Microbiologia

Comparacion de la observacion

de leucocitos en el sedimento urinario
con el recuento en camara de Neubauer*
Comparison between the observation of white

blood cells from centrifuged urine smear and
the Neubauer chamber

» Horacio Angel Lopardo?, Jose Luis Pinheiro2

_

*

. Doctor en Ciencias Bioquimicas. Profesor

Titular de Bacteriologia Clinica, Universidad
Nacional de La Plata. Jefe del Servicio de
Microbiologia, Hospital de Pediatria "Prof.
Dr. Juan P. Garrahan".

. Técnico de Laboratorio. Servicio de Micro-

biologia, Hospital de Pediatria "Prof. Dr.
Juan P. Garrahan".

Servicio de Microbiologia, Hospital de Pe-
diatria "Prof. Dr. Juan P. Garrahan". Comba-
te de los Pozos 1881 (1245) Ciudad Auto-
noma de Buenos Aires, Argentina.

Acta Bioquimica Clinica Latinoamericana
Incorporada al Chemical Abstract Service.
Cadigo bibliografico: ABCLDL.

ISSN 0325-2957

ISSN 1851-6114 en linea

Resumen

Se comparo la metodologia rutinaria de observacion del sedimento urinario
entre porta y cubreobjetos con el recuento en camara de Neubauer, toma-
do como método de referencia y se verifico su capacidad de prediccion de
bacteriuria significativa. En un periodo de dos meses se realizaron 2.287
urocultivos. Sélo 1.153 resultaron evaluables segun los criterios de exclu-
sién y en 982 se pudo correlacionar ambos métodos microscopicos con el
resultado de los cultivos. La correlacion entre los recuentos en camara y las
observaciones del sedimento urinario fue del 96,4%. Las sensibilidades
respectivas de la observacion del sedimento y del recuento en camara res-
pecto del urocultivo fueron de 53,5% y 55,5%. Las especificidades respec-
tivas fueron del 90,7% y 91,4%. A partir de los resultados obtenidos se
infiere que la observacion de leucocituria significativa es predictiva de la
bacteriuria significativa. Por el contrario, su ausencia no puede ser un mo-
tivo para descartarla. La observacion del sedimento entre porta y cubreob-
_jetos resulto practicamente equivalente al método mas tedioso de recuen-
to en camara de Neubauer.

Palabras clave: leucocitos * sedimento urinario * Camara de Neubauer * uro-
cultivo * nifnos

Summary

The current method of centrifuged urine smear was compared to the
Neubauer chamber method, using this technique as the gold standard.
Their predictive ability for detecting significant bacteriuria was determined.
During two months, 2.287 urine cultures were studied. Only 1.153 were
evaluable. In 982 samples a comparison between the two microscopic
methods could be established. The correlation between them was 96,4 %.
The sensitivity of the centrifuged urine smear and the Neubauer chamber
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method was 53.5% and 55.5% respectively. Specificities were 90.7% and 91.4%. Those
results pointed out that seeing a significant number of polymorphonuclear neutrophils
(PMNSs) both in the centrifuged urine smear and in the Neubauer chamber was predictive
of significant bacteriuria. On the other hand, absence of PMNSs is not an argument for not
considering this possibility. Centrifuged urine was equivalent to the Neubauer chamber met-

hod in this comparative study

Key words: white blood cells * centrifuged urine * Neubauer chamber * urine culture * children

Introduccion

La infeccién urinaria constituye un problema fre-
cuente y de gran importancia en la primera infancia. Los
nifios con historia previa de pielonefritis pueden evolu-
cionar hacia la formacion de cicatrices renales, uremia
y/o hipertension en etapas posteriores de su vida (1).

Desafortunadamente, existe cierta incertidumbre
en el diagnéstico microbiolégico de esas infecciones, es-
pecialmente en lactantes, donde alrededor de un 90%
de las mismas comprometen el parénquima renal.

