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Resumen

Introduccion: La citometria de flujo ha mostrado en los Gltimos afos su utilidad en el cribado
de infeccion urinaria y su integracion en los Servicios de Microbiologia podria evitar la siembra
de hasta el 60% de las muestras del area. El proposito de este trabajo es valorar su utilidad en
el cribado universal y la rentabilidad diagnostica en diferentes subpoblaciones.

Material y métodos: Se analizaron 1.338 muestras mediante citometria de flujo (Sysmex UF-
1000i) y urocultivo en agar CPS. Se informaron como positivos los cultivos con 1 0 2 uropatégenos
y recuentos superiores a 10° UFC/ml y en poblaciones especiales, recuentos inferiores con un
solo uropatdgeno.

Resultados: Utilizando un punto de corte de > 17,1 bacterias/ul 0>29,5 leucocitos/ul se con-
siguio una sensibilidad del 95,15% y un porcentaje de cribado del 32,14%. De los once falsos
negativos, seis presentaban recuentos bajos y en uno se cultivo Candida glabrata. En el estudio
por subgrupos se encontraron variaciones estadisticamente significativas respecto al género y
la procedencia. El punto de corte en los varones fue inferior con respecto a las mujeres. Sin
embargo, se mantuvo estable en las muestras de Atencion Primaria, reduciéndose sustancial-
mente en las hospitalarias. El valor predictivo negativo permanecié siempre por encima del
95%.

Conclusion: El sistema de citometria de flujo puede evitar la siembra del 32% de las muestras
aplicando criterios estrictos de positividad. En nuestro hospital, habria evitado la siembra de
13.705 orinas en 2016, y podria aumentar combinando los puntos de corte con la procedencia
y el género de las muestras.
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Efficacy and optimisation of flow cytometry in the universal screening of urinary
tract infection

Abstract

Introduction: Flow cytometry has shown to be useful for ruling out urinary tract infection over
the last few years. Its integration into the Microbiology Laboratories could avoid the urine
culture of 60% of the samples. The aim of this study is to evaluate the usefulness of flow
cytometry in the universal screening, as well as to improve its efficacy by using specific cut-off

Material and methods: A total of 1338 urine samples were analysed by flow cytometry (Sysmex
UF-1000i), as well as a urine culture in CPS agar. Cultures with one or two pathogens and more
than 10,000 CFU/mL, and special cases with less counts but just one pathogen, were considered

Results: A cut-off of >17.1 bacteria/pl or >29.5 leucocytes/pl resulted with a sensitivity of
95.15% and a screening yield of 32.14%. Eleven false negative were obtained, but six of them
showed low counts, and another was due to Candida glabrata. On the other hand, statistically
significant variations were found as regards gender and origin of the patients. The cut-off of
male samples was lower than female ones. However, it remained stable in the samples from
Primary Care, and it decreased notably in those from the hospital. The negative predictive

Conclusion: Automated flow cytometry can avoid the culture of 32% of samples, even after
applying tight positive criteria. In the study hospital, it would have avoided the culture of
13,705 urine samples in the year 2016. These results could improve by combining cut-off points,
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uTl
points in different groups.
as positive.
value always remained over 95%.
gender, and origin of patients.
Introduccion

