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El sedimento wurinario mediante citomeiria de flyjo:
opciones en el mercado, pros y contras ce cada una de
ellas.

Flujos de trabajo y algoritmos de cribado. Ventajas e
Inconvenientes con respecto al analisis de imagenes.
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¢, Qué buscamos en un
analisis basico de orina?
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Variables a tener en cuenta.......

Técnicas de recoleccion
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¢A qué poblacion atendemos?
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¢,Con quée equipamiento contamos en nuestro Laboratoric?
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A ¢ Tenemos capacidad de decision en la
eleccion de la tecnologia que utilizamos ?




NACIONAL DEL c 2
A MALAGA
: [ABCLIN e
PPALACIO DE FERIAS Y CONGRISOL Uk MALAGA /176
s y

ASFR  SEQCM

A ]
CITOMETRIA DE FLUJO EN EL ESTUDIO DE LA ORINA
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DEFINICIONES BASICAS

A
)  La CITOMETRIA es el estudio, caracterizacion v recuento de
células.
P « La CITOMETRIA DE FLUJO es una tecnologia que nos

permite la medicion simuitanea ac diferentes caracteristicas
de las células en suspension.
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Un poto de Historia....... - LABCLIN #4288 Caomd
1934 (Moldavan) y 1941 (Kielland): primeros citometros de flujo para
recuento de particulas.

Finales de los afios 40 y comienzo de los 50: Gucker, Crossland, Taylor y
Coulter: contadores de particulas que median su tamafnio y su volumen.,
1965: Kamentsky y col.: consiguen un equipo que mide varios parametros
en una célulay la dispersion de la luz cuando ésta airaviesa dichas
células. Dicho equipo realiza cuatro medidas por célula y analiza
informaticamente los resultados. A paitir de este equipo, Ortho desarroll6 el
Cytograf y el Cytofluorograt

1965: Meyer-Doering y Knauer desarrollan un contador de particulas en
base a la dispersién de !a luz

1968: Dittrixh y Gohde: consiguen realizar la medicion de la fluorescencia  _y
de particulas que se mueven en una corriente de flujo

ARos 80: nueva generacion de citometros de flujo : FACS-can de Becton-,
Dickinson® y el EPICS Profile de Coulter®

. oA
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ESTRUCTURA DE UN CITOMETRO o &

. SISTEMA FLUIDICO: consta de dos fluidos

» El que contiene las células en suspension
« El fluido envolvente (sheat) que da estabiidad a la
suspension

. SISTEMA OPTICO: que inciuye:
» Un sistema de excitacion laser, varios lentes y prismas
« Una seccion gue genera las sefales y las recoge

. SISTEMA ELECTRONICO O ELECTROINFORMATICO: digitaliza
las senales recibidas.
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A: emisor haz luz monocromatica (laser). El haz es colimado (L1) y

A SFL enfocado (L2)sobre camara de flujo laminai ( C)
Tras atravesar la camara, el rayo de luz directo es detenido por una
(D3) . pantalla (s) y la luz dispersada es enfocada por otra lerite (L3) sobre un
(F2) fotodiodo (D1), que constituye el detecior de dispersion frontal (FSC),

gue nos indicaria el tamafio celular

La luz dispersada latcralmente y la fluorescencia se enfocan gracias a
(D2) una lente schre un espejo dicroido (M) que refleja la mayoria de la luz
@ de igual longitud de onda que la producida por la fuente (A), atraviesa
(L4) 55C un filtro (F1) e incide sobre un detector (D2), ésto constituye el sistema

de deteccion de dispersion lateral (SSC), que nos indicaria la
[ﬁ< > ] rsc ¢ )mplejidad o granulosidad celular.

La luz con una longitud de onda diferente a la emitida, atraviesa el
(A) (L) (L2) (L3) oy espejo dicroico e incide sobre un filtro inferencial (F2), que se puede

ajustar en funcién de la longitud de onda.

