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ABSTRACT

Introduction: Amongst the 24 h urine preservation methods
are those that consist in performing the urinre collection
in containers containing acids or alcalis as the analyt of
interest. That make necessary to perform several collections
increasing the patient’s risks. Objective: To evaluate the
effect of adding conservative before or after the 24 h urine
collection on the concentration of creatinine, calcium,
phosphorus, uric acid, oxalate and citrate. Methods: 25
voluntaries collected urine for 24 h. They isovolumetrically
aliquoted each micturition into containers which contain
(A = HCl, B = NaOH) or not conservator (C = SC). These
containers were delivered in the lab before 2 h of the last
micturition. The aliquotes A,B, and C were realliquoted
(10 mL). The C container aliquotes were acidified (+HCl)
or alcalinized (+NaOH), or added EDTA (+EDTA) or nor
added any conservative (SC). All aliquotes were diluted,
except in those in which citrate was measured, and then
freezed. The determinations were done within 5-15 days.
Results: The creatinine concentration was only subesti-
mated with +NaOH method. Calcium, phosphorus,oxalate
and uric acid were similar independently of the method.
Citrate concentration was significantly lower with +NaOH
method. Conclusions: To measure the concentration of
analytes in previosuly acidified or alcalinized 24 h urine
collections is unnecessary, since that the in situ addition
of acid or alcali in the lab gives the same results without
detriment in its reliability.

Key words: Urine, urinary preservation, quantification,
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RESUMEN

Introducción: Dentro de los métodos existentes para pre-
servar la orina de 24 h están el colectar la orina en recipien-
tes que contienen ácidos o álcalis según el analito de interés.
Ello hace necesario realizar varias colecciones aumentando
los riesgos para el paciente. Objetivo: Evaluar el efecto de
añadir el conservador antes o después de colectar la orina
de 24 h sobre la concentración de creatinina, calcio, fósforo,
ácido úrico, oxalato y citrato. Metodología: Veinticinco
voluntarios colectaron orina de 24 h alicuotando isovolu-
métricamente cada micción en recipientes que contenían
(A = HCl, B = NaOH) o sin conservador (C = SC), que se
entregaron en el laboratorio en un lapso de 2 h luego de la
última micción. Las alícuotas A, B y C fueron realicuotadas
(10 mL). Las alícuotas del recipiente C se acidificaron
(+HCl), o alcalinizaron (+ NaOH), o se les agregó EDTA
(+EDTA) o no se les agregó conservador (SC). Todas las
alícuotas fueron diluidas excepto en las que se determinó ci-
trato y luego congeladas. Las determinaciones se realizaron
dentro de 5-15 días. Resultados: La concentración de crea-
tinina sólo fue subestimada con el método +NaOH. Las
concentraciones de calcio, fósforo, oxalatos y ácido úrico
fueron semejantes independientemente del método. La con-
centración de citrato fue significativamente menor con el
método +NaOH. Conclusiones: El medir la concentración
de analitos en orina de 24 h preservada desde un inicio con
ácidos o álcalis es innecesaria, ya que la adición de los mis-
mos en el laboratorio da los mismos resultados, sin detri-
mento en su confiabilidad.

Palabras clave: Orina, cuantificación, preservación, crea-
tinina, calcio, fósforo, ácido úrico, oxalato, citrato.
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INTRODUCCIÓN

Algunas pruebas de laboratorio se realizan en mues-
tras de orina colectada durante 24 horas, de manera
que para obtener resultados confiables se ha conside-
rado necesario que la orina se colecte de manera com-
pleta y correcta, así como también el que se preserve
de manera adecuada.1,2 Para ello, el laboratorio debe
proveer el recipiente apropiado e instruir al paciente
sobre cómo realizar la colección.

Existen diversos métodos para preservar la orina:
acidificación, alcalinización, dilución previa, refrige-
ración, congelación o una combinación de ellos.3,4 El
uso de cualquiera de estos métodos dependerá funda-
mentalmente de la técnica que se utilice para la cuan-
tificación del analito. En ocasiones se vuelve necesa-
rio añadir, previo a la colección, un conservador
urinario que permita la mayor recuperación y estabi-
lidad del analito.5,6 Sin embargo, existe controversia
respecto a este último proceder, ya que la salpicadura
de ácidos o álcalis concentrados o diluidos usados
como conservadores puede provocar quemaduras,
irritación cutánea u oftálmica, poniendo en riesgo la
seguridad y salud del paciente, además de que puede
expedir olores desagradables. Por esta razón, muchos
laboratorios han optado por aplicar dichas medidas
de preservación hasta que la muestra llega al labora-
torio,1,2 sin embargo, no se ha evaluado qué tanto
este proceder modifica o no la medición precisa y
exacta del analito urinario. El propósito del presente
trabajo fue el evaluar el efecto que tiene el añadir el
preservador antes o después de colectar la orina de
24 h sobre la cuantificación urinaria de creatinina,
calcio, fósforo, ácido úrico, oxalatos y citratos.

