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ABSTRACT

Evaluation of Sysmex UF-1000i analyser for automated urine microscopic analysis. The evaluation of corpuscles
in urine is used to investigate disorders of the kidneys and urinary tract. The objective our study was to evaluate the
analytical performance of a new urinary citofluorimeter, the Sismex UF-1000i. The study was carried out by collecting
15 samples of native urine with concentrations of the analytes covering a wide measurement range. The imprecision
was evaluated by processing all samples five times. Results were evaluated with reference to the mean of two readings
with the microscope set at 400 X using the Fuchs-Rosenthal chamber count according to the European Urinalysis
Guidelines. Results demonstrated a good performance for all the considered parameters, especially in the range of cut-
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off and decision making values.

INTRODUZIONE

L'analisi del sedimento urinario svolge un importante
ruolo nello studio dei disordini del rene e delle vie urina-
rie, quando eseguita entro le due ore successive alla rac-
colta delle urine della prima minzione del mattino, per
evitare fenomeni di decadimento della qualita del cam-
pione che potrebbero alterare i risultati (1, 2). Prima del-
l'avvento degli analizzatori automatici, la metodologia
impiegata in laboratorio per I'analisi microscopica del
sedimento urinario risultava difficilmente standardizzabi-
le: raccolta delle urine in una provetta conica (approssi-
mativamente 10 mL), esecuzione dell’esame chimico-
fisico con strisce reattive, centrifugazione (per 5-10 min
a circa 800g), allestimento dei preparati, utilizzando sup-
porti idonei, e valutazione microscopica. Ognuno dei
passaggi elencati introduce una variabile del procedi-
mento che va ad aggiungersi alla inevitabile soggettivita
dellesame microscopico, che tuttavia rimane il “gold
standard”, a dispetto di una limitata accuratezza dovuta
ai numerosi passaggi preanalitici e al significativo impe-
gno di risorse umane qualificate (3).

Difficile da standardizzare & la fase della centrifuga-
zione, durante la quale possono essere perduti almeno il
20% degli eritrociti (RBC) e il 15% dei leucociti (WBC),
per fenomeni di lisi o di adesione. L'aumento del tempo
di centrifugazione o della velocita rotazionale migliora
I'efficienza del recupero, ma aumenta il tasso di distruzio-
ne delle cellule e dei cilindri (4). D’altro canto, & stato
segnalato che I'uso di urine non centrifugate determina il
mancato riconoscimento di sedimenti organizzati, con
falsi negativi tra 84% e 100% dei casi per cilindri, tra 70%
e 83% per eritrociti e tra 51% e 58% per leucociti, quan-
do confrontato con metodiche standardizzate di quantifi-
cazione degli elementi (4).
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L’automazione della lettura del sedimento, iniziata
circa 20 anni orsono, ha comportato grande migliora-
mento della precisione, possibilita di quantificazione piu
affidabile, affinamento degli intervalli di riferimento,
aumento della produttivita, ma spesso problemi di corre-
lazione con il metodo di riferimento (la microscopia) (5).

Recentemente & stato introdotto in commercio un
nuovo analizzatore automatico per la valutazione della
porzione corpuscolata delle urine, denominato Sysmex
UF-1000i. Scopo del presente studio & stato quello di
valutare le prestazioni analitiche di questo analizzatore.

MATERIALI E METODI

Il presente studio & stato condotto analizzando 15
campioni di urine nativi (cioe non sottoposti ad alcun trat-
tamento) opportunamente resi anonimi prima dell’utiliz-
zo. | campioni sono stati raccolti con un sistema sotto-
vuoto, che riduce al minimo la manipolazione del cam-
pione (Vacutainer, Beckton-Dickinson): per ciascun cam-
pione dal contenitore di raccolta primario sono stati riem-
piti 5 tubi sottovuoto, conservati ermeticamente chiusi
fino al momento dell’analisi, sempre condotta entro 2
ore. | campioni sono stati selezionati in maniera tale da
coprire un esteso ambito di concentrazione degli ele-
menti corpuscolati, consentendo una valutazione della
prestazione analitica a diversi livelli. Per gli RBC la con-
centrazione era compresa tra 3 e 1400 cellule per pL, per
i WBC tra 5 e 1500 cellule per uL, per le cellule epiteliali
squamose (EC) tra 3 e 121 elementi per uL, per i cilindri
(CAST) tra 0 e 6,6 elementi per uL, per i miceti lievitifor-
mi (YLC) tra 10 e 1500 elementi per uL, per i batteri
(BACT) tra 9 e 14.000 elementi per uL e per la conduci-
bilita (COND) tra 11 e 20 mS/cm.

