Analisis de orina: estandarizacion y control de calidad
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8< LEl presente trabajo tuvo como
objetivo aplicar una estandarizacion de
rutina del proceso propuesto por la National
Committee of Clinical Laboratory Standards
y comprobar que dicha estandarizacién
aumentaba significativamente los parame-
tros de calidad del proceso. Para ello el
Laboratorio Central del Hospital General de

Agudos Dr. Cosme Argerich realizd un
estudio comparativo entre observadores a
modo de control de calidad. Esto permitio
proponer un esquema metddico, siste-
maticoy econémico del control de calidad de
los anélisis de orina completo, obeteniendo
una mejora costo-beneficio, tanto para el
paciente como para el médico solicitante.
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Resumen

El examen de orina completa data
de los tiempos de Hipocrates. En la
actualidad se basa en la utilizacion de tiras
reactivas y la visualizacion al microscopio,
careciendo de una estandarizaciéon actua-
lizada y control de calidad. En el presente
trabajo se realizé6 un estudio comparativo
entre observadores, estandarizando el
proceso y elaborando una solucién control
junto con una coleccion fotografica del
sedimento para ensefianza, entrenamientoy
control interno. Se evaluaron 200 muestras
de orinas de pacientes al azar. Los
parametros fisicoquimicos se determinaron
en un equipo Urisys 2400 (Roche). El analisis
microscopico fue realizado por dos
operadores experimentados. Se prepard una
solucién control positiva de los pardmetros
usuales de tiras reactivas. Los resultados
fueron analizados mediante el test Kappa,
p<0,05. La correlacién entre observadores,
utilizando el procedimiento propuesto, fue
siempre mayor que con el proceso de rutina.
La solucién control fue estable durante los 4
meses que durd la experiencia, dando
positivas las determinaciones de glucosa,
proteinas, hemoglobina, cetonuria y
leucocitos, manteniéndose el valor de pH y
de densidad. Se concluye que con la
estandarizacion se logré aumentar el grado
de correlacién entre observadores, por lo
tanto se propone el uso de esta metodologia
para uniformar criterios; ademds, la
preparacion de la sustancia control y de una
coleccién fotografica permitié controlar el
procedimiento de una forma mdas econémica
sin dejar de lado la confiabilidad.

Palabras clave: control de calidad * analisis
de orina completa * tiras reactivas *
estandarizacion

Introduccién

El andlisis de orina es el mas
antiguo de los exdmenes de laboratorio ya
que su existencia data de la época de los
egipcios. Consiste en un conjunto de
pruebas fisicoquimicas que se deben realizar
en una muestra de orina segun los requisitos
prestablecidos por el National Committee of
Clinical Laboratory Standards en el aflo 1995
y que han sido recomendadas por el Comité
Nacional para la estandarizacion de
Laboratorios Clinicos, siendo una valiosa
estrategia para la mejora continua y la
confiabilidad de los procedimientos
analiticos.

La importancia de la correcta
realizacion del analisis de orina a través de
tiras reactivas y su visualizacion micros-
copica, radica en su significancia diagnéstica
en diversas patologias tanto renales como
prerenales.

Al realizar un buen examen de
orina quedan al descubierto afecciones
renales y del tracto urinario hepatopatias
enfermedades hemoliticas y trastornos del
metabolismo de los hidratos de carbono. Si
bien es un examen de rutina de gran utilidad
es una tecnologia con poco prestigio y
relegada, que aun carece de una meto-
dologia de control de calidad apropiada y
cuya estandarizacion ha sido un problema
sin resolver hasta el dia de hoy a nivel
nacional ya que no se aplican en forma
generalizada los criterios internacionales
establecidos (1) pero que con cuidado y
atencién puede llegar a ser el examen mas
valioso si se ejecuta con habilidad vy
experiencia.

Un trabajo analitico debe propor-
cionar resultados con un alto nivel de
exactitud y precision ser reproducible tener
como objetivo fundamental la obtencién de
resultados clinicamente utiles. Para ello el
bioquimico debe tener en cuenta las tres
etapasfundamentales de cualquier andlisis:

- Fase preanalitica: permite obtener muestra
aptay confiable.

- Fase analitica: proporciona una medicién
confiable.

-Fase postanalitica: aporta un informe
confiable.