Finalmente incide sobre un tubo fotomultiplicador (D3) y ésto constituye

el detector lateral de fluorescencia (SFL) A

- (M) (F1)
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2« La citometria de flujo cuenta y clasifica las células mediante:

d Analisis de la dispersion frontal de la luz (FSC)
: [ Dispersion lateral de la luz (SSC)
O Luz fluorescente lateral (SFL)

Tecnologia

« La citometria de flujo con fluorescencia se lleva cabo ahora con unpy
laser azul (488nm)

» Dos canales de analisis diferentes (superficie y nucleo) -

« Senal de la despolarizacion lateral de la luz (DSS)



S_Fsc

Peqliefo

XVI CONGRESO NACIONAL DEL LABORATORIO CLINICO L

MALAGA
LABCLIN M4

PALACIO DE FERIAS Y CONGRESOS Uk MALAGA / TTCMA

s ABFR  SEQCM

Tamano: medio-muy firande

Fluores

[Tamarnio:
pequeno-mediano

1

P
Fsc . T Sperm

amano: muy pequeno

Ia| E'_/\I |Baja fluorescencia

ancia media-alta

S2: FLL / Fsc - Dispersograma

RN

A

AN

Tamano:

AN

media-alta

Tamano: pequefio

Fluorescencia baja a media

medio-grande

Fluorescencia
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0,200mm
Tiefe (¢
Depth
Profondeur

0,0625mm?

Fuchs
Rosenthal

Opi
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Camara de Fuchs-

Citometria de flujo

Rosenthal
Muestra no Muestra 1io
centrifugada centrilugada
Recuento por Recuento por
microlitro microlitro
Recuento manual Recuento
en microscopio automatico

(estandarizacion)

Recuento estimado
(varia segun el
operador)

Recuento preciso
(reproducible)




Evaluacion del recuento de Hematies y Leucocitos en camara de
Camara de Fuchs-Rosenthal y Citdmetro de flujo

PRECISION CV: 1,55 CV: 0,99
LINEALIDAD R2: 0,997 R2: 0,999
CORRF'_ACION r: 0,999 r: 0,950
| . @ ~ .
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e
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5 S o
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¢CUAL ES EL METODO GOLD ESTANDAR PARA
EL ESTUDIO DEL SEDIMENTO DE ORINA?

90/10 Beam Splitter

DM 560SP

s A

Focusing lens
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| Gold Standard es latécnica de referenciarecomendada por las
uias Clinicas*

En el caso de Urianalisis, el Gold Siandard es ia revision manual del
sedimento en la orina fresca (sin centiifugar) en una camara de recuento

AFuchs Rosenthal, Neubauer o equivalente) y posterior visualizacion mediante
microscopio.

A

*Guias Clinicas: ECLM. European Urinalysis Guidelines. In: Kouri T, Fogazzi G, Gant V,
Hallander H,Hofmann W, Guder WG, editors, Scand J Clin Lab Invest 2000 (Suppl). A

. oA
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Pmeed,ggv flow cytometry in urine analysis % m

Advanced Create alert Create R55 User Guide

Save Email Send to Sorted by: Bast match ’7 Display options £
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Ventajas de la CITOMETRIA DE FLUJO

Pa : _ : .
« Rapidez : nos permite procesar un gran ndmero de muestras en
poco tiempo.
« Analisis OBJETIVO Y REPRODUCIBLE
1.Sistema de Fluidos
> 4

2.Fuente/s de Luz
3.Sistema Optico ,

4.Sistema Informatico de adquisiciéon de datos
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Beneficios de la Citometria de flujo:

Informe: particulas/uL)

Los instrumentos son muy rapidos.

