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RESUMEN:

Lacitometria deflujo (CMF) esunatécnica que permite el analisis éptico eindividual de diferentes particulasy
puede aportar resultados en unos pocos minutostraslarealizacién de las deter minaciones. Son numer osas las
aplicaciones de esta técnica a la Microbiologia Clinica, que van desde la deteccién y cuantificacién de

micr oor ganismos hasta estudios en los que se evalUan diferentes par ametr os de la célula microbiana, como por
ejemplo pruebastan importantes como la determinacion de la susceptibilidad a los agentes quimioter apicos.

En estetrabajo se pretenderevisar el fundamentoy lainstrumentacion dela CMF incluyendo el analizador de orinas
Sysmex UF-1000i (Sysmex Cor por ation, Kobe, Japon), y las principales aplicaciones de esta técnica en Microbiologia
Clinica. Palabras clave:

PALABRAS CLAVE:Citometria deflujo. Microbiologia clinica. Sysmex UF-1000i

SUMMARY: FLOW CYTOMTRY: BASIS, INSTRUMENTATION AND APPLICATIONSIN CLINICAL
MICROBIOLOGY.

Flow cytometry is a technique that allowsindividual optical analysis of different particlesand can provideresultsin
afew minutes after the completion of the determinations. There are many applications of thistechniquetothe
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Clinical Microbiology, ranging from the detection and quantification of microor ganisms up to studiesthat evaluated
different microbial cell parameters, asfor example tests such asimportant asthe deter mination of the susceptibility
to chemother apeutic agents.

Thispaper aimsto review the basis and instrumentation of the flow cytometry including UF-1000i Sysmex urine
analyzer (Sysmex Corporation, Kobe, Japan), and the main applications of thistechniquein Clinical Microbiology.

KEYWORDS: Flow cytometry. Clinical microbiology. Sysmex UF-1000i

INTRODUCCION

Unadelas principales dificultades que deben superar loslaboratorios de Microbiologia Clinica respecto a otros
laboratorios Clinicos es el dilatado tiempo que serequiere para emitir informes definitivos. L os métodos
tradicionales de bacteriologia y micologia precisan el crecimiento y aislamiento de los microor ganismos par a poder
realizar la identificacion, la susceptibilidad a los antimicrobianos u otras pruebas, de tal forma que en muchos casos
los resultados estan disponibles en 48/72 horas o mas.

Con € fin dedisminuir el tiempo necesario para llevar a cabo €l diagndstico microbiolégico los labor atorios de
Microbiologia Clinica han sufrido importantes cambios durante los Gltimos afios ya que las infecciones graves
requieren unaterapiadirigida administrada lo més pronto posible, y para ello se debe conocer €l agente causal y su
susceptibilidad a los antimicrobianos. Entre estos cambios se encuentran la introduccion de las técnicas basadasen la
deteccion de antigenosy anticuer pos especificost, las técnicas de deteccion molecular como el Septifast?, lasde
protedmica representada por € sissema MALDI-TOF3. y la citometria de flujo?.

Todas estas técnicas tienen la car acter istica comuin de que pueden propor cionar datos sobre la identificacién o la
sensibilidad de los microorganismos a partir dela muestra directa, sin la necesidad de esperar el cultivo, pudiendo
adelantar asi losresultados microbioldgicos. