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DESARROLLO
Las pruebas que se realizan en este departamento son:
e Uroandlisis.
e Pruebas funcionales renales.
En el departamento se realizan analisis de urgencia hasta las 3 p.m.

El primer paso del trabajo en la seccién es la organizacion de las muestras, el
registro de ellas en las hojas de trabajo y luego la realizacion del trabajo de la
observacion del sedimento por el microscopio. En el caso de los analisis minutados
y de los de 24 horas como primer paso se homogeniza las muestras y se les toma
el volumen para luego realizarle los andlisis quimicos como de las diluciones de las
muestras para que sean mandadas a realizase en los equipos automatizados del
laboratorio.

Los resultados son reportados a la base de datos del Laboratorio en el dia.

La seccion apoya fundamentalmente los servicios de Nefrologia, Reumatologia,
Medicina Interna, Cardiologia, Endocrinologia, Gastroenterologia y Hematologia.
Ademas, presta apoyo a otros hospitales, incluyendo Pediatricos.

Instrucciones para larecogida de muestras por los pacientes
e Para recoger orina de 2 horas

< Orinar a las 6 AM en el bafio y desechar esa orina; recoger la orina de
las 2 horas siguientes en una vasija ancha y verterlo con cuidado en el
frasco. Traerlo al laboratorio antes de las 10 AM.

e Para recoger orina de 8 horas



<> Orinar a las 10 PM en el bafio y desechar esa orina; recoger toda la orina
de las 8 horas siguientes (hasta las 6 AM inclusive) en una vasija ancha
y verterlo con cuidado en el frasco.

e Para recoger orina de 24 horas

< Orinar en el bafio a las 6 AM; recoger todas las micciones posteriores de
ese dia en una vasija ancha y luego verterla con cuidado en los frascos,
recoger también las orinas de la madrugada y la de las 6 AM del
siguiente dia inclusive. Mantener en el refrigerador.

e Puesto de trabajo: cituria

< Se organizan de forma consecutiva las muestras de cituria por orden de
llegada, cada una con su identificacion.

< Las ordenes organizadas en el mismo orden que las muestras se pasaran
a las listas de trabajo que llevaran los siguientes datos: nombre, nimero,
y los resultados de leucocitos, hematies, cilindros y albumina asi como
las observaciones de cada caso.

e Puesto de trabajo: Conteo de Addis

<~ Se organizan de forma consecutiva las muestras por orden de llegada
cada uno con su identificacion.

<> Se mide el volumen de cada muestra y se centrifuga 10 mL de orina en
tubos plasticos graduados.

< Las Ordenes organizadas se pasaran a las listas de trabajo que llevaran
los siguientes datos: nombre, numero, volumen, tiempo y los resultados
de leucocitos, hematies, cilindros y albumina asi como las observaciones
de cada caso.

e Puesto de trabajo: Nefrologia

< Las orinas de 24 horas se mezclan, se miden y se le separa una alicuota
en un tubo de ensayo rotulado.

< Las muestras se separan de acuerdo a la determinacion que se le va a
realizar.

Procedimientos normalizados de operacion
Para estudio cuantitativo del sedimento urinario: cituria
Fundamento del método

e La cuantificacion de los elementos que componen el sedimento urinario
(eritrocitos, leucocitos y cilindros) combinado con la determinacion de
proteinas en orina nos permite una valoracion completa del funcionamiento
renal.

Reactivos quimicos y bioquimicos



Acido sulfosalicilico 0.786 mol/L (20 %)

Se pesan 20 gramos de &cido sulfosalicilico y se disuelven en 100 mL de
agua. Esta solucion es estable a temperatura ambiente y envasada en
frascos de color &mbar que garantice un correcto cierre.