Tienen un grado de imprecision bajo

Mejora la estandarizacion: Preporcionan mayor reproducibilidad de

los resultados, ya que se evitan discrepancias entre posibles
observadores.

e Permiten la carga continua

e Evitan la fatina del observado

e Utilizan orina compieta, con lo cual se evitan los posibles errores
debidos a centrifugacion, decantado y resuspension del sedimento. A
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MUESTRAS DE ORINA

A

1. Disminuir la carga de trabajo del personal técnico y iacultativo.

2. Ahorrar costes.
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PUNTO DE INELEXION P

Creacion de una Comision con el Servicio de Microbiologia de
nuestro Hospital, tras la evaluacion de resultados y el a'tc indice de
cultivos negativos de orina

¢, CUAL ERA SU FINALIDAD?

Cultivar SOLO aquellas orinas que cumplan una serie de
criterios en el analisis previo P>
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4 ¢ COMO INCORPORAMOS EL
CITOMETRO EN NUESTRA
RUTINA?
7?75

P 4

-
o

]

- A



A :

LECTURA DE LA TIRA REACTIVA
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FSTUDIO DE LAS
MUESTRAS CON
CRITERIOS POSITIVOS
MEDIANTE IMAGEN O
CITOMETRIA

CRITERIOS PARA CONTINUAR O NO EL ESTUDIO A
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Procedimiento de Microbiologia Clinica

Recomendaciones de la Sociedad Espaniola de
Enfermedades Infecciosas y Microbjalogia CHiflisa

v
elmc

Diagnostico microbiologico de
\as infecciones del tracto urinario

https://seimc.org/contenidos/documentoscientificos/procedimientosmicrobiologia/seimc—procedimientolAﬁ./pdf A
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OBJETIVOS DE LOS SISTEMAS AUTOMATIZADOS (SEIMC)

1. Proporcionar unos parametros adicionales para una evaluacion mas completa de la
muestra

2. Jdentificar las orinas presuntamente negati\, 1S ppara no cultivarlas.

—
v
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Para cribar las orinas se pueden usar 3 estrategias:

1. Cribado por microscopia manual o automatizada y fira
reactiva.

= 2. Cribado por citometria de flujo
3. Cribado con cultivo en medio liquido.

N/ 4
A\
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Cribado por citometria de flujo

Pa|
Se usa el recuento de bacterias/pL con o sin el recuento de ieucocitcs/pL.

~ Principales ventajas:
1. Deteccion directa de microorganismos

>

2. Cuantificar su presencia en la muestia.
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Principales limitaciones de la citometria son:

A

1. Cada centro debe establecer los puntos de coiie propios paia cada
poblacion de pacientes en funcion fundamentalmente del genero, la edad del
_paciente y la patologia a descartar.

2. La mayoria de los estudios de cribado por citometria buscan un punto de
_ corte para detectar recuentos de 210.000 UFC/mL.

3. Faltan datos para las muestras con recuentos de <10.000 UFC/mL.
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4. En cuanto a la deteccion de microorganismos Gram-positivos, algunos trabajos
Adpuntan a que podria ser de utilidad solamente en orinas con recuentos de mas de

1.000.000 UFC/mL.

5. La deteccion de levaduras no siempre es fiable por la superposicion de
escatergramas de éstas ultimas con hematies, especiaimente con los hematies

dismorficos.

g
6. Los puntos de corte para el cribado dependeran no solo de las caracteristicas de

pacientes, sino de la sensibilidad que se busca y de la tasa de falsos negativos que

se considera aceptable. B .
. ok SRR S i ]
i A R o = A
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Puntos décorte encontrados eh distintos estudios
- para reducir la siembra de muestras de orina

Ndamero

Mujeres (%);
muestras

Criterio(s) de

Punto(s) de corte
de recuento de

XVI CONGRESO NACIONAL DEL LABORATORIO CLINICO

LABCLIN

Sensibilidad (%);