El presente trabajo tuvo como
objetivos aplicar diariamente la estanda-

rizacion del proceso propuesta por el Natio-
nal Committee of Clinical Laboratory Stan-
dards (NCCLS) en 1995 y comprobar que
dicha estandarizacién aumentaba signifi-
cativamente los parametros de calidad del
proceso, realizar un estudio comparativo
entre observadores a modo de control de
calidad y elaborar una solucion control de
tiras reactivas y una coleccién fotografica del
sedimento para la enseflanza entrena
miento y posterior control interno. El
cumplimiento de estos objetivos llevaria a
proponer un esquema para realizer, en
forma metddica, sistematica y econdmica,
el control de calidad para realizar el analisis
de orina completa. A su vez, disminuiria el
nimero de repeticiones, representando
una mejora costo-beneficio, tanto para el
paciente como para el médico solicitante.

Materiales y Métodos

Se evaluaron 200 muestras de
pacientes elegidos al azar, primera orina de
la mafnana, recogidas en recipientes
adecuados y procesadas antes de las dos
horas de terminada la recoleccién o en su
defecto refrigeradas hasta ser procesadas,
ya que después de 2 horas la muestra se
deteriora pudiéndose perder elementos
formes en orinas alcalinas y de baja
densidad. Se descartaron las orinas turbias
y/o hematicas. Los parametros fisico-
quimicos se determinaron en un equipo
Urisys 2400-(Hitachi-ScienceSystems Ltd.
IbaraKi-Japon). El anélisis microscépico del
sedimento fue realizado por dos operadores
experimentados.

El procedimiento propuesto para
elanélisis fue:

10 mL de primera orina de la mafiana
tubo cénico

centrifugar a 2.000 rpm/5 minutos
descartar 9 mL,

resuspender el pellet

tomar 15 pL

v

colocar en un portaobjetos

\

cubrir con un cubreobjetos (18 x 18 mm?)

Se observé al microscopio utili-



zando aumento 100Xy 400X.

Solucién Control Positivo de tiras
reactivas: para evaluar los parametros clasi-
cos de la prueba de orina completa se con-
fecciond una solucion madre conteniendo:
urea (10,0 g), glucosa (1,0 g), cloruro de
sodio (5,0 g), sangre con hematocrito entre
40-45% (0,1 mL), suero control (5,4 mL),
sometidos ambos a screening seroldgico,
acetona (4,0 mL) y formol (4,0 mL), agua
destilada csp para llevar la solucién final a
1,000 mL.

Solucién Control Negativo de tiras
reactivas: se utiliz agua destilada.

Los operadores (dos en total)
realizaron el anadlisis primero de manera
personal y luego de manera estandarizada
sobre la misma muestra y al mismo tiempo.
El analisis estadistico se realizd mediante el
test Kappa considerando significativa
p<0,05

Resultados

SOLUCION CONTROL POSITIVA DE TIRAS

REACTIVAS

Las tiras reactivas que se emplean
para el andlisis fisico quimico de orina suelen
deteriorarse o contaminarse con el tiempo si
no estdn debidamente almacenadas o
manipuladas. Se evaluaron los parametros
clasicos de la prueba de orina completa
como: glucosuria, proteinuria, hemoglobina
enorina, cetonuria (se considero la categoria
vestigios como 0,5, una cruz como 1, dos
cruces como 2 y asi sucesivamente) seguin se
muestra en la Figura 1. Los valores de pH
(x=5,0) y de densidad (x =1,009+0,001) se
mantuvieron estables durante toda la
experiencia (6 meses) (Fig. 1).

El descenso de la cetona podria
deberse ala evaporacién de la misma tras un
periodo de tiempo por la apertura del
recipiente. Se debe alicuotar y refrigerar la
solucion control utilizando una alicuota cada
vez que se inicia el proceso. El ascenso de
glucosa en un punto se considera un hecho
causado por un error aleatorio debido al
mantenimiento semestral que requiere el
equipo Urisys 2400 (Fig. 2).

El ensayo del control se realizé
cada mafiana antes de comenzar el trabajo
diario, y tras cada cambio de lote de tiras
reactivas. Si no se cuenta con un equipo
automatizado/semiautomatizado de lector
de tiras, el ensayo de control deberia
realizarse tras cada cambio de técnico.

.