Aparatos, utensilios y medios de medicion

Tubos para ensayo de 13 x 100 o 15 x 125 mL
Gradillas para los tubos de ensayos

Pipeta graduada de 5 mL; vD 0,1 mL
Microscopio con lente objetivo 40 y poca luz
Camara de Neubauer

Pipeta Pasteur

Cubreobjetos

Muestra

La muestra debe estar constituida por el chorro intermedio de la orina
emitida inmediatamente después de levantarse. En los analisis de urgencias
puede utilizarse la orina de emitida en cualquier momento del dia o de la
noche.

Procedimiento

Consta de dos partes: una para la determinacion de proteina o albumina y
otra para el examen microscopico del sedimento urinario.

< Proteinuria (albuminuria): se determina cualitativamente el contenido
de proteina en la muestra afadiendo en un tubo de ensayo a 3 mL de
orina 3 gotas de acido sulfosalicilico al 20 %.

Se informa de acuerdo a la turbiedad que aparezca como:

» No contiene: Si se mantiene transparente.

» Ligeras trazas: Si aparece una ligera opalescencia.

» Trazas: Si la turbiedad es mayor.

» Contiene: Cuando forma precipitado blanco (proteinuria >1 g/L)

< Examen microscopico del sedimento urinario. el examen
microscopico del sedimento urinario se realiza en una cémara de
Neubauer, la cual tiene 9 cuadrados de 1 mm de lado y 0,1 mm de
altura.

La muestra se mezcla por rotacion o se invierte suavemente para
resuspender os elementos sedimentados y con una pipeta Pasteur se
carta la camara de Neubauer (Se cubre la camara con un cubreobjeto y
la orina debe cubrir la zona cuadriculada de forma homogénea o sea el



volumen completo de la camara), para que los elementos se sedimentes
se coloca en la platina del microscopico y se cuentan con el lente
objetivo 40 y poca luz los eritrocitos y leucocitos en 4 de los 16
cuadrados de los que esta dividido cada mm2 de las esquinas de la
camara (los 4 cuadrados superiores) o sea en un area total de 1 mmz2,
Los cilindros se cuentan en el &rea total ocupada por los 4 mm=2 de las
esquinas.

Método para los calculos

< La cantidad de leucocitos y eritrocitos comprendidos en un mL de orina
se calcula de a siguiente manera:

N = Ne. (1 mL/ Vc) x dil.
Donde:
Ne: Es la cantidad de eritrocitos y leucocitos contados en la cAmara
Vc:  Es el volumen de la cAmara en que se contaron las células.
Ve =1 mm? x 0.1 mm = 0.1 mm® = 0.0001 cm® = 0.0001 mL
dil=1
Entonces:
N =Ne x1 mL/0.0001 mLx1 = Ne x 10 000
N= Ne x 10 000

< La cantidad de cilindros por mL de orina se calcula de la siguiente
manera:

C=Ce (1 mL/Vc)xdil.
Donde:
Ce: Es la cantidad de cilindros contados en a camara

Vc: Es el volumen de la camara en que se contaron los cilindros
Ve: 4 mm?x 0.1 mm = 0.4 mm® = 0.0004 cm® = 0.0004 mL
dil: Es 1 la muestra no se diluye

Entonces:

C=Ce x1mL/0.0004 mL x 1 =Ce x 2500
C= Cex2500
Se informa los resultados de la siguiente manera:

Albimina; ------------- No contiene
[ —— ] x 10 000 leucocitos/mL
[ — 1 x 10 000 eritrocitos/mL

[ ——— 1x 2500 cilindros/mL



Control de la calidad

<> Se hacen duplicados algunas muestras al azar. El resultado debe ser
similar al de la muestra original.

-Albdmina........... No contiene

-Leucocitos/mL... 0 a 10 000
Intervalo de referencia | _Eritrocitos/mL.... 0 a 10 000

-Cilindros/mL...... 0

Conteo minutado de Addis
Fundamento del método

e Esta prueba se basa en la cuantificacion minutada, tanto de los elementos
que componen el sedimento urinario (eritrocitos, leucocitos y cilindros).
Como de las proteinas excretadas y se valora en orinas recogidas en 2
horas o en 8 horas; el incremento de estos valores varia de acuerdo al tipo
y la extension de la lesidn renal correspondiente.