MATERIAL Y MÉTODOS

El estudio se llevó a cabo con la participación volun-
taria y el consentimiento informado de 25 personas
sanas de ambos sexos. A todos se les instruyó para
que desde una semana previa a la colección urinaria
no ingirieran antiácidos, analgésicos, vitamina C,
multivitamínicos, suplementos de calcio, cereales
multivitaminados o bebidas alcohólicas, ya que se
sabe que ellos pueden interferir en la cuantificación
de los analitos estudiados. A todos los voluntarios se
les proporciononaron tres recipientes de plástico,
limpios, de medio galón de capacidad etiquetados
como A, B y C, así como dos probetas de plástico
(Nalgene, 100 y 1,000 mL, respectivamente). El reci-
piente A contenía 3.5 mL de ácido clorhídrico (HCl)
concentrado, el B 3.5 mL de hidróxido de sodio

(NaOH) al 5% y el recipiente C no contenía conser-
vador. Se instruyó al voluntario para que la colec-
ción urinaria se realizara apegándose a las siguientes
indicaciones: 1) El día de la colección la primera ori-
na al levantarse se desecharía y se registraría la
hora, 2) la segunda micción se colectaría en la probe-
ta de 1,000 mL, se mezclaría, se mediría su volumen
y se dividiría en tres partes iguales (con la probeta
de 100 mL), las cuales se dispondrían en los recipien-
tes A, B y C para después refrigerarlas, 3) se realiza-
ría el mismo procedimiento en cada una de las mic-
ciones subsiguientes durante el día y la noche,
incluyendo la primera orina de la mañana del si-
guiente día y se registraría la hora (tiempo aproxima-
do para completar las 24 horas), 4) los recipientes se-
rían trasladados al laboratorio lo más pronto posible.
Una vez en el laboratorio, los volúmenes de orina en
cada uno de los botes fue medido por separado. Si di-
chos volúmenes no resultaron iguales se descartaron
y se solicitó una nueva colección, de lo contrario, el
volumen total de 24 horas se tomó como la suma de
los tres volúmenes medidos. A continuación, se obtu-
vieron 4 alícuotas de 10 mL del recipiente A para de-
terminar creatinina, calcio, fósforo y oxalatos e iden-
tificadas como (HCl); del recipiente B se obtuvieron 3
alícuotas de 10 mL para determinar creatinina, ácido
úrico y citrato que fueron identificadas como
(NaOH). Del recipiente C, se obtuvieron 11 alícuotas
de 10 mL. A las primeras 4 alícuotas se le agregó HCl
concentrado (100 μL) y en ella se determinó creatini-
na, calcio, fósforo y oxalatos y fue identificada como
(+ HCl); en las siguientes 3 alícuotas se agregó
NaOH al 5% (100 μL) y en ellas se determinó creati-
nina, ácido úrico y citrato, siendo identificadas como
(+NaOH); en otras 2 alícuotas se agregó EDTA 5%
(100 μL) para determinar creatinina y citrato, y se
identificó como (+EDTA). Finalmente en las últimas
2 alícuotas no se agregó preservador alguno y en
ellas se determinó creatinina y citrato, identificándo-
las como (SC).

Para el caso de creatinina, se realizaron diluciones
con agua desionizada (1:20), se refrigeraron y se co-
rrieron en un lapso de 5 días; para el caso de calcio y
fósforo las alícuotas fueron diluidas (calcio = 1:50
con cloruro de lantano; fósforo = 1:10 con agua de-
sionizada), almacenadas a -4 °C y procesadas en el
lapso de cinco días; para el caso de ácido úrico, una
vez hechas las diluciones con agua desionizada
(1:10), se almacenaron a -4 °C y se corrieron en el
lapso de 15 días; para el caso de oxalato la dilución
fue hecha con un volumen igual del diluyente proveí-
do por el manufacturador, almacenada a -70 °C y co-



Lilia Llamazares-Azuara y cols.