Figura 1. Estabilidad de los pardmetros fisico
quimicos de la solucién control durante la
experiencia.
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PROCESO

El examen microscopico de sedi-
mento urinario se practica fundamen-
talmente para detectar la presencia de
elementos formes y particulas
microscépicas: glébulos blancos, glébulos
rojos, cilindros, cristales, bacterias, células
epiteliales del tracto urinario y hasta células
tumorales (2). El examen microscépico es
una valiosa herramienta diagnodstica para la
deteccion y evaluacion de los trastornos
renales y del tracto urinario. Es de especial
interés la identificacion y cuantificacion de
leucocitos, eritrocitos y cilindros para
diferenciar enfermedades del parénquima
renal.

El valor de este andlisis depende
del método estandarizado y la experiencia
del operador que lo efectte (3).

A) LEUCOCITOS

Se establecieron las categorias
descriptas en la Tabla | para uniformar
criterios entre observadores. Si bien el
criterio es arbitrario, se considera como
“sedimento normal” las categorias de muy
escasos (ME) y escasos (E). Y como
sedimento de “orinas patoldgicas” a las
categorias regulares (R), abundantes (A) y/o
muy abundantes (MA) leucocitos por
campo, por lo que re sulta critica la
distincion de las dos primeras categorias.

.

Tabla I. Categorias adoptadas en el informe
del andlisis de orina para leucocitos

leuropfosporcampe | Calegia | Informe
[ £a3 | mwexaw | ME |
4a? s | &
dall | *Bgufar | R
[ 12215 | dwnsnte | A
maynr a 15 muy sbundante | MA

ME: muy escaso, E: escaso; R: regular, A:abundante, MA:
muy abundante.

Los analistas bioquimicos
informan la cantidad de leucocitos como una
cantidad aproximada de leucocitos por
campo por ejemplo0a2-1a 8al0etc.
Para establecer una correlacién en forma
grafica se calculd el promedio de cada valor
informado para hacer un gréfico de
correlacién y tener una impresion visual de
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la dispersion de los resultados, calculando
también, el coeficiente de correlacién de
Pearson que se aplica a variables
independientes entre si obteniéndose un r2
de 0,71 (Fig. 3) para el proceso sin
estandarizar y un r2 de 0,5 para el proceso
estandarizado (Fig. 4).

Los resultados de los analistas fue-
ron agrupados por categorias. Se evalud la
correlacién mediante el Test Kappa eviden-
ciando una notable mejoria en la concor-
dancia entre observadores utilizando el
procedimiento propuesto como se visualiza
en lasTablasIlyIll. Eneste caso la concor-
dancia obtenida fue muy buena. El método
estandarizado mejorala concordancia entre
operadores para el recuento de leucocitos.

S

Figura 2. Estabilidad de los analitos de la
solucién control durante laexperiencia.
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Figura 3. Leucocitos: variacidén entre
operadores. metodologia sin estandarizar.
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Figura 4. Leucocitos: variacion entre opera-
dores. Metodologia estandarizada.
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Tabla Il. Analisis por test kappa para el
procedimiento sobre leucocitos sin estan-
darizar.

Ranca ) TpaE
Voruas 0,005967
sl estindar 00602

o434 |
|k da confianza pare | T T

» _"_; .|l.1n.|:l.|:|'_-:- menar que DGFD ]
[ C [ Cancordancia_
{ <020 | _Poben
|__oanm | e
l 0.41-0,60 | Widerada
| 0.61-0.80 | Buwrs
081-1,00 | Muy Busra
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Tabla IIl. Anadlisis por test kappa para el
procedimiento sobre leucocitos estan-
darizado

— T —
| Mnroymam 0, DOFAT |
Diaxatn sutindy 0157 |
Irftarvain i mayor que D, 734
| comfianss par
i & ta=0.05 i im0
InEe et ibn
L Concordancis
<0, 20 Pobea
02 1-0,90 D]
410,60 WModorada
610,80 Eluena
oar-1,00 Moy buame
B) HEMATIES

Andlisis de correlacion entre
observadores, estandarizacién del proceso

Las categorias para uniformar
criterios entre observadores se resumen en
laTabla IV.

Se tomo6 como punto de corte
arbitrario la deteccion/no deteccion de
hematies. Los resultados para un proceso
similar aldesarrollado para los leucocitos se
observa en la Tabla V, proceso sin
estandarizar, Tabla VI proceso estan-
darizado. En este caso la concordancia
obtenida fue buena.

C) CELULAS

Andlisis de correlacion entre
observadores, estandarizacion del proceso



En el caso de las células, al ser un
pardmetro subjetivo su valor no fue
significativo tras la estandarizacion.

