento se obtuvo a partir de 10 ml de orina centrifugados a 2.000 rpm durante cinco minutos,
9,5 ml de sobrenadante se desecharon, luego se agit6 y resuspendié suavemente el precipitado y
se extrajo con pipeta Pasteur una gota que se colocé entre porta y cubre (de 18 x 18) para su
observacion. Para cada sedimento se examinaron 10 campos al azar, en alta resolucién (40X) y se
informé el promedio para las particulas formes de la muestras. Los cilindros se observaron en
campo de baja resolucién (10X), informando el nimero total de los mismos por preparado. Se fijo
una escala semi-cuantitativa de valores de referencia, con el fin de comparar los dos métodos
(Tabla-1). Para reducir la variabilidad entre observadores, todas las muestras (tira reactiva y
sedimento) fueron realizados por el mismo operario.



Tabla - 1 Valores de referencia para los elementos evaluados por microscopia.

Estructura Forme Positivo
Negativo  Escasos Algunos Frecuentes Reg. cantidad Abundantes
Células Epiteliales / CAR 0 la2 3ab 6al0 11a50 >abl
Globulos Blancos / CAR 0 la?2 3ab 6al0 11a50 >3a51
Glébulos Rojos / CAR 0 la2 3ab 6al0 11a50 >abl
Cilindros Patolégicos / CBR 0 n° de elementos observados por preparado

CAR: Campo de Alta Resolucién (40x)

CBR: Campo de Baja Resolucion (10x)

Técnica Automatizada: Se utiliz6 un aparato iIRICELL® (Iris Diagnostics, Chatsworth, CA, USA -
automatizacién total del examen de orina completa) constituido por un médulo de quimica
VELOCITY que brinda las caracteristicas fisicas y quimicas de la orina y un moédulo de microscopia
iQ 200-ELITE el cual utiliza muestras frescas no centrifugadas.

VELOCITY realiza las mediciones de los componentes quimicos por las siguientes metodologias:
por reflectancia a 3 longitudes de onda (LED nominales a 472 nm, 525 nm y 630 nm £ 2 nm) para
la lectura de las tiras reactivas; por indice de refraccion utilizando un refractometro Atago para
determinar la densidad o gravedad especifica; por sensor de color RGB que utiliza fotodetectores
para la determinacion del color y por dispersién de luz para la claridad o turbidez.

El sistema de la serie iQ200 utiliza técnicas autométicas para identificar, mezclar, muestrear y
analizar las muestras. Emplea un sistema de andlisis por imagen basada en el programa de
reconocimiento automético de particulas (APR™), una red neuronal altamente sofisticada que
permite clasificar la imagen utilizando funciones de tamafo, forma, contraste y textura, en 12
categorias primarias y 27 secundarias disponibles para identificar tipos de cilindros, cristales,
células no epiteliales, hematies dismérficos y otros. *8?22% | a muestra de orina es mezclada por
inyeccion de 1 cm® de aire, luego se aspira 1 cm® de dicha muestra que es proyectada en una celda
de flujo planar que orienta y limita hidrodinamicamente (enfoque hidrodinAmico) el paso de
particulas en el plano focal del objetivo del microscopio, el cual esta conectado a una camara de
video DAC (Dispositivo Acoplado por Carga) que permite capturar hasta quinientos cuadros
(imagenes) por muestra.* Los materiales empleados por ambos médulos fueron aportados por el
fabricante: IRIS-Tiras reactivas (REF 800-7212) e Iris Solucién de Limpieza (REF 475-0003). Iris
iQ-calibrador (REF 475-0059), iQ-Control Positivo (REF 475-0046), iQ-Control Negativo (REF 475-
0058), iQ-Focus (REF 475-0060), Iris diluyente (REF 475-0021) e iQ-Lamina (REF 475-0047).

Las determinaciones de Glucosuria y Proteinuria se cuantificaron para la Técnica manual, en un
autoanalizador Hitachi Modular-P (Roche) por método colorimétrico para la primera determinacion y
turbidimétrico para la segunda. En la Técnica Automatizada se utilizaron mediciones semi-
cuantitativas por tira reactivas para ambas determinaciones aportadas por iChem-VELOCITY, el
cual informa valores en la escalas de 0.5 g/L, 21.5 g/l y 25 g/l para glucosuriay 0.3 g/l, 21 g/l y =25
g/l para proteinuria.

Andlisis Estadisticos: Los métodos estadisticos empleados fueron “Kappa” (K) para evaluar
concordancia entre datos semi-cuantitativos y cualitativos: color, turbidez, pH, hemoglobina, nitritos,
células epiteliales, hematies y leucocitos, considerando un K > 0,7 como aceptable y un K > 0,8



como muy bueno y el coeficiente de correlacion de Spearman (rs) para evaluar correlacion de datos
numeéricos: densidad, glucosuria y proteinuria, considerando estadisticamente significativo un p <
0,05.

Resultados

Los resultados de comparacién de los pardmetros evaluados se muestran en la tabla-2 y Graficos |
y Il. Es de destacar que las variables semi-cuantitativas en la etapa quimica mostraron un nivel de
concordancia superior al 80% y las variables nhuméricas presentaron una correlacién aceptable o
muy buena. En el caso de la microscopia, se observé un nivel de concordancia superior al 70% en
Hematies, Leucocitos y Células epiteliales. No se observo la presencia de cilindros patolégicos en
las muestras estudiadas en ambos grupos (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados obtenidos de los pardmetros evaluados.