Esa incertidumbre estd generada por las dificulta-
des que conlleva la toma de muestra, la falta de sensi-
bilidad de los métodos de screening y la falta de estan-
darizacién de la interpretacion de los resultados de
los cultivos.

La infeccién urinaria se define como el resultado de
la agresién microbiana del parénquima urinario, con o
sin compromiso intersticial (2). La presencia de leuco-
citos en la orina es el marcador mas sencillo para detec-
tar la inflamacién de dicho parénquima. La observa-
cién de leucocitos en el sedimento urinario es una
practica habitual y ha sido recomendada como comple-
mento para la interpretacion de los urocultivos. Algu-
nos autores preconizan el uso de los recuentos de leu-
cocitos de la orina sin centrifugar en cdmara de
Neubauer, como método mas preciso (3). No obstante,
este método resulta demasiado laborioso para laborato-
rios que procesan un gran nimero de muestras (4).

Uno de los objetivos de este trabajo fue comparar la
metodologia rutinaria de observacién del sedimento
entre porta y cubreobjetos con el recuento en cdmara
de Neubauer, tomado como método de referencia. El
otro objetivo planteado fue verificar la capacidad de
prediccion de bacteriuria significativa de cada uno de
estos métodos.

Materiales y Métodos

PACIENTES

Se incluyeron todos los pacientes menores de 18
afos cuyas muestras de orina fueron procesadas en es-
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te servicio de Microbiologia en forma consecutiva por
un periodo de dos meses.

Se excluyeron aquéllos cuyos urocultivos se enviaron
para control intratratamiento, aquéllos que presenta-
ban sonda permanente, ureterostomia, vesicostomia o
nefrostomia y aquéllos cuyos datos eran insuficientes o
que no pudieron estudiarse por ambos métodos.

DISENO

Se comparo el método de observacion del sedimen-
to entre porta y cubreobjetos con el recuento en cama-
ra de Neubauer, tomédndose a este tltimo como méto-
do de referencia. Estos métodos fueron efectuados en
forma ciega por distintos operadores.

Luego se determind la sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y negativo de la observacién
del sedimento urinario y del recuento en cdmara de
Neubauer tomando como referencia el desarrollo sig-
nificativo en los urocultivos. Por razones operativas, es-
te estudio comparativo no pudo realizarse en forma
ciega respecto del cultivo.

OBSERVACION DEL SEDIMENTO URINARIO

Se centrifugaron no menos de 5 mL y no mas de 10
mL de cada muestra de orina en tubos de vidrio de 15
mL de capacidad y fondo cénico durante 10 minutos
a 2.000 rpm. Se resuspendi6 el sedimento en aproxi-
madamente 0,5 mL del sobrenadante y se mont6 una
gota entre un porta y un cubreobjetos. La observacion
microscopica se realizé con un aumento de 400X. Se
consideré =5 leucocitos por campo como punto de
corte para leucocituria significativa a los efectos de es-
tablecer la comparacion con el recuento en cdmara y
con el urocultivo (método de referencia). Este punto
fue elegido en base a los datos observados en la litera-
tura y a la experiencia previa de los autores (4).

OBSERVACION DE LEUCOCITOS EN CAMARA DE
NEUBAUER

La observacion se efectué en cinco de los nueve
cuadrados grandes de la cdmara (5). Se considero que
la presencia de leucocitos era significativa cuando se
observaron mas de 10 por mm3 (3).



UROCULTIVO

Los cultivos se realizaron a partir de muestras de
orina recién emitidas o conservadas a 4 °C no mds de
24 h. Se emplearon ansas calibradas de 5 pL y con ellas
se estriaron las correspondientes placas. Cada muestra
se sembrd en una placa de agar CLDE (Laboratorios
Britania, Buenos Aires, Argentina) y una placa de agar
chocolate con base de agar Columbia (Laboratorios
Britania, Buenos Aires, Argentina).