12 Bioquimia

edigraphic.com

rrida en el lapso de 15 días. Finalmente, para el caso
de citrato no se realizó dilución, almacenándose la
alícuota a -70 °C hasta su ensayo dentro de un lapso
de 15 días. Para la cuantificación de los analitos se
utilizaron las siguientes técnicas químico-analíticas:
creatinina, por reacción de Jaffé (analizador de crea-
tinina 2 Beckman);7 calcio, por espectrofotometría de
absorción atómica (espectrofotómetro de absorción
atómica Perkin Elmer, Mod. 2380);8 fósforo, por téc-
nica colorimétrica Fiske-Subarrow modificada;9 ácido
úrico, por técnica enzimática de uricasa (Sigma Diag-
nostics 292-UV);10 oxalatos, por técnica enzimática
(Sigma Diagnostics 591);11 citratos, por técnica enzi-
mática de citrato liasa (Boehringer Mannheim, UV
139076).12

Diseño del estudio y análisis de datos

El estudio tuvo una estructura de tratamiento de una
vía y una estructura de diseño de bloques completos
al azar. El análisis de los datos para cada analito se
llevó a cabo a través de un ANDEVA de una vía (mé-
todos de preservación) considerando al sujeto como
bloque. Para cada uno de los analitos, se evaluó si
los residuales del modelo mixto ajustaron a la nor-
mal (prueba de Shapiro Wilk) y si existía homogenei-
dad de varianzas entre los métodos de preservación
(prueba de Brown- Forsythe) de lo contrario los da-
tos sufrieron transformación de Box-Cox y los crite-
rios paramétricos fueron reevaluados. Si el ANDEVA
de una vía resultó significativo se procedió a compa-
rar las medias utilizando las pruebas de Tukey-Kra-
mer HSD (más de dos medias) o la t-Student (dos me-
dias) para identificar entre qué métodos de preservación
existía diferencia.13 El nivel de α impuesto fue de 0.05
y el análisis se llevó a cabo con el programa JMP
profesional V. 5.01. Todos los datos son el promedio
± error estándar (EE).

RESULTADOS

Como se puede observar en el cuadro I, la concentra-
ción urinaria de creatinina fue semejante entre los di-
versos métodos de preservación (rango de 1,296 a
1,326 mg/L), excepto en la orina +NaOH, la cual
mostró una concentración más baja con respecto a
las orinas acidificadas (1,283 ± 107 mg/L, p < 0.05).
En cuanto a las concentraciones urinarias de calcio,
fósforo y oxalatos, se encontró que el método de pre-
servación HCl o +HCl no hace diferencia en las con-
centraciones obtenidas. Para el caso de la concentra-
ción urinaria de ácido úrico se encontró que el
método de preservación NaOH o + NaOH tampoco
hace diferencia en las concentraciones obtenidas. Fi-
nalmente, la concentración urinaria de citrato fue se-
mejante entre los métodos de preservación NaOH, SC
y +EDTA, sin embargo, la concentración de citrato
fue significativamente menor con respecto a los tres
métodos anteriores cuando el método de preservación
fue +NaOH (292 ± 33 mg/L, p < 0.05).

DISCUSIÓN

El uso de preservadores urinarios reduce el creci-
miento y la acción bacteriana,14 y en algunos casos es
necesaria su adición para lograr la completa recupe-
ración del analito de interés.5,15 En vista de que en
ocasiones se solicita al laboratorio clínico la cuantifi-
cación de múltiples analitos urinarios, y de que la de-
terminación de éstos requiere de condiciones fisico-
químicas particulares, es que es común solicitar al
paciente que realice más de una colección urinaria en
función del tipo de analito solicitado y su correspon-
diente conservador. El presente trabajo tuvo como
propósito el evaluar los efectos que tiene el añadir el
preservador antes o después de colectar la orina de
24 h sobre la cuantificación urinaria de creatinina,

Cuadro 1. Concentraciones urinarias con los diferentes métodos de preservación.