Determinacion Kappa (k) Spearman (rs)
Color 0,963
Aspecto 0,961
pH 0,820
Hemoglobina 0,911
Nitritos 0,849
Células 0,716
Leucocitos 0,834
Hematies 0,761
Sedimento Patol6gico 0,891
Densidad r=0.832 p<0.0001
Proteinuria r=0,778  p<0,001
Glucosuria r=0,857 p<0,0001




Grafico - | Valores obtenidos de Proteinurias (Modular vs iChem-VELOCITY)
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Las orinas con concentracion de 5 gr/l no necesariamente fueron evaluadas como orina completa
debido a que esas muestras fueron recibidas en el laboratorio para cuantificacién de proteinuria de
24 hs, lo cual explicaria el no hallazgo de cilindros patoldgicos en este estudio.

Gréfico - Il Valores obtenidos de Glucosurias (Modular vs iChem-VELOCITY)
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Discusioén

El analisis manual del estudio de orina completa esta viciado de problemas metodolégicos.
Numerosos factores afectan la precision del estudio, tanto en la etapa fisico-quimica como en la
microscopica, siempre considerando que el operador es uno de los factores involucrados. Desde
los afios 80, el estudio de orina completa evolucion6 hasta alcanzar, al igual que en muchas otras



areas del laboratorio, la automatizacién, proporcionando ésta una serie de ventajas que
acrecientan la eficiencia, la calidad y la capacidad productiva del estudio en pos de los pacientes,
de los profesionales y del propio laboratorio. En el caso puntual del estudio de orina completa, la
automatizacién ha logrado la eliminacion de posibles variaciones o fuentes de error como son el
volumen de orina y de sedimento a analizar, el tiempo y velocidad de centrifugado, la superficie e
instrumento de conteo, la interpretacion de lo observado por parte del personal y a la vez, ha
permitido la implementacion de un sistema de control de calidad. El uso cotidiano de este sistema
de trabajo ha brindado diversas mejoras en nuestro laboratorio, permitiéndonos estandarizar el
estudio de orina completa, logrando asi, minimizar el nUmero de errores inherentes a la técnica y al
operario, reducir en aproximadamente cuatro horas el periodo de trabajo, optimizando el tiempo
empleado y el personal involucrado, logrando en estos un menor desgaste fisico-intelectual,
también nos permitié unificar la interpretacion de los resultados y criterios de informe, acotar la
utilizacion de microscopia manual y aminorar los errores por transcripcion de los resultados, dado
gue los mismos son transferidos en forma directa al Sistema Informético del Laboratorio (S.1.L.)

Las limitaciones que encontramos en esta plataforma de trabajo son los errores de clasificacion de
los elementos formes, en particular la confusion de microcristales de oxalato de calcio por hematies
0 cuando se procesan muestras muy turbias, las cuales deben ser diluidas previamente. En nuestro
trabajo diario aproximadamente entre el 40% y 50% de las muestras analizadas requieren ser
revisadas y controladas visualmente desde las imagenes del instrumento; de estas muestras,
aproximadamente el 2% requieren de la visualizacion y confirmacién por microscopia manual, en
particular aquellas con sospecha de presencia de trichomonas o de hematies dismoérficos o
visualizacién de cilindros o cristales poco nitidos o poco definidos.

Observando los gréficos en este trabajo, se puede proyectar la idea de contar con una escala de
valores de informe con intervalos menores para iQ200-ELITE, dado que se observa que para un
punto o medicion, por ejemplo de glucosuria, iQ-200 informa como valor = 1,5 g/L, pudiendo su
medida real (obtenida por método cuantitativo) oscilar entre 1,5y 5 g/L de glucosa en orina, evento
gue sucede de igual forma con la medicion de la proteinuria; no obstante, y en contra posicion,
debemos recordar que las medidas efectuadas por iQ-200 son semi-cuantitativas realizadas con
tira reactiva, por lo que cabe aclarar que la idea de una escala con intervalos menores para iQ200-
ELITE, es mas un deseo que una necesidad con fines diagnésticos, ya que una reaccion positiva
detectada por iQ200-ELITE (y al igual que con cualquier tira reactiva) es tomada como una medida
de pesquisa, por lo que debe posteriormente ser confirmada por una técnica cuantitativa, teniendo
como regla general que toda proteinuria informada por iQ200-ELITE con valor 2 1 g/l 0 2 5 g/l debe
ser cuantificada e informada en su valor real.

Conclusiones

En este estudio, al igual que lo reportado por otros autores, observamos que existe una buena o
muy buena concordancia y una significativa correlacién entre ambos métodos en los parametros
estudiados. 71423

A partir de los resultados obtenidos, concluimos que ambos analizadores, de quimica y microscopia
urinaria, tuvieron en la poblacion estudiada un uso muy satisfactorio, siendo fiables en los
parametros evaluados y logrando mejorar la calidad del estudio.

En el trabajo diario esta plataforma automatizada muestra un uso adecuado para el cribado inicial
del estudio de orina completa, minimizando la utilizacion del microscopio 6ptico y excluyendo las
mediciones visuales de las tiras reactivas a través de los cuatro sistemas empleados (reflectancia,
refraccion, fotodetectores y dispersion de la luz) por este autoanalizador.

En base a la experiencia adquirida, podemos aseverar que hemos logrado mejorar el rendimiento
laboral, la redistribucion del personal, el tiempo de respuesta y la calidad del estudio.
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