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RESUMEN

INFLUENCIA DEL RETRASO EN EL PROCESAMIENTO PREANALITICO DE LA ORINA EN LA DETERMINACION DEL NMP22

Objetivo: Evaluar la influencia del retraso en el procesamiento preanalitico de orinas en las que se realiza la determinacion del
marcador tumoral NMP22.

Material y métodos: Se recogieron 28 muestras de orina: tumores vesicales (14), infecciones urinarias (4), litiasis (4), voluntarios
sanos (1), y otras patologias vesicales benignas (5). De cada muestra, mantenida a temperatura ambiente, se fueron estabilizando
alicuotas con el conservante suministrado por el fabricante a los 0, 30, 90 y 150 minutos, guardandose a 4°C hasta su procesa-
miento. El analisis del NMP22 se realiz6 en autoanalizador IMMULITE One.

Resultados: No se apreciaron diferencias significativas en los niveles del NMP22 entre los diferentes puntos de demora
estudiados.

Conclusiones: La demora de hasta dos horas y media en la adicién de la solucion conservante a la orina para determinacién de
NMP22 no afecta significativamente a los resultados obtenidos. Este hecho permite una mayor confianza y flexibilidad en los inmu-
noensayos cuantitativos que requieren estabilizacion de la muestra.
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ABSTRACT

INFLUENCE OF THE DELAY IN URINARY NMP22 PREANALYTICAL PROCESSING

Objectives: To evaluate the influence of the delay in urinary NMP22 preanalytical processing.

Material and methods: Twenty-eight voided urine samples were taken: bladder cancer (14), urine tract infections (4), lithiasis (4),
healthy volunteers (1), and with other no malignant bladder diseases (5). All samples, were maintained at environment temperatu-
re, and were processed according to the stabilization of parts of urine collected at 0, 30, 90 and 150 minutes. Samples were stored
at 4 °C until its determination. NMP22 was determined with the IMMULITE One analyzer.

Results: There were no significant differences for NMP22 levels between each different point of time studied.

Conclusions: Delay up to 2 hours and a half when we add stabilization solution to urine samples no affects NMP22 results. That
thing, might provide more confidence and flexibility on quantitative immunoassays that required urine stabilization.

Keywords: Bladder cancer. Urine. Tumour marker. NMP22. Preanalytical phase.
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a incidencia de cancer de vejiga en Espana Estas cifras y la elevada tasa de recidiva del
Iquede ser considerada alta si se compara con carcinoma vesical ponen de manifiesto los impor-
el resto de paises desarrollados!. Del total de tantes costes asociados desde el momento del
muertes por cancer en el ano 2004 en nuestro diagnostico hasta el éxitus3. Estos pacientes se
pais, el 6,1% correspondi6é a muertes por cancer controlan regularmente mediante cistoscopias,
de vejiga en hombres (3.710 casos) y el 2,1% a citologias urinarias y procedimientos radiologicos
mujeres (783 casos). Segun datos del estudio del tracto urinario superior en seguimientos que
EUROCARE-3 el porcentaje de supervivencia a 5 se prolongan en el tiempo, en muchos casos,
anos para hombres es del 75,4% y para mujeres durante anos. La cistoscopia, “patron de oro”
del 70,4%, cifras que son superiores a la del resto para la deteccion de nuevos tumores, persisten-
de paises europeos incluidos en el estudio?. cia o recurrencia de la enfermedad, es un proce-
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dimiento invasivo y costoso. Por otra parte, la
citologia urinaria, herramienta ampliamente uti-
lizada tanto con fines diagnosticos como de
seguimiento, presenta una baja sensibilidad para
tumores bien y moderadamente diferenciados
que oscila del 35% al 49%, segun diversos estu-
dios*®. Es por tanto necesario encontrar nuevos
marcadores tumorales, no invasivos, que ayuden
a los métodos diagnoésticos tradicionales a mejo-
rar la deteccion del cancer de vejiga pues, a dia
de hoy, hasta el 10% de todos los tumores se
pierden en este proceso”-8.