Reactivos quimicos y bioquimicos
e Para la proteinuria cualitativa
<> Acido sulfosalicilico 0.786 mol/L (20 %): descrito en la cituria.
e Para la cuantificacion de las proteinas urinarias
< Reactivo de azul de Comassie (reactivo colorante de proteinas)

<~ En un matraz aforado de 1 000 mL disolver 40 mg de azul de Comassie
Serva G en 40 mL de metanol; afiadirle 100 mL de &cido fosférico 85 %
y aproximadamente 800 mL de agua destilada; afiadir 30 mg de dodecil
sulfato de sodio y enrasar. Guardar en frasco de polietileno protegido de
la luz y a temperatura ambiente. Rotular reactivo de proteina

< Patron de proteinas (solucién de proteinas)

4+ En un matraz de 100 mL disolver 1 mL de boseral de 300 g/L con
solucién salina hasta el enrase.

+ Se obtiene una solucion de 3 g/L. Alicuotar y congelar (solucion
matriz)

+ Solucion de referencia: disolver 50 uL con 250 pL de solucién salina.
Concentracion de 0.5 g/L.

Aparatos, utensilios y medios de medicion
e Tubos plasticos de 10 mL graduados de centrifuga
e Tubo para ensayo de 13 x 100 6 15 x 125 mm

e Gradilla para los tubos de ensayos



Pipetas graduadas de 10 mL; vd 0.1:

Pipeta automatica de 50uL

Camara de Neubauer

Cubre objeto

Pipeta de Pasteur

Microscopio con lente de objetivo 40 X y poca luz

Foto colorimetro o espectrofotbmetro para leer a una longitud de onda
entre 560 y 620 nm (preferiblemente de 580 nm)

Cubeta de 1 mL de volumen y 1 cm de paso de luz.

Muestra

Addis de 2 horas

La muestra debe estar constituida por la orina de las dos primeras horas del
dia preferentemente de reposo.

Método de recoleccion: Descrito mas arriba.
Addis de 8 horas

La muestra debe estar constituida por la orina de las 8 ultimas horas del
reposo nocturno.

Método de recoleccion: Descrito mas arriba.

Procedimiento

Medir diuresis y anotar el volumen.
Homogenizar la orina.

Verter en un tubo de centrifuga graduado 10 mL de la muestra, centrifugar
durante 5 minutos a 2 000 rpm.

Decantar a un tubo de ensayo previamente rotulado 9 mL del sobrenadante.
Resuspender el sedimento en el mL restante.

Examen microscopico del sedimento urinario:

< Se realiza en una camara de Neubawer.

< Se agita el contenido del tubo para que sea homogéneo el sedimento
resuspendido.

< La céamara, cubierta con un cubreobjetos que debe cubrir la zona
cuadriculada, se carga con una pipeta Pasteur de forma homogénea, o
sea, el volumen completo de la camara.

< Se deja en repos 3 minutos, para que los elementos se sedimenten.



< Se coloca en la platina del microscopio y se cuentan con el lente objetivo
40 vy poca luz, los eritrocitos y leucocitos en 4 de los 16 cuadrantes de
los que esta dividido cada mm? de las esquinas de la camara (los 4
cuadrados superiores de cada mm? de las esquinas o sea en un area
total de 1 mm ?)

< Los cilindros se cuentan en el area total ocupada por los 4 mm? de las
esquinas.