Per la valutazione dell'imprecisione dell’analizzatore
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Sysmex i campioni sono stati analizzati in quintuplo. In
una seconda fase, gli stessi campioni sono stati analiz-
zati nella stessa sequenza anche con il metodo di riferi-
mento: conta in camera di Fuchs-Rosenthal con micro-
scopio a contrasto di fase (PhC), utilizzando un oculare
a 10 X ed un obiettivo a 40 X, per un totale di 400 X; la
conta e stata effettuata per ciascun campione in doppio
da due osservatori indipendenti, secondo le linee guida
attuali (1, 2).

La strumentazione Sysmex UF-1000i utilizza come
sorgente luminosa un laser a diodi; il campione aspirato
(0,8-1,2 mL) viene sottoposto ad un processo di colora-
zione con due fluorocromi polimetinici di nuova conce-
zione in grado di legarsi agli acidi nucleici e, dopo un
processo di focalizzazione idrodinamica, viene fatto pas-
sare attraverso due celle a flusso, una dedicata all’anali-
si dei microorganismi e l'altra dedicata all’analisi di tutti
gli altri elementi corpuscolari. Il loro passaggio devia il
fascio di luce laser e genera sia un segnale di diffusione
frontale che a 45° (“scattering”) della luce, che uno di
fluorescenza (frontale e a 45°). | parametri misurati ven-
gono convertiti in segnali elettrici che, analizzati, permet-
tono l'identificazione dei diversi elementi presenti nell'u-
rina. Per caratterizzare il campione, viene inoltre misura-
ta la conduttivita della soluzione, che & inversamente
proporzionale allimpedenza e quindi al volume cellulare.
La cadenza analitica & di 100 esami/ora, con esecuzio-
ne di “rerun” automatico nei campioni con un numero di
elementi superiori a limiti prefissati.

Per tutti i parametri considerati sono stati valutati I'im-
precisione analitica nella serie (CV) (n=5) e 'esattezza,
per la quale si & confrontata la media dei valori del’UF-
1000i con il valore ottenuto con il microscopio PhC utiliz-
zando il metodo degli scarti quadratici medi. Il profilo di
imprecisione per ciascun analita & stato ottenuto tabu-
lando in un diagramma di assi cartesiani il valore medio
delle misure verso il CV.

Il “carry-over” per i campioni & stato calcolato in
accordo con Broughton (6). Sono stati allestiti pool dif-
ferenti di urine, uno ad alta concentrazione di elementi
corpuscolati (pool A, ed i campioni derivati sono stati
denominati A1, A2, A3, ecc.) ed uno a bassa concentra-
zione di elementi corpuscolati (pool B, ed i campioni deri-
vati sono stati denominati B1, B2, B3, ecc.). | campioni
sono stati testati in serie alternate di tre secondo lo sche-
ma A1, A2, A3 — B1, B2, B3, ecc.; il “carry over” & stato
calcolato utilizzando la formula (B1-B3)/(A3-B3)*100.

Il protocollo analitico € stato eseguito sullo stesso
analizzatore da un unico operatore, utilizzando reattivi di
un unico lotto e controllo di qualita con risultati entro 1
DS per due livelli di concentrazione.