En los ultimos anos, se han comparando
diversos métodos diagnosticos, siendo el analisis
del NMP22 en orina, correspondiente a la protei-
na de la matriz nuclear que se encuentra en las
células epiteliales del tracto urinario, uno de los
marcadores propuestos para mejorar en el diag-
nostico de cancer de vejiga®!l. Actualmente, se
dispone de inmunoensayos cuantitativos y siste-
mas de analisis semicuantitativos rapidos como
el BladderChek® para la determinacion del
NMP2212-14, Los tests cuantitativos precisan de
una solucion estabilizante que se anade a la
orina para inhibir agentes proteoliticos y micro-
organismos. Una vez estabilizada la orina se
mantiene estable 24 horas a temperatura
ambiente y a 2-8°C durante una semana. En la
practica clinica diaria, esto obliga al paciente a
recoger la muestra de orina en el mismo labora-
torio, o a proporcionar a los pacientes viales con
la solucion estabilizadora. Este hecho ha motiva-
do que el sistema BladderChek®, operador inde-
pendiente y de facil uso en la consulta de urolo-
gia gane posiciones con respecto a los primeros
inmunoensayos!®.

El objetivo del presente trabajo consiste en
evaluar la influencia del retraso en el procesa-
miento preanalitico de las orinas en las que se
realizara la determinacion del marcador tumoral
NMP22 mediante un inmunoensayo cuantitativo,
que precisa de una solucién conservante que
estabiliza la orina.

MATERIAL Y METODOS
Pacientes: Se consideraron 28 sujetos a estu-
dio con una edad media de 65,3 anos (rango
desde 40 a 85 anos). La distribucién por sexos
fue de 23 hombres y 5 mujeres. A cada uno de
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ellos, se le recogio una muestra de orina recién
emitida por miccién espontanea. De cada mues-
tra, mantenida a temperatura ambiente, se fue-
ron estabilizando alicuotas con conservante a los
0, 30, 90 y 150 minutos, almacenandose a 4°C
hasta su procesamiento. Las orinas incluidas en
el estudio se agruparon en funcion de las diver-
sas patologias o situaciones de cada individuo:
tumores vesicales (14), infecciones urinarias (4),
litiasis (4), voluntarios sanos (1) y otras patologi-
as vesicales benignas (5 casos: 3 hiperplasias
benignas de prostata; 1 sindrome irritativo mic-
cional; 1 caso con antecedentes de tumor vesical
pero sin evidencia de enfermedad en el momento
actual). Los datos histopatolégicos de los tumores
se establecieron de acuerdo a los criterios de la
Asociacion Internacional Contra el Cancer!®.
Procedimientos: Para realizar la determina-
cion de NMP22 se siguen las instrucciones del
fabricante que comercializa dicho test, que mide
proteinas de la matriz nuclear involucradas en la
replicacion de DNA y en la sintesis de RNA
durante la mitosis.!” Para ello, se recogieron las
muestras de orina en recipientes sin vidrio, de las
que se dispens6 un 1mL de cada una a los viales
con solucién estabilizante para cada uno de los
tiempos. La solucion estabilizante se compone de
un tampoén salino con proteinas bovinas, agentes
antimicrobianos y verde de bromocresol como
colorante, y también es suministrada por el fabri-
cante del ensayo. La determinacion del NMP22 en
la orina se realizo en un autoanalizador IMMULI-
TE One, utilizando un kit comercial (Diagnostic
Products Co, Los Angeles, CA, USA), que emplea
anticuerpos que reconocen un dominio del apa-
rato nuclear mitético (NuMA). El NuMA se
encuentra en concentraciones muy elevadas en
las células uroteliales cancerosas, llegando a
estar 25 veces mas alta que en células uroteliales
normales. El procedimiento esta basado en un
ensayo inmunométrico quimioluminiscente en
fase solida. Los resultados obtenidos fueron
expresados en U/mL. Se consideran positivos
para el NMP22 valores mayores de 10 U/mL.
Analisis estadistico: No fue posible asumir
una distribuciéon normal de los datos, por lo que
los calculos de inferencia estadistica fueron rea-
lizados mediante tests no parameétricos. Se utili-
z0 el test de Kruskal-Wallis para comparar los
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niveles medios del marcador entre los distintos
grupos del estudio. Se emple6 el test de Friedman
para conocer si existen diferencias en los niveles
de NMP22 antes y después del procesamiento
preanalitico en cada uno de los tiempos.