La infeccion del tracto urinario (ITU) es una de las patologias
infecciosas mas frecuentes y que demanda un importante
volumen de muestras en el Laboratorio de Microbiologia. El
método de eleccion en el diagnéstico de la ITU es el cul-
tivo, a pesar de que solo un 17-37% presenta un crecimiento
clinicamente significativo'™“. El uso de medios cromogéni-
cos permite la identificacion rapida de los patdgenos en
muchas muestras, especialmente en el caso de Escheri-
chia coli (E. coli), pero también supone un gasto adicional
importante en comparacion con los medios de cultivo cla-
sicos. Por este motivo se han buscado métodos alternativos
que permitan descartar los urocultivos sin crecimiento valo-
rable de microorganismos en el menor tiempo posible. El
sedimento es imprescindible para la deteccion de piuria y
la valoracion de afectacion renal, sin embargo, carece de
la especificidad adecuada para su utilizacion como prueba
diagndstica®. La presencia de nitritos es altamente especi-
fica de bacteriuria (97%), pero presenta baja sensibilidad
(0-44%)°. La tincion de Gram es quiza el método mas simple
y barato para identificar orinas con recuentos elevados, aun-
que su baja sensibilidad y falta de automatizacion lo hacen
en muchos casos impracticable como método de rutina en
el laboratorio®. La introduccion de los diferentes sistemas
automatizados para el cribado de ITU, con una sensibili-
dad y especificidad generalmente aceptables’-® ha supuesto
un paso adelante en este sentido. Su principal problema
es que no permiten descartar las muestras contaminadas
y retrasan el procesamiento, ya que obligan a conservar

todas las muestras refrigeradas hasta la obtencion de los
resultados.

En nuestro hospital se realizaron 42.831 cultivos de orina
en el ano 2016 (36% del total de muestras enviadas al servicio
de Microbiologia), lo cual supone una considerable carga de
trabajo. Los sistemas de citometria de flujo han demostrado
en los Ultimos anos su utilidad en el cribado de las orinas y
algunos estudios indican que pueden evitar la siembra de
hasta el 60% de las orinas en poblacién adulta no gestantes
de Atencion Primaria. La integracion de estos sistemas en
los Servicios de Microbiologia Hospitalaria permitiria adelan-
tar 24 h resultados negativos y evitar la siembra de muchas
muestras, por lo que es una importante herramienta de cri-
bado, alternativa a otras técnicas como la deteccion de ATP
bacteriano. No hay datos, sin embargo, sobre su utilizacion
en otras poblaciones como gestantes, pediatria y pacientes
hospitalizados.

El proposito de este trabajo es valorar la utilidad de la
citometria de flujo en el cribado de las muestras de orina
en la poblacion general y evaluar la rentabilidad del estudio
de distintas subpoblaciones. Como objetivos secundarios se
estudian la utilidad de las células epiteliales como marca-
dor de contaminaciéon' y la capacidad de la citometria para
diferenciar las caracteristicas morfologicas de las bacterias
causantes de ITU.

Material y métodos

Desde septiembre de 2016 hasta enero de 2017 se reco-
gieron, a dias alternos, todas las muestras de orina que
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Tabla 1 Numero de pacientes en funcion del género y la procedencia. Entre paréntesis se muestra el nimero de infecciones
Atencion Primaria Consultas externas Hospitalaria Urgencias Obstetricia-Ginecologia (consultas)

Mujer 462 (119) 123 (25) 41 (11) 164 (38) 150 (10)

Varon 162 (30) 109 (12) 28 (5) 97 (17) 0 (0)

llegaron al Laboratorio de Microbiologia. Se analizaron un
total de 1.338 muestras, 940 de mujeres y 396 de varo-
nes. De estas, el 46,6% procedian de Atencion Primaria, el
19,5% de urgencias, 17% de consultas externas y el 24,7%
correspondieron a muestras hospitalarias, principalmente
de pacientes hospitalizados en Medicina Interna, aunque
también procedentes de plantas de Obstetricia, Pediatria,
UCI y Neurologia (tabla 1). Las muestras fueron recogidas
tanto por miccion espontanea como por sonda, aunque estas
Ultimas no supusieron mas del 3% por lo que no se pudo
hacer un estudio independiente. Todas las muestras fueron
transportadas en tubos de 10ml de vacio con acido borico
como conservante (BD Vacutainer Plus C&S) y procesadas
el mismo dia de su recepciéon (maximo 12 h), manteniendo
la cadena de frio. Ninguna muestra estuvo mas de 2 h sin
refrigerar. Se procesaron muestras de todos los perfiles de
pacientes, aunque no se recibieron muestras de pacientes
inmunodeprimidos. Se incluyeron pacientes pediatricos, que
se analizaron junto con el resto de muestras y que repre-
sentaron un 5%. Se excluyeron solo las orinas hematuricas
o con alta turbidez, y volimenes por debajo de 5ml. Todas
las muestras fueron analizadas mediante citometria de flujo
(Sysmex UF-1000i). Como método de referencia se utilizé el
cultivo en placa con asa calibrada estéril de 10 pl en medio
cromogénico agar CPS (BioMerieux, Espana), incubado 24h
a 36°C. Se informaron como positivos todos los cultivos con
1 0 2 uropatdgenos y recuentos superiores a 10.000 UFC/ml.
En poblaciones especiales como pacientes uroldgicos, muje-
res con sintomas de ITU, varones y pacientes sondados, se
informaron también como positivos cultivos con recuentos
inferiores (102-10* UFC/ml) con un solo uropatégeno.