Se consideraron positivos (bacteriuria significativa)
aquellos cultivos que presentaron desarrollos mono-
microbianos con recuentos mayores o iguales a 104
unidades formadoras de colonias por mL (ufc/mL).
Las muestras que produjeron cultivos polimicrobianos
o cultivos monomicrobianos con recuentos menores
de 104 ufc/mL s6lo se consideraron para comparar el
recuento en cdmara con la observacién del sedimento
entre si, sin sacar conclusiones acerca de su correla-
cién con el cultivo. Sélo las muestras con cultivos poli-
microbianos menores a 104 y aquéllas en las que no se
obtuvo desarrollo microbiano fueron consideradas ne-
gativas a los efectos de este estudio.

Resultados

En un periodo de dos meses se realizaron 2.287
urocultivos. Sélo 1.153 resultaron evaluables segtin los
criterios de exclusiéon y 982 de ellos permitieron co-
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rrelacionar ambos métodos microscépicos con el re-
sultado de los cultivos.

La correlacion entre los recuentos en cdmara y las
observaciones del sedimento urinario fue del 96,4%
(Tabla I).

De la comparacién con los urocultivos, surgié que
las sensibilidades de ambos métodos microscépicos
fueron del 53,5% y del 55,5% respectivamente para la
observacién del sedimento y el recuento en cédmara.
Las especificidades respectivas fueron del 90,7% y
91,4% (Tabla II).

Discusion y Conclusiones

El recuento en cdmara de Neubauer de la orina sin
centrifugar ha sido preconizado por algunos autores
como el método de eleccién para valorar la presencia
de leucocitos en muestras de pacientes con infeccio-
nes urinarias. Su costo operativo fue una traba para
que se extendiera su uso en laboratorios que procesa-
ban un gran ndmero de muestras.

En el presente trabajo, la correlacién entre la ob-
servacién semiestandarizada entre porta y cubreob-
jetos y la realizada con la cdmara de Neubauer fue
del 96,4%.

Existen notables diferencias entre ambos métodos
en lo que hace a la posibilidad de introducir errores
sistemdticos, no obstante los resultados fueron com-

Tabla |. Comparacion del método observacion del sedimento entre porta y cubreobjetos con
el método de recuento de leucocitos de la orina sin centrifugar en camara de Neubauer.

Sedimento urinario Totales
Recuento en camara 25 L / campo <5 L/ campo
>10 L/ mm3 196 4 200
<10 L/ mm3 31 751 782
Totales 227 755 982
L = leucocitos. Correlacion = 196 + 751 / 982 = 96,4%.

Tabla Il. Comparacion de ambos métodos microscopicos con los resultados de los urocultivos.

Sedim Sedim Camara Camara
>5/L/c <5L/ >70 L/ mm3 <10 L/ mm3
Cultivo positivo. N = 243 130 113 135 108
Cultivo negativo. N = 739 68 671 61 650
Total. N = 982 198 784 196 758
S 53,5% 55,5%
E 90,7% 91,4%
VPN 85,6% 85,7%
VPP 65,6% 68,9%
Sedim = observacion del sedimento entre porta y cubreobjetos. Camara = observacion en camara de Neubauer de
una gota de orina sin centrifugar, S = sensibilidad, E = especificidad, VPN = valor predictivo negativo, VPP = va-
lor predictivo positivo. L = leucocitos.
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parables. Este hecho puede explicarse al considerar
que el nimero de muestras con presencia de 3 a 5
leucocitos por campo (cercano al punto de corte)
normalmente es bajo (3% en este estudio, resultados
no mostrados). En estas circunstancias, las posibili-
dades de cometer errores en la valoracién de la au-
sencia o presencia significativa de leucocitos resultan
escasas.

Ambos métodos parecen poco apropiados para
poder descartar infecciones urinarias en poblaciones
pediatricas similares a la estudiada por los autores.
Estos métodos podrian producir resultados falsamen-
te negativos en casi un 50% de los casos positivos por
cultivo (S=44,5% - 46,5%) y resultados falsamente po-
sitivos en un 9 a 10% (E=90,7 - 91,4%). La negativi-
dad de un sedimento o un recuento en cdmara co-
rrespondié a mas del 85% de las muestras con cultivo
negativo (VPN=85,6% - 85,7%).