RESULTADOS

La Tabla 1 resume los niveles de NMP22
encontrados en todos los grupos para el momen-
to basal y tras 150 minutos de retraso en la adi-
cion del conservante. Los pacientes con tumores
vesicales presentaron niveles de NMP22 significa-
tivamente mas altos (p<0,05), con respecto a los
otros grupos considerados. Por otra parte, no se
apreciaron diferencias significativas (test de
Friedman, p=0,250) en los niveles de NMP22
entre los diferentes puntos de demora estudiados
(Tabla 2). Asi, al representar la concentracion del
NMP22 frente a los diferentes tiempo de demora,
tanto para el grupo de los tumores vesicales como
para el resto de grupos (Figuras 1 y 2), se obser-
va que la mayor parte de los perfiles de cada una
de las orinas estudiadas presentan una forma de
curva plana.

Tabla 1. Niveles de NMP22 en todos los grupos para el momento basal y tras

150 minutos de demora del procesamiento preanalitico.

De los 28 sujetos considerados en el estudio,
14 correspondian a tumores vesicales confirma-
dos mediante el estudio histologico realizado tras
cistoscopias diagnosticas. Las caracteristicas de
cada uno de estos casos se muestran en la Tabla
3. Como se puede apreciar, las concentraciones
mas elevadas de NMP22 coinciden con grados de
diferenciacion elevados y estadios mayores. No
obstante, no se asociaron significativamente con
el grado de diferenciacion o el estadio del tumor
(p=0.052).

DISCUSION

Los antigenos tumorales presentes en la orina
presentan la ventaja de ser muy accesibles para
analizar, aunque pueden ser altamente inestables
y susceptibles de ser degradados rapidamente. EIl
NMP22 es uno de los marcadores urinarios apro-
bado por la Food and Drug Administration (FDA)
para la deteccion del cancer de vejigal®19. En los
ultimos anos ha sido intensamente evaluado,
aunque su uso no se ha extendido en la practica
clinica diaria debido a la disparidad de resultados
obtenidos?°.
Algunos de los factores limitantes
que han favorecido este hecho se
ponen de manifiesto cuando se

GRUPOS estudian pacientes con otras pato-
NMP22 Tumores ITU* Otras patologias Litiasis logias vesicales benignas y/o
NMP22 basal hematuria donde se han encontra-
(U/mlL) do niveles mas elevados del marca-
Media 474,1 73,4 23,8 10,1 1s
ESM** 92921 54.4 141 31 dor, aumentando la -I?mb;bzlildad
Rango 5.5-2836.0 6,2-236,0 4,9-79.3 4,9-18,3  de recoger falsos positivos®'-*%. En
NMP22 a 150- este estudio dicha situacion se
(U/mL) hace patente, al encontrar en los
Media 455,6 70,6 20,5 8.5 grupos de individuos sin tumor 8
ESM** 225,7 47,0 10,8 2.3 casos (57,1%) con valores por enci-
Rango 4,9-2852,0 7,6-210,0 4,9-61,7 4,9-14,7

ma del punto de corte propuesto

*Infeccion tracto urinario; **error estandar de la media.

Tabla 2. Niveles de NMP22 (U/mL) en los diferentes tiempos de aplicacion de

la solucion estabilizante para todos los grupos.