RISULTATI

La imprecisione delle 5 misure eseguite per ciascuno
dei 15 campioni relativa ai vari parametri ¢ illustrata nella
Tabella 1. Come si puo rilevare nel dettaglio, per gli RBC
la concentrazione media oscillava da 3,1 a 1355 elemen-
ti per uL ed il CV variava da 23,2% a 0,8%. Per i WBC la
concentrazione media oscillava da 5,2 a 1384 elementi

per uL ed il CV variava da 6,2% a 1,5%. Per le EC la
concentrazione media oscillava da 3,9 a 121 elementi
per uL ed il CV variava da 13,6% a 1,4%. Per i CAST la
concentrazione media oscillava da 0 a 5,5 elementi per
pL ed il CV variava da 2,8% a 21,0%. Per i BACT la con-
centrazione media oscillava da 10,3 a 12.333 elementi
per uL ed il CV variava da 2,0% a 11,7%. Per gli YLC la
concentrazione media oscillava da 10,2 a 1526 elemen-
ti per uL ed il CV variava da 1,6% a 7,3%. La COND
oscillava da 12 a 21 mS/cm ed il CV variava da 0,7% a
7,4%.

| profili di imprecisione relativi ai singoli parametri
sono riportati nella Figura 1.

Per quanto attiene I'esattezza si evidenziava una
buona correlazione tra i risultati ottenuti al microscopio e
quelli ottenuti con lo strumento Sysmex. La Figura 2
riporta le regressioni lineari tra conta degli RBC, WBC,
EC e CAST eseguite con UF-1000i e l'osservazione
microscopica. Per RBC e WBC si evidenziava un’ottima
correlazione (r2 >0,999) con coefficienti angolari della
retta vicini all’'unita. Anche nella correlazione relativa alla
conta delle EC si evidenziava una buona correlazione
(r2=0,984) con un coefficiente angolare di 0,944. Meno
buoni i risultati della regressione lineare tra conta dei
CAST eseguita con UF-1000i ed osservazione microsco-
pica (r2=0,875 e coefficiente angolare di 0,849), anche a
causa del ristretto intervallo di valori valutato.

La valutazione del “carry-over” dava i seguenti risul-
tati: 0,01% per RBC, 0,22% per WBC, 0,23% per EC,
0,09% per BACT e 3% per COND.

DISCUSSIONE

Il presente studio si proponeva di valutare la perfor-
mance analitica del citofluorimetro di 3" generazione
Sysmex UF-1000i. In una prima fase, & stata valutata
'imprecisione nella valutazione di RBC, WBC, CAST e
EC, peri quali le linee guida prescrivono la determinazio-
ne quantitativa. Oltre questi parametri, si € ritenuto utile
valutare anche I'imprecisione di BACT, per I'importanza
che questo dato ha nello screening delle batteriurie, e di
COND, un indice diretto ed affidabile dello stato di idra-
tazione del soggetto e della capacita di concentrare le
urine da parte del tubulo renale (5, 7, 8).

Per quanto attiene gli RBC abbiamo osservato una
graduale e costante diminuzione della imprecisione
allaumentare del numero di elementi presenti nel cam-
pione in esame. In particolare, nei valori intorno al cut-off
consigliato (15 RBC/uL) (9-11) il CV era del 13,5%, in
linea con quanto riportato in letteratura per I'analisi del
sedimento in citometria automatizzata (13-17%) ed assai
migliore con quanto riportato per la microscopia classica
(CV attorno al 50%) (5, 12).

Per quanto riguarda i WBC, il CV forniva un valore
assai soddisfacente ed assolutamente allineato con i
migliori dati riportati in letteratura (5,6-6,8%), ancora una
volta migliorativo rispetto al CV riportato per 'osservazio-
ne microscopica, che si attesta attorno al 50% (5, 13). Il
profilo di imprecisione per i WBC mostrava un andamen-
to diverso con valori attorno al 6% per le basse concen-
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Profili di imprecisione oftenuti su 5 misure effettuate con I'analizzatore Sysmex UF-1000i in 15 differenti campioni di urine.
A) Eritrociti; B) Leucociti; C) Cellule epiteliali; D) Cilindri; E) Batteri; F) Miceti; G) Conducibilita.

trazioni con progressivo decremento all’aumentare della
concentrazione, CV intorno al cut-off di circa il 5% e ten-
denza poi ad aumentare a concentrazioni elevate (oltre
1000 WBC/uL), probabilmente per fenomeni di concomi-
tanza di conta.