<~ Determinacioén de las proteinas urinarias:

» Se realiza en la forma descrita para cituria. Si la turbiedad es de
trazas 0 mayor, se dosifican las proteinas por el método de azul de
Comassie:

» En un tubo de ensayo se vierten:

|Blanco | Control |Muestra

Solucién de referencia 50 mpuL
Orina 50 mpuL
Reactivo de proteinas 1mL 1mL 1mL

Mezclar y espear 5 minutos. Leer contra blanco reactivo a 580
nm, con cubeta de 1 mL de volumen y 1 cm de paso de luz

» Grafico de calibracion

+ Se prepara distintas diluciones de la solucidon matriz para obtener
0.2; 0.5, 0.7 y g/L. Este método es lineal solo hasta 1 g/L, que
generalmente nos corresponde con 0.4 de extincidn; por eso a
valores mayores de extincion debemos diluir la orina y repetir la
determinacion con orina diluida y luego multiplicar el resultado
por la dilucion.

Método para los célculos
e Proteinuria

La concentracion (C) de proteinas en la orina calcularla de siguiente manera

D.O (orina)

C= D.0 (sol. referencia) x C (sol. referencia) x dil.

La concentracion puede obtenerse también del grafico de calibracion. Los
resultados se expresan en g/L.

En el conteo de Addis se informa las proteinas en mg/min y se calcula de la
siguiente forma:



Proteinas ~ Diuresis (mL) C (sol. ref _
excretadas/min  __N°de horas x 60 min__ (sol. referencia)

Diuresis (mL) N g
N© de horas x 60 min 1000 =como g/1000= mg

. entonces

Diuresis (mL)
N© de horas x 60 min

X C (mg/mL) = Proteinas (mg/min)

e (Calculos del conteo del examen microscopico del sedimento
N =Ne (1 mL/Vc) dil
Donde:
Ne: Es la cantidad de eritrocitos y leucocitos contados en la cAmara
Vc:  Es el volumen de la cdmara en que se contaron las células
Ve= 0.0001 mL

dil:  Dilucion la orina en este caso es 1/10 (resuspendimos en 1
mL el sedimento de los 10 mL)

N= Nex1mL/0.000lmLx1/10 N= Nex10000x1/10
N= Ne x 1 000
N:  Expresa # de células por mL.

En el conteo de Addis se informa la cantidad de células que se excretan por
minuto  (Nm) y se calcula asi:

Diuresis (mL)

- X N (N° células/mL = Nm
Ne de horas x 60 min ( )

Diuresis (mL)

- X N (N° células/mL) = Nm (N° cel./min)
N© de horas x 60 min

Entonces:

Diuresis (mL)
N horas x 60 min

Nm (N° cel./min) = Ne x 1000 x

e (Calculo de la cantidad de cilindros excretada/mlL de orina

C = Ce (LMT/Vc) x dil
Donde:



Ce: Es la cantidad de cilindros contados en la camara

Vc:  Volumen de la cdmara en que se contaron los cilindros (Fig 2)
Ve = 4 mm?x 0.1 mm = 0.4 mm® = 0.0004 cm®= 0.000 4 mL

Dil: Es1/10
C=

Cex2500x1/10

por minuto (Cm) y se calcula asi:

Diuresis (mL)

N€ de horas x 60 min

Diuresis (mL)

X C (N© cil

Ne€ de horas x 60 min

X 250 x Ce

C =

indros/mL)

Entonces:

= Cm (N@ cilindros/mL)

Los resultados de Addis se informan de la siguiente manera:

Parametros Resultados

Volumen [ - ] mL
Leucocitos [ --------- 1/ min
Hematies [ --------- ]/ min
Cilindros [ - 1/ min
Proteinas [ ---------- ] mg/ min

Control de la calidad:

<> Una muestra al azar se hace por duplicado.

El resultado debe ser similar al de la muestra original.

Intervalo de referencia

Addis de 2 horas

Parametros Resultados Vanres_
referencia
Volumen [ 1 mL
Leucocitos [ 1 0 hasta 1 000 x min
Hematies [ 1] 0 hasta 1 000 x min
Cilindros [ 1 0 hasta 1 000 x min
Proteinas [ 1] No contiene

Ce x 250 (Cilindros / mL)
En el conteo de Addis se informa la cantidad de cilindros que se excretan

Determinacion cuantitativa de las proteinas urinarias
Método de Marcart y Gerbaut (1984). Método de azul de Comassie-SDS o0 método Marcart
Fundamento del método
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Se basa en la reaccién del azul de Comassie con los grupos que componen
el enlace peptidico de las proteinas formando un color azul con un maximo
de absorbancia en 580 nm

Reactivos quimicos y bioquimicos

Para la proteinuria cualitativa:

Acido sulfosalicilico 20 %

Para la cuantificacion de las proteinas urinarias

Reactivo de azul de Comassie (reactivo de proteinas)

<~ En un matraz aforado de 1 000 mL disolver 40 mg de azul de Comassie
Serva G en 40 mL de metanol

< Afadirle 100 mL de acido fosférico 85 % y aproximadamente 800 mL de
agua destilada

<>

Afadir 30 mg de duodecil sulfato de sodio y enrasar

< Guardar en frasco de polietileno. protegido de la luz y a temperatura
ambiente

< Rotular: reactivo de proteina
» Patron de proteinas (solucion matriz)
+ Aparatos, utensilios y medios de medicién (igual que el anterior)

Muestra

Una alicuota de orina homogenizada de 24 horas

Procedimiento

Homogenizar la orina y medir diuresis
Guardar una alicuota de la orina rotulada

Determinar cualitativamente el contenido de las proteinas de la alicuota
afadiendo en otro tubo 3 mL de orina con 3 gotas de acido sulfosalicilico

Se compara con el tubo enumerado y se informa de acuerdo a la turbiedad
que aparezca.

Si la turbiedad es de trazas, o mayor, se cuantifican las proteinas por el
método de Azul de Comassie.

Si el precipitado nos indica que la concentracion de proteinas es mayor que
1 g/L se diluye la orina antes de cuantificarla porque el método solo es
lineal hasta 1 g/L

En un tubo de ensayo se vierten:
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Blanco |Control |Muestra

Solucion de referencia 50 pL
) Orina 50 pL
Grafico Reactivo de proteinas 1mL 1mL 1 mL de
Mezclar y esperar 5 min. Leer contra blanco reactivo a 580
nm, con cubeta de 1 mL de volumen y 1 cm de paso de luz
calibracion

e La solucion matriz de 3 g/L se diluye con solucion salina a 1 g/L. Se
enumeran tubos del 1 al 11 y se le afladen las siguientes cantidades de
solucion de calibracién para 2 mL del reactivo de Azul de Comassie.

Cantidad de sol. | Concentracion
N©° D.O
—\ (mL) (g/L)

1 0 0 0
2 0.01 0.1
3 0.02 0.2
4 0.03 0.3
5 0.04 0.4
6 0.05 0.5
7 0.06 0.6
8 0.07 0.7
9 0.08 0.8
10 0.09 0.9
11 0.10 1.0

0 Se leen los tubos contra el 1 que es el blanco reactivo en un
espectrofotometro a 580 nm. Plotear las concentraciones vs. las D.O. Es
lineal hasta 1 g/L.

Método para los célculos
e La concentracién C de proteina en orina se calcula mediante la formula:

Am
C= - x Cr = factor * Am
Ar
Donde:

Factor = Cr/Ar o cotangente o pendiente

Am: Absorcion de la muestra
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Ar: Absorcion de la solucion de referencia
Cr: Concentracion de a solucion de referencia en g/L
e La concentracion también se puede obtener del grafico de calibracion.
<~ Los resultados se expresan en g/L y se aproximan hasta las décimas.

<~ Como esta prueba se realiza con orina de 24 horas los resultados se
expresan en g/ 24 horas y se calculan asi:

C x Vol. 24 h/ 1000 = Conc. proteinas (g)/ 24 h
Control de Calidad

<~ Se controla la variacion de los resultados con un material de control
adecuado (orina control).