Mediante la curva ROC se calcul6 el punto de corte para
las bacterias/pl y los leucocitos/pl, fijando una sensibili-
dad del 95%, condicion necesaria para un método de cribado
optimo. A partir de este se calcularon los parametros de
valor predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN).

La identificacion del patdgeno se realizo por espectro-
metria de masas (MALDI-TOF, BrukerBiotyper) directamente
sobre colonias aisladas del cultivo.

Se estudiaron el recuento de bacterias, levaduras y
leucocitos/pl como marcadores de infeccion, la morfologia
de las bacterias y el recuento de células epiteliales/ul como
posible marcador de contaminacion.

Resultados

De las 1.338 muestras analizadas, 268 (20%) fueron positivas
basandonos en el cultivo: 13 con un recuento entre 10? y 10°
UFC/ml, 13 con 10° -10* UFC/ml, 43 con 10*-10° UFC/ml y
199 con > 10° UFC/ml. El 53% de los aislamientos correspon-
dieron a E. coli, que es el principal causante de ITU. El 14%
correspondio a Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae), 6%
a Proteus spp., 6% Enterococcus spp. y 5% a Streptococcus

agalactiae. El otro 16% fueron cultivos de diferentes pato-
genos. Se consideraron contaminadas 87 (6,5%) muestras.

Para una sensibilidad del 95,15%, se obtuvieron unos pun-
tos de corte de > 17,1 bacterias/ul o >29,5 leucocitos/ pul,
con un valor predictivo negativo del 97% y una especificidad
del 38,97%. Esto supone que en el 32% (430 muestras) de las
muestras podria haberse evitado el cultivo. Los resultados se
presentan en la tabla 2. Se obtuvieron once falsos negativos.
Seis correspondieron a cultivos con recuentos relativamente
bajos y uno se debio al crecimiento de una Candida glabrata
(C. glabrata), que se rescatd por presentar una lectura de
220,9 levaduras/pl. Solo uno se present6é en un paciente
hospitalizado, en cuyo urocultivo crecieron > 10° UFC/ml de
K. pneumoniae (tabla 3).

Ademas del recuento de bacterias y leucocitos se ana-
liz6 el recuento de levaduras. Tomando como referencia el
crecimiento del cultivo solo se identificaron 7 muestras con
crecimiento puro de Candida spp., por lo que no se pudo
realizar el estudio estadistico en este grupo.