(10 U/mL). Sin embargo, no se
debe ocultar el elevado poder pre-
dictivo negativo del NMP22 y su
mas que aceptable sensibilidad en

Percentiles la deteccion de tumores vesicales

n P25 Mediana P75 descrita en la literatura23. No obs-

tante, la aplicacion de este test no

NMP22 a los 0’ 28 6.5 18,3 1945 se puede generalizar a toda la

NMF22 a los 30 28 7.6 17,6 2165 poblacion, debiendo restringir su

NMP22 a los 90 28 6,5 18,0 1975 4so en cohortes especificas de pa-
NMP22 a los 150° 28 6,8 17,9 186.,5

cientes?4.
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marcador. Si bien es cierto, como
se ha mostrado, que existe un lige-
ro descenso en la concentraciéon del

- NMP22 con el paso del tiempo, la

relevancia de dicho decremento es
despreciable. Ademas, este feno-
meno se repite tanto a altas como a
bajas concentraciones y en presen-
cia de patologias de muy diversa
entidad. Este hecho permite una
mayor confianza y flexibilidad en el
test cuantitativo, puesto que la lle-
. gada de las muestras de orina a los

laboratorios, ya sean procedentes
de las unidades de hospitalizacion,

FIGURA 1. Perfiles de los niveles de NMP22 en los diferentes puntos de demo-

ra en los pacientes con tumor vesical.

consultas externas o transportadas
por los propios pacientes, pueden
sufrir algunos retrasos. No obstan-
te, y debido al escaso numero de

pacientes analizados, estos resul-
tados deberian ser confirmados en
estudios posteriores con series mas
amplias.

A dia de hoy, el sistema Bladder-
Chek® parece mas atractivo que los
tradicionales inmunoensayos, de-
bido principalmente a su facil
manejo sin necesidad de personal
experto!2. Sin embargo, en contra
de este novedoso sistema a la cabe-
cera del paciente, se revela su

L

Tt il

mayor coste economico, muy supe-
rior al de los inmunoensayos cuan-
titativos, como el ensayado en este

FIGURA 2. Perfiles de los niveles de NMP22 en los diferentes puntos de demo-

ra del procesamiento en los sujetos sin patologia tumoral.

Otro factor limitante de los inmunoensayos
cuantitativos referido por diversos autores es el
procesamiento preanalitico de la muestra de
orina®2025, al senalar que el uso de este test no
es ventajoso para el diagnostico al tratarse de un
procedimiento largo que requiere cierta infraes-
tructura hospitalaria. Los resultados encontra-
dos en el presente estudio estan en contra de este
inconveniente, al demostrar que el retraso de
hasta dos horas y media en la adicion de la solu-
cion conservante a la orina para la determinacion
del NMP22 no afecta a los resultados de dicho
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estudio. En resumen, la exactitud y
fiabilidad tanto de éste test cualita-
tivo como el de sus homologos
cuantitativos, deberia ser evaluada extensamente
en los nuevos escenarios de combinacion de dis-
tintos test que hoy se proponen?%-27, para mejorar
el diagnoéstico del cancer de vejiga y sus frecuen-
tes recurrencias.

CONCLUSION
La demora de hasta dos horas y media en la
adicion de la solucion conservante a la orina con
objeto de realizar la determinacion del NMP22 no
afecta de forma significativa a los resultados de
dicho marcador. Este hecho permite una mayor



Fatela-Cantillo D et al. /Actas Urol Esp. 2007;31(7):746-751

Tabla 3. Niveles basales de NMP22 y principales caracteristicas histologicas encontradas en los 14 pacientes con tumor

vesical.

N° Caso Sexo Edad (afos) Estadio Grado NMP22 basal (U/mL)
1 H 74 T1 I 5,5
2 H 63 T1 1I 6,8
3 H 54 T1 1I 11,4
4 H 71 T1 11 15,9
5 H 59 T1 I 15,9
6 M 66 T1 111 18,1
7 H 68 T1 1 18,3
8 H 70 T1 I 23,7
9 H 71 T2 111 153,0
10 H 62 T3 111 263,0
11 M 85 T1 I 564,0
12 H 51 T3 111 1296,0
13 H 61 T1 111 1410,0
14 H 82 T1 111 2836,0

H: hombre.

M: mujer.

confianza y flexibilidad en los inmunoensayos
cuantitativos que requieren estabilizacion de la
muestra. No obstante, serian necesarios posterio-
res estudios con series mas amplias que corrobo-
ren los resultados obtenidos en cada una de las
patologias consideradas.
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