La presencia de una cantidad significativa de leu-
cocitos, tanto en la observacién microscépica del se-
dimento urinario como en el recuento en cdmara,
correspondi6 a urocultivos positivos en méds del 65%
de los casos (VPP=65,6% - 68,9%).

Kass (6), trabajando con otras poblaciones, em-
pleando otros puntos de corte para evaluar los uro-
cultivos, pero utilizando el mismo punto de corte que
se emple6 en el presente trabajo para el sedimento
urinario, encontré que entre un tercio y la mitad de
los pacientes que presentaban bacteriuria significati-
va tenian mas de 5 leucocitos por campo en el sedi-
mento.

Crain y Gershel (7), coincidentemente, en una po-
blacién pediatrica menor de dos meses, informaron
una baja sensibilidad para el estudio microscépico
del sedimento (48%). Hoberman, et al. (8) mencio-
naron cifras similares (54%) en un estudio de preva-
lencia de infecciones urinarias en nifios febriles. El
punto de corte utilizado en ese caso para el cultivo
fue el mismo que el empleado en este estudio (104
ufc/mL). Estos autores, sin embargo, tomaron todas
las muestras por cateterismo. Ademds, algunas mues-
tras de escaso volumen no fueron excluidas del estu-
dio y se observaron sin centrifugar entre porta y cu-
breobjetos. Esto pudo hacer descender la sensibilidad
del método a pesar que en su discusion los autores
manifiesten no registrar habitualmente diferencias
entre la orina normal y la centrifugada. Contradicto-
riamente, estos mismos investigadores en otro estu-
dio de 4.253 nifios febriles menores de 2 afios encon-
traron que la presencia de leucocitos y/o una
coloracién de Gram positiva arrojaban valores de sen-
sibilidad del 95% y un VPP del 85% (9).

Stamm, por otra parte, en una poblacién adulta,
encontré6 muy buena correlacién entre el recuento
en cdmara y el cultivo (3).

La diversidad de resultados observados en la litera-
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tura puede deberse al tipo de poblacién estudiada, a
los distintos métodos empleados para la toma de
muestra y para el cultivo y a los cuidados especiales
que se tienen en laboratorios de investigacién (10).

Gorelick y Shaw efectuaron un metaandlisis con
1.489 trabajos, destinado a dilucidar cudles eran las
pruebas mads dtiles para predecir infecciones urina-
rias en nifos (11). Sélo 26 de ellos cumplieron con
los criterios de inclusién. Solamente ocho trabajos
aportaron datos obtenidos por estudio microscépico
de orina centrifugada.

Segtin este metaanadlisis la coloracién de Gram y el
uso de recuento de leucocitos en cdmara de Neu-
bauer tenian mayor sensibilidad y especificidad que
la presencia de leucocituria en una muestra, ya sea
centrifugada o no.

En el presente estudio, por el contrario, la observa-
cién del sedimento entre porta y cubreobjetos segiin
el procedimiento establecido en Materiales y Métodos
resulté préacticamente equivalente al mas tedioso mé-
todo de recuento en cdmara de Neubauer.

Los resultados obtenidos en este estudio, no obstan-
te, coincidieron con este metaandlisis en que la pre-
sencia de mds de 5 leucocitos por campo no podia
diagnosticar per se un episodio de infeccién urinaria y
se sefiala, al igual que Kass (6), que la observacién de
leucocituria significativa tiene valor predictivo para la
infeccién urinaria de no mediar circunstancias parti-
culares no analizadas por los autores (glomerulonefri-
tis, tumores del tracto urinario, tratamiento antibiti-
co en curso o cercano). Por el contrario, su ausencia
no puede ser motivo de descarte de bacteriuria signifi-
cativa.
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