Creatinina Calcio Fósforo Oxalato Ac. úrico Citrato
Preservador mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

HCl 1,318 ± 108 111 ± 14.0 704 ± 66 28.5 ± 2.4
+HCl 1,326 ± 109 109 ± 14.6 753 ± 74 28.2 ± 2.3
NaOH 1,296 ± 107 458 ± 42.4 335 ± 33
+NaOH 1,283 ± 107* 464 ± 44.0 292 ± 33†
SC 1,319 ± 110 336 ± 34
+EDTA 1,308 ± 110 310 ± 33

Valores promedio ± error estándar (EE). SC: sin conservador; *p < 0.05 vs HCl o +HCl; † p < 0.05 vs NaOH o SC.
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calcio, fósforo, ácido úrico, oxalatos y citratos. Los
resultados muestran que es posible obtener esencial-
mente los mismos resultados en concentración urina-
ria de creatinina, calcio, fósforo y oxalato si la orina
se acidifica desde el inicio de la colección (HCl) o si se
acidifica hasta que llega al laboratorio (+HCl), cuan-
do no han pasado más de 2 horas de la última colec-
ción. Por lo que toca a la concentración urinaria de
creatinina, ésta fue semejante a la obtenida bajo aci-
dificación temprana o tardía, si el método de preser-
vación fue NaOH, +EDTA o si no se usó preserva-
ción alguna. En contraste, el único método de
preservación que redujo significativamente la con-
centración urinaria de creatinina fue el de la alcalini-
zación tardía (+NaOH). Entonces, los presentes re-
sultados indican que cuando se mide la concentración
urinaria de creatinina por el método de picrato alcali-
no (Jaffé) y se ha colectado la orina por 24 h el uso o
no de conservadores es irrelevante, confirmando lo
reportado por otros.3,16,17

Está ampliamente documentado3,4,18,19 el papel que
juega el HCl como preservador urinario para evitar
la precipitación de calcio y garantizar la disolución
total del fosfato. También está documentado que la
acidificación de la orina evita la interferencia del as-
corbato en la determinación de oxalato, ya que la
condición alcalina de la orina transforma al ascorba-
to en oxalato;3,4,11,18,20-24 de nueva cuenta, nuestros re-
sultados indican que el preservar la orina durante
toda la colección con HCl tiene el mismo efecto que si
se acidifica al recibir la muestra en el laboratorio.

Por otro lado, se sabe que NaOH evita la precipi-
tación del ácido úrico4 pero además se ha documenta-
do la ventaja que representa el diluir la muestra pre-
vio a su almacenamiento para evitar que su
cuantificación sea subestimada;25,26 los resultados del
estudio señalan que el preservar la orina durante
toda la colección con NaOH tiene el mismo efecto que
si se alcaliniza al recibir la muestra en el laboratorio.

Se ha sugerido que el calcio presente en la orina
tiende a subestimar la concentración de citrato, au-
mentando con ello la frecuencia de hipocitraturia.13

Por ello, algunos laboratorios acostumbran preser-
var la orina con EDTA para quelar el calcio. Los re-
sultados muestran, sin embargo, que el colectar la
orina sin preservador alguno (SC) o preservándola
con NaOH o con +EDTA no hace diferencia en la
concentración de citrato obtenida. Por otro lado, es
reconocido que la actividad de la citrato liasa es más
estable cuando la reacción se lleva a cabo en orinas
con pHs alrededor de 8;27 en los casos anteriores de
preservación el pH urinario se encontró abajo de 7,

mientras que el procedimiento +NAOH dio lugar a
que la orina alcanzara un pH alrededor de 8 y que la
concentración de citrato fuera significativamente me-
nor que con los otros métodos de preservación. Así,
consideramos que este último método de preservación
(+NaOH) debería ser el de elección para la cuantifi-
cación de citrato en la orina.

En resumen, los resultados del presente estudio in-
dican que para medir la concentración urinaria de
creatinina, calcio, fósforo, oxalato, ácido úrico o ci-
trato no es necesario preservar la orina de 24 h con
conservador alguno (HCl, NaOH), siempre y cuando
esta colección circádica sea recibida prontamente en
el laboratorio (dentro de las dos horas de la última
colección) ya que una vez en él se puede: 1) diluir, al-
macenar y proceder a cuantificar la concentración
urinaria de creatinina; 2) acidificar, diluir y proceder
a cuantificar la concentración urinaria de calcio, fós-
foro y oxalato, 3) alcalinizar, diluir y proceder a
cuantificar ácido úrico y 4) alcalinizar y proceder a
cuantificar citrato, sin detrimento en la confiabilidad
de la determinación. Esto aparte de ahorrar costos de
manejo de muestra y de evitar la producción de olo-
res que pueden resultar desagradables para el pacien-
te, aumenta la comodidad y seguridad para el mismo.
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