Se elabord una coleccion foto-
grafica con mas de 200 imagenes con el
objeto de ser utilizadas en la ensefianza y el
entrenamiento de alumnos, nuevo personal
y el control periddico del personal de la
seccidn. Las figuras 5 - 12 son un ejemplo de
la coleccion obtenida de las fotografias en el
desarrollo del presente trabajo.

@

Tabla IV. Categorias adoptadas en el informe
delanalisis de orina para hematies.

procedimiento sobre hematies sin estan-

Concondancia

| a 20 Pubre
021040 Dt

[ 047160 Moderata

[ e [-0an Buana

I 0A1-1.00 My Busna

darizar.
Kappa D485
Varidares 10,0036
Desvio esldndar O,0624
Intursie da mayor pun 0,364
onfeania (e h;
alfa=0,05 e gue 0,500
Interpretacion
i | Conpondanria
Pokben
Dbl
Modiradr
Buena

Tabla VI. Andlisis por test kappa para el

®

Figura 5. Cilindro mixto - Corpusculo de grasa
- Células del epiteliorenal. 400X LMG
—
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Tabla V. Andlisis por test kappa para el

Inova
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Diagnostics

Cmipany

Enfermedades Autoinmunes

Quimioluminiscencia

=] [m

Av. Ing, Huergo

P.B, " Cio7APBE - Buenos Aires  Argentina

Tel./Fax: +5411 4300-9090

info@biodiagnostico.com.ar www.blodiagnostico.com.ar




26
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Figura 7. Hematies conservados /hematies
crenados. 400X LMG

Figura 8. Levaduras vs. Hematies. Hematie
tefiido con eosina. Levadura, no se tifie con
eosina.400X LMG

Figura 9. Levaduras — Leucocitos- Cilindros
granulosos. 400X LMG

S

Figura 10. Células detransicién.400X LMG

Figura 11. Piocitos — Leucocitos — Cilindros
granulosos. 400X LMG
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Figura 12. Cilindro céreo — Células del
epiteliorenal. 400X LMG
Discusién

Discusion

La metodologia utilizada para el
andlisis de rutina del sedimento urinario
depende directamente de las habilidades
del operador, careciendo, en general, de un
método estandarizado intra e inter
laboratorios para talfin.

Un procedimiento que se acerca a
la estandarizacion es el sistema Kova (4). La
desventaja con que cuenta, en un pais con
grandes dificultades econdmicas en el sector
salud como la Argentina, es su elevado
costoque hace prohibitivo su uso.

Existen trabajos donde se intenta
evaluar el control de calidad interno en un
sistema automatizado, el sistema Kovay el
método manual (5)(6). Otros evaltan a los
profesionales responsables de este analisis,
el uso de procedimientos estandarizados y
la competencia técnica dentro de un
determinado rango de accién (3).

En el presente trabajo se diagramé
un método de control de calidad partiendo
de las herramientas en uso en el labora-
torio, personal disponible para talfin yque
sirva a la vez como método de ensefianza ya
que en este laboratorio se reciben alumnos
de las distintas tecnicaturas en Anlisis
Clinicos y residentes bioquimicos de la
ciudad, asi como también nuevo personal.
Teniendo como base las metodologias
reportadas en la literatura sobre el tema
(7)(8), fueron adaptadas y modificadas de
acuerdo con nuestras necesidades segun se
describe en materiales y métodos. Los
resultados obtenidos hasta el presente
indican que se logroé redactar un protocolo
de asegu-ramiento de la calidad adecuado
sobre las técnicas empleadas y el personal
idéneo. El protocolo empleado tiene como

fortalezas que es econdmico y facil de
implementar.

Conclusiones

De lo expuesto en el presente tra-
bajo se puede concluir que se han cumplido
los objetivos propuestos: la aplicacion diaria
de la estandarizacion del proceso segun la
NCCLS permiti6 aumentar el grado de
correlacién entre observadores, por lo tanto
se propone el uso de esta metodologia para
unificar criterios. La elaboraciéon de una
sustancia control permite controlar el
analisis de orina de una forma mds
econdmica sin dejar de lado la confiabilidad.
Una coleccién fotografica del sedimento
facilita la capacitacién y ensefianza del
nuevo personalyelalumnado.

Lo ideal seria poder implementar
este procedimiento en un niimero conside-
rable de laboratorios teniendo como base
iguales criterios de rechazo de muestras no
adecuadas y una estandarizacion de los
tiempos de procesamiento de las mismas
siendo éste el menor posible.
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