(%) leucocitos )
. 65 bacteriasiul y 100 ey
2010 703 T0%; 18,2% 210* UFCimL leucocitos/ul 98%:; 43%
Global: 405
bacterias/yl y 16
leucos/ul
Finnish national Varones adultos: 40 1
guidelines bacteriasipl y 17 97% (global); 84_'5%
: . 96,8% (hombre);
Jolkonnen ef (dependiendo de leucocitos/y|
1.004 64,7% ) ) - N 72,1%
al. 2010 tipo de paciente y Mujeres adullss: 630 -
) ! : F 96% (mujer); 60,5%
recogida da la bacterias/ul y 10 7% (nifioe s 70.9%
muestra) leucocitos/ul (rifios), 70,
Mifios (<16 afios): 40
bacteriasiuly 17
lzucocitos/pl
26 bacterias/pl con el
- criterio 1 _
1. No crecimiento - 95%; 20% (criterio 1)
Sroaren et al 1577 2% 56.8% | 2. 210° UFGImL 38 becteriasiul-con &l | gge; 289% (criterio 2)
.3 N -
3. 210° UFC/mL 230 bacterias/yL con 95%; 52% (criterio 3)
el criterio 3
T
\ |
Guticrez ef al. 346 43%; 0% 2. 210° UFC/mL 2200 bacterias/uL 99,1%:; 60,2%
' mujeres
frigo M et al. ) el 210 UFCimLcon ¢l | 460 bacterias/ul y 40 .
2016 a3 BOBWI512% | | deITU leucocitos/ul 98,1%; 57.2%
1. 210° UFC/mL . . o
2. Cualquier gnq&ﬁenasfpl conel | 96,9%; 49% (crterio
oy recuento siempre . X -
Gaer!s et al. 7499 56%: 40% que el cultivo se QE?U I:Ipanlenas:fpl con el BS.IS%, 34% (criterio 2
2018 valord como positivo | SAterio 2 (mujer) mujer)
o o 400 bacterias/yl con el | 86,4%; 71% (criterio 2
y se realizd o
iy criterio 2 (varones) hombre)
antibiograma.
Mo hay un punto de
Eﬁfﬁn corte fijo, sino que se
M etal du n:?snd d ha usado LDA (ana
onsen et al 1312 B8,3%; 704% | dependiendo de lisis discriminante 95%; 42%
207 tipo de paciente y ;
5 lineal) para la
recogida de la -
muestra) combinacion de
bacterias y leucocitos

*En este estudio se ha buscado un punto de corte que corresponde al valor predictivo negativo de 295%

s
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JONAL DEL LABORAT
Eurcpean Journal of Pediatrics MALAGA
hittps://dol.org/10.1007/500431-018-3307-7 LABC LI N 19 21 OCTUB

ORIGINAL ARTICLE @ S0 AR SEQCH
Urine flow cytometry is an adequate screening tool for urinary tract : . .
A infections in children La citometria de ﬂUjO

urinario as  un método
L eficiente en el diagnostico o
'Ecseprinéerv;:g GmbH ec:rminy, ;erSptingefE;‘:tp:re-zms o descarte de Ia ITU en
pacientes pediatricos en un
hospital general.
El recuento bacteriano es

Maarten Broeren' - Rélana Nowacki? - Feico Halbertsma® () - Nicolaas Arents” - Sebastiaan Zegers®

Cut-off Sensitivity 95% Cl Specificity Q5% ( NPV (%) PPV (%) , .
el marcador mas sensible
1 70/l 1.4 0.94—1.00 (.35 0.75-0.91 I 35 P .

[ 250w 0.97 089099 09l 082095 _ 97 T | y especC ifico para predecw
3007l 0.94 0.85-0.95 052 083 0.9 94 a1 una InfeCCIGn urlnarla en
S00/ul 0.89 0.79-09 5 7098 a1 93 . . , .
2500/ul 0.80 68088 095 0.87-0.98 B4 93 pacientes sintomaticos con
00 .65 0.53-0.76 0.7 0.91-0.99 7 L |euc0C|tu rla’ con mayor
NPV negative predictive value, 2PV positive predictive value, Cf confidential imterval SenS| b| I |dad y es peCJDC'dad

o A
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A ARTICULO 5
Eficacia y optimizacion de la citometria de iiujo en €l
cribado universal de la infeccién del tracto urinario S\

Patricia Gallego Angui, Juan Cuadros Gonzalez, Juan Romanyk, Fefia Gomez Herruz, Rosa Gonzalez, Teresa

Arroyo y José Vicente Saz
Revista del Laboratorio Clinico, 2019-04-01, Volumen 12, Ndmero 2, Paginas 72-83, Copyright @ 2019 AEBM-ML, AEFA y SEQC-ML

El sistema de citometria de fliujo podria evitar la siembra de un
32% de las muestras de orina incluso aplicando criterios estrictos de
positividad en urocultivos con recuentos bajos.



A

. Discriminan las muestras negativas, evitando que el Facultativo pierda tiempo
en estas muestras.

« Mayor dedicacion del Facultativo a las muesiras positivas.

_+ Rapidez en el resultado para el procesamienio de las muestras positivas
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La utilizacion de tecnologia automatica como en el caso
del CITOMETRO DE FLUJO, mejora la precision y la
exactitud de los resultados, por lo que son perfectamente
validos para hacer un excelente cribado rutinaric,
disminuyendo notablemente el uso del microscopio
optico.
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~ VYamos a situarnos.....

Area de influencia: mas
de 500000 habitantes

MAPA DEL AREA SANITARIA

AREA DE REFERENCIA
DA XERENCIA DE XESTION INTEGRADA DE A CORUNA
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¢, De donde proceden las peticiones de analisis?

A

* Centros de Salud/Ambulatorios (77 en nuestra Area Sanitaria)

* Hospitales que componen el Complejo.

g
* Muestras para determinaciones especiales del HVX.

* Otros: Residencias tercera edad, Centro Penitenciario.



2021

Mas de 2700 solicitudes
analiticas diarias

Muestras: mas 15000/dia

il'ones de determinaciones
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TIPOS DE MUESTRAS:

1. PROTOCOLO ITU

1.NO PROTOCOLO ITU




PROTOCOLO ITU LABCLIN #52,_

s ASFA SEQCM-
LLEGADA MUESTRAS
AREA PREANALITICA
[TAPON AZUL | V LTAPC')N BLANCO]
| ¥ =%
[ CITOMETRO ‘n
MICROBIOLOGIAJ -
| [TIRA REACTIVA]
SIEMBRA EN EUNCION )
DEL RECUENTO Dtl ' ESTUDIO DE IMAGEN EN FUNCION DE LOS CRITERIOS DEL
CITOMETRO \ CITOMETRO CELULAS DE EPITELIO RENAL, CILINDROS




A MUESTRAS NO PERTENECIENTES AL
~  PROTOCOLO ITU

LLEGADA MUESTRAS A
LA SECCION DE URIANALlSIS

TIRA REACTIVA. SI nitritos

XVI CONGRESO NACIONAL DEL LABORATORIO CLINICO

LABCLIN #2482

A/ ABFR  SEQCM

(+)y/o hemoglobina > (+)
y/o esterasa leucocitaria (+)
y/o proteinas > (+)
Procesamiiento en equipo de imagen. Si:

YLC (+) y/o SRC (+), y/o CIL. Patolégicos ]

(+) y/o Espermatozoides (+)

r ARCHIVO

[Revisién de las imégenes]

o

A
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La citometria de flujo es una alternativa a tener en
cuenta a la hora del estudio de la orina elemental

La figura del Analista Clinico no pierde valor con los
nuevos sistemas automatizados, ya que en muclhios
casos es IMPRESCINDIBLE la valoracion de la
muestra por mlcroscop|a convencmnal
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