De 0a0,15g/24 h

Intervalo de referencia:

Determinacion de proteinas de Bence Jones (Putman y col, 1959)
Fundamento del Método

e La proteina de Bence Jones se caracteriza por la formacion de un
precipitado cuando la orina es calentada de 50° a 60°C. Este precipitado
desaparece total o parcialmente cuando la temperatura se va acercando al
punto de ebullicion y reaparece al enfriarse. Esta muy influenciada por la
acidez y la concentracion de las sales.

Reactivo quimicos y bioquimicos
e Acetato de sodio (anhidro) PM = 82.2 g/mol; solucién 2 molar
e Pesar 16.406 g para 100 mL de agua destilada

e Disolver con un poco de agua y ajustar a pH 4.9 con acido acético glacial
completar a 100 mL con agua.

Aparatos, utensilios y medios de medicion
e Tubos de ensayo de 15 — 125 mm
e Gradillas
e Bafo de Maria con termémetro
Muestras

e La muestra esta constituida por la primera orina de la mafiana o por orina
de 24 horas.

Procedimiento
e Colocar 4 mL de orina en un tuvo de ensayo
e Afadir 1 mL de buffer acetato 2 M, pH 4.9
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¢ Incubar en bafio de agua a 56 °C durante 15 min.

Cualquier precipitacion es indicativa de presencia de proteinas de Bence
Jones en la orina.

e Colocar en agua hirviendo 3 minutos y observar continuamente cualquier
disminucidon o aumento de precipitado; la aclaracion de la opacidad es
confirmatoria, pero no todas se redisuelven a temperatura de ebullicién.

Método para los céalculos

e Este es un método cualitativo, donde el resultado es positivo si aparece el
precipitado a 56°C; negativo si no aparece precipitacion a esa temperatura.

Control de calidad

e Se utiliza la orina de un paciente enfermo conocido positivo.

Intervalo de referencia: Negativo

Determinacion del filtrado glomerular (Método de aclaracién de la
creatinina)

Fundamento del método

e La produccion diaria de creatinina es igual a su excrecion diaria por ser un
producto desechable del metabolismo muscular; la creatinina no se une a
las proteinas, no es metabolizada por el rifidn, es fisiolégicamente inerte, es
filtrada libremente a nivel glomerular y no es reabsorbida significativamente
por los tubulos renales y por eso el aclaracion de la creatinina nos da la
medida del filtrado glomerular.

Reactivos quimicos y bioquimicos

e Reactivos para la determinaciéon de creatinina (Ver Procedimientos de la
Seccion de Quimica)

Aparatos, utensilios y medios de medicion
e Tubos de ensayo de 13 x 100 0 15 x 125 mm
e Gradilla
e Microdilutor para diluir las orina (1/20)
e Probetas de 2000 mL
e Autoanalizador discreto Hitachi
Muestra

e La determinacion necesita 2 muestras una de suero y otra de orina de 24
horas

Procedimiento
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e Se homogeniza la orina de 24 horas, en una probeta y se mide la diuresis,
luego se rotula un tubo de ensayo y se conserva una alicuota de la orina.

e En una planilla se enumeran los sueros de los pacientes a los que se les ha
indicado filtrado glomerular y, a continuacion, las orinas se diluyen 1 en 20
y se envian para ser procesadas en el equipo Hitachi por el método de Jaffé
cinético.
Método para los céalculos

e El filtrado glomerular se calcula por la aclaracion de la creatinina. La formula
para el aclaramiento de la creatinina es la siguiente

U crea (umol /L) x 20 x Vol. /7 min. 1.73
FG = oo X =—m=mmmmmee- (mL/min)
P crea (umol /L) SC
Donde:
Urea: - Concentracion de creatinina en orina diluida
Pcrea: - Concentracién de creatinina en plasma
Vol/min: - Volumen de orina de 24 horas / 1440 min
SC: - Superficie corporal del paciente.
| ©0725) y p (0425) y 71 g4
O m?
10000
Donde:

L: Longitud del paciente en cm
P: Peso en kg.

Control de calidad
e Se controla la calidad de las determinaciones de creatinina

Intervalo de referencia: 70-160 mL/min.