Asi mismo se hicieron diferentes subgrupos con el obje-
tivo de encontrar puntos de corte mas especificos para
cada tipo de poblacion. Para ello se dividieron las mues-
tras en dos grupos segin su origen: Atencion Primaria y
Atencion Especializada. Las muestras de Atencion Primaria
no mostraron variacion significativa con respecto al ana-
lisis general y se conservo el punto de corte en >17,1
bacterias/pl. En este caso el punto de corte de los leu-
cocitos se establece en torno a los 348 leucocitos/ L,
lo cual lo hace una variable secundaria redundante en
esta subpoblacion. Para el analisis de muestras de Aten-
cién Especializada se decidié excluir a las pacientes de
obstetricia-ginecologia, ya que las modificaciones anato-
micas y funcionales en el embarazo aumentan el riesgo
de ITU con ausencia de piuria y pueden tener una reper-
cusion importante tanto para la madre como para el
feto''. No obstante, debido al bajo nimero de casos posi-
tivos (n=10), no se pudo calcular un punto de corte
para estas pacientes. Se incluyeron sin embargo mues-
tras de consultas externas, hospitalarias y de urgencias,
que supusieron un 42% (562) de la poblacion total. Para
conseguir una sensibilidad del 95,4% se redujo el punto
de corte hasta >9,1 bacterias/pl o >33,8 leucocitos/pl
(tabla 4).

También se estudiaron los pacientes segin el género,
encontrando diferencias estadisticamente significativas
entre ambos grupos: para los varones, con un corte de
>13,1 bacterias/pl, se obtuvo un VPN del 97,3%. Los
3 falsos negativos que se obtuvieron con este punto de
corte tuvieron un crecimiento en placa menor a 103
UFC/mL.

En el caso de las mujeres, al igual que en el caso de las
muestras de Atencion Especializada, se decidio excluir a las
pacientes obstétricas. Se obtuvo un punto de corte estable
en > 21,2 bacterias/plL, dando lugar a una sensibilidad del
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Tabla 2 Rentabilidad diagnostica en poblacion general (practica clinica habitual)
Bacterias Leucocitos Se Sp VPN VPP Cribado
17,1 29,5 95,15 38,97 96,98 28,08 32,14
Tabla 3 Falsos negativos en poblacion general (practica clinica habitual)
ID Género Edad Procedencia WBC BACT Urocultivo Bacteria
41796839 Varon 49 Consultas 1,2 4 Positivo S. aureus
externas (1.000-
10.000)
70621816 Varon 21 Atencion 1,4 5 Positivo E. coli
primaria (100-1.000)
70741808 Mujer 75 Atencion 2 16,2 Positivo Streptococcus
primaria (10.000- anginosus
100.000)
41809339 Varon 72 Consultas 0,2 4 Positivo K. pmeumoniae
externas (100-1.000)
70741133 Mujer 62 Atencion 2,1 6 Positivo Citrobacter
primaria (100-1.000)  farmeri
41812526 Varon 22 Hospitalaria 1,6 13,1 Positivo Klebsiella
(>100.000) pneumoniae
70764328 Varon 58 Atencion 2,1 3 Positivo Enterococcus
primaria (100-1.000)  faecalis
70799148 Mujer 4 Atencion 3,5 10,1 Positivo E. coli
primaria (>100.000)
41812913 Varon 58 Atencion 6,4 11,1 Positivo Morganella
primaria (10.000- morganii/
100.000) Enterococcus
faecalis
51817476 Varon 68 Consultas 2,5 9,1 Positivo E. coli
externas (100-1.000)
31817596 Mujer 75 Hospitalaria 6,3 3 Positivo Candida
(>100.000) glabrata
Tabla 4 Rentabilidad diagnostica segun la procedencia (practica clinica habitual)
Procedencia Bacterias Leucocitos Se Sp VPN VPP Cribado
Atencion Primaria 17,1 348 (NA) 95,3 44,63 96,8 35,06 35,1
Atencion Especializada 9,1 33,8 95,37 32,38 96,71 25,12 27,05
Tabla 5 Rentabilidad diagnostica segun el género en poblacion general (practica clinica habitual)
Género Bacterias Leucocitos Se Sp VPN VPP Cribado
Varones 13,1 2,1 95,31 32,53 97,3 21,4 28,03
Mujeres 34,4 14,1 95,1 31,84 95,92 27,83 26,01

95,3% y especificidad del 35%, con un VPN del 95,9%. Se
obtuvieron 7 falsos negativos, de los cuales dos presentaron
crecimiento de 102-10° UFC/mL y otros dos correspondieron
a candidiuria (tabla 5).

La citometria de flujo utiliza un canal independiente con
una tincion especifica para bacterias que permite distinguir
su morfologia, lo que podria resultar de especial interés para

dirigir el tratamiento precoz. Para el estudio de esta fun-
cion solo se tuvieron en cuenta aquellas muestras donde
el analisis por citometria revelaba presencia de bacteriu-
ria y clasificaba su morfologia. Se excluyeron, por tanto,
todos los falsos negativos en bacteriuria y las muestras en
las que incluso con un valor significativo de bacterias/plL,
la citometria no distinguia la forma bacteriana. Siguiendo
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Tabla 6 Relacion de la morfologia con el cultivo
Morfologia (UF1000) Cultivo
Contaminadas Estériles Negativas Bacilos Cocos/mixto Levaduras
Bacilos (213) 20 (9%) 27 (13%) 20 (9%) 144 (68%) 2 (1%) 0
Cocos/mixto(165) 20 (12%) 69 (42%) 46 (28%) 17 (10%) 10 (6%) 2 (1%)

este criterio se incluyeron 385 (28,7%) muestras, aunque no
todas correspondian a cultivos con crecimiento positivo en
placa. De ellas, 165 fueron clasificadas en el citometro como
bacilos con una especificidad del 71% y una sensibilidad del
67%. Los 165 restantes se clasificaron como cocos/mixto con
una especificidad del 6% y una sensibilidad del 58% (tabla 6).

Discusion

La citometria de flujo ha demostrado ser una prueba de
cribado util en el diagndstico de la infeccién urinaria'-3,
mejorando el valor predictivo de las tiras de orina donde la
deteccion de nitritos presenta una baja sensibilidad, incluso
en combinacion con el estudio microscopico, debido a la sub-
jetividad asociada a la prueba>. Ferry et al. evaluaron la
utilidad de estas técnicas en el cribado de ITU y obtuvieron
una sensibilidad del 95% y una especificidad del 41%'2.

Sin embargo, aunque la fiabilidad y el coste-efectividad
de la citometria de flujo estan claramente probados, los
diferentes estudios sugieren una alta variabilidad en los pun-
tos de corte y eficacia'®"-"¢, lo cual indica una diversidad
poblacional que requiere un estudio mas personalizado en su
interpretacion. Estas discrepancias podrian deberse tanto a
las diferencias anatomicas de ambos sexos, como a la pre-
valencia y los uropatogenos causantes de la infeccion en los
diferentes grupos poblacionales. En cualquier caso, parece
razonable pensar que el establecimiento de un algoritmo
que recoja estas variables podria suponer un incremento
en la rentabilidad diagndstica de la citometria de flujo. De
hecho, algunos autores ya han estudiado distintas poblacio-
nes segln su situacion clinica, sexo y edad* %",

Segun los resultados de este estudio, en las muestras
de procedencia hospitalaria es necesario ajustar el punto
de corte para mantener la sensibilidad (tabla 4). Parece que
el recuento de bacterias/pl es significativamente inferior
en pacientes hospitalizados o de urgencias, lo que podria
deberse a la concentracion antibidtica en el ambiente
hospitalario. En este caso se obtuvieron 3 falsos negativos
y solo uno con crecimiento > 10°> UFC/ml, que correspondio
a una C. glabrata, con alto recuento de levaduras en la
citometria de flujo. Por lo tanto, a pesar de que este punto
de corte reduce mucho la especificidad de la prueba, tiene
un elevado valor predictivo negativo, validando el uso
de la citometria incluso en estas poblaciones. Hay pocos
estudios que avalen el cribado de muestras en pacientes
hospitalarios, pero nuestros datos demuestran que la
aplicacion de un punto de corte estricto podria permitir
su utilizacion en el futuro. Aln asi, ciertas subpoblaciones
como los pacientes inmunocomprometidos o con alta
sospecha diagndstica* quiza deberian excluirse del cribado.