Anche per quanto attiene le EC abbiamo osservato

un costante e progressivo calo della imprecisione all’au-
mentare della quantita di elementi presenti nel campio-
ne. Al momento non esiste un cut-off condiviso per quan-
to riguarda le EC, soprattutto perché non € ancora accer-
tato un loro eventuale significato clinico; tuttavia,
Regeniter et al. (10) hanno suggerito come limite supe-
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Correlazioni ottenute tra microscopia quantitativa e Sysmex UF-1000i.

A) Eritrociti; B) Leucociti; C) Cellule epiteliali; D) Cilindri.

riore di riferimento 9 elementi/uL; a questo livello il profi-
lo di imprecisione forniva valori di CV attorno al 7%.

Per i CAST il profilo di imprecisione migliorava solo di
poco con l'aumentare della concentrazione degli ele-
menti nel campione. La quantificazione della cilindruria,
del resto, & assai critica per la presenza di numerosi
fenomeni concomitanti: possibile lisi dei cilindri o loro
frammentazione, eventuale interferenza da parte di altri
elementi, quali “cluster” di cellule epiteliali. | valori di
imprecisione ottenuti nel nostro studio sono in buon
accordo con quanto riportato in letteratura (13).
Regeniter et al. (10) considerano fisiologici sino a 2
CAST/uL; in questo ambito di valori, il CV da noi osser-
vato era mediamente attorno al 10%.

Per quanto riguarda i microorganismi, siano essi
BACT o YLC, i CV ottenuti erano assai soddisfacenti; per
YLC il profilo di imprecisione ben mostra la correlazione
inversa tra CV e concentrazione di YLC. Per i BACT il
profilo di imprecisione mostrava come il CV diminuisca
con l'aumentare del numero dei BACT presenti per poi
aumentare nuovamente per conte elevate, verosimil-
mente per la presenza di BACT in vario stato di aggrega-
zione (14, 15).

Per quanto infine attiene la conducibilita, il profilo di
imprecisione suggeriva una sostanziale indifferenza del
metodo rispetto alla concentrazione di soluti nelle urine.

Per quanto attiene la correlazione tra I'analizzatore
UF-1000i e la conta microscopica in camera, essa &
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sempre risultata assai soddisfacente. Per gli RBC abbia-
mo ottenuto sperimentalmente un r2 >0,999, valore sen-
sibilmente superiore a quanto riportato in letteratura per
'analizzatore Sysmex UF-100 da vari autori: 0,89 (10),
0,97 (12, 14, 17) e 0,94 (16). Per i WBC abbiamo otte-
nuto un r2 di 0,999, sensibilmente superiore a quanto
riportato in letteratura per I'analizzatore UF-100: 0,94
(10, 12, 17), 0,91 (14) e 0,68 (16). Anche per le EC
abbiamo ottenuto un r2 di 0,984, molto migliore di quan-
to riportato in letteratura per UF-100: 0,74 (10), 0,90 (12,
17) e 0,89 (16). Infine, per i CAST abbiamo ottenuto un
r2 di 0,875, dato molto soddisfacente se paragonato con
i risultati riportati in letteratura con UF-100: 0,32 e 0,44
(10, 14).

La valutazione automatizzata del sedimento urinario,
iniziata quasi 20 anni fa con la proposta di sistemi di rico-
noscimento di immagine, quali Yellow IRIS, UA1000 e
Seditron, si € probabilmente affermata solo con la cito-
fluorimetria a flusso (UF-100 Sysmex) nella seconda
meta degli anni '90. Sono note ormai le possibilita e i
vantaggi di questo approccio: grande miglioramento
della precisione delle misure, affinamento degli intervalli
di riferimento, aumento della produttivita. Rispetto all'UF-
100, abbiamo potuto osservare che I'UF-1000i fornisce
una maggiore definizione e differenziazione delle diver-
se specie di elementi corpuscolati, con un’esattezza
migliore rispetto a quella finora riscontrata per questo
tipo di sistemi analitici, premesse per una riduzione della
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percentuale di revisioni microscopiche dei campioni,
facilitazione del flusso operativo, riduzione del tempo di
risposta e del rischio di errori.
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