Geerts et al. encontraron diferencias importantes al divi-
dir la poblacion segln el sexo, ya que el punto de corte
aumentaba al doble en los varones, sin perjuicio del VPN.
En nuestro estudio el punto de corte en los varones dismi-
nuyo a 13 bacterias/ul 0 2,1 leucocitos/ul. No es un punto de
corte tan robusto como el resto debido a la diferencia en el
tamano muestral (solo el 30%). Sin embargo, todos los falsos
negativos correspondieron a cultivos con recuentos bajos,
lo que le diferencia de los resultados obtenidos por Geerts.
Dado que la contaminacion es menos factible en muestras
masculinas, y que la SEIMC considera recuentos clinicamente
significativos > 10> UFC/ml, consideramos importante man-
tener un criterio de positividad estricto en esta poblacion.
En el caso de las mujeres, sin embargo, el punto de corte
se elevo hasta >21,2 bacterias/ul (tabla 5), mejorando la
rentabilidad diagndstica respecto a la poblacion general.

Aunque la aplicacion de los algoritmos diferenciales en
funcion de la procedencia y el sexo de los pacientes no con-
llevé un aumento del rendimiento de cribado, si lo hizo en
el valor predictivo negativo, consiguiendo reducir el nimero
de falsos negativos clinicamente significativos. Seguramente
se habria rentabilizado mas si se hubieran estudiado otros
subgrupos, como pacientes con alta sospecha clinica, pero
la diversidad de la procedencia de las muestras, y el sistema
informatico del laboratorio hacian dificil definir el diagnos-
tico de presuncion, e impidié que se hiciera el estudio.

Por otra parte, cabe destacar que los datos recogidos
muestran variaciones importantes con otros estudios, donde
el porcentaje de cribado varia entre el 45 y el 60%'%'3-1°,
El motivo de esta diferencia radica principalmente en el
criterio de positividad de los cultivos, ya que la relacion sen-
sibilidad/especificidad para la identificacion de cultivos con
>10°> UFC/ml es muy buena pero empeora drasticamente
en muestras con recuentos inferiores®. En este sentido, a
pesar de que la SEIMC recomienda un punto de corte de
50 bacterias/ul'®, se bajo el rango para detectar los cul-
tivos con recuentos inferiores y mantener la sensibilidad
del 95%, optima para la prueba de cribado. Esto compro-
metié el rendimiento de cribado de forma importante, por
lo que haria falta hacer mas estudios para valorar su coste-
efectividad bajo estos criterios. Finalmente es necesario
tener en cuenta que el nimero de leucocitos, eritrocitos
y bacterias varia en funcidn del uropatégeno aislado', lo
que puede alterar la reproducibilidad de los resultados.

En cuanto a los objetivos secundarios planteados en el
estudio se analizo la capacidad de la citometria de flujo
para la diferenciacion de la morfologia microbiana. La espe-
cificidad encontrada fue del 71% para los bacilos y 6% para
los cocos. Estos resultados concuerdan con los ensayos de
Geerts et al. con una tasa de categorizacion del 68% y 29%
respectivamente?®?!, por lo que parece que este parametro
no muestra una especificidad suficientemente alta para su
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utilizacion clinica. Por otro lado, los resultados obtenidos
respecto al empleo de células epiteliales como marcadores
de contaminacion no fueron concluyentes, y a diferencia de
otros estudios'® no se alcanzé una especificidad suficiente
para su utilizacion en la practica clinica.

En conclusion, el sistema de citometria de flujo podria
evitar la siembra de un 32% de las muestras de orina incluso
aplicando criterios estrictos de positividad en urocultivos
con recuentos bajos. En nuestro hospital, la citometria de
flujo habria evitado la siembra de 13.705 orinas en el ano
2016. El uso combinado de los puntos de corte con la pro-
cedencia y el de los pacientes no supone un incremento
importante en la rentabilidad de cribado, pero asegura una
maxima sensibilidad y un alto valor predictivo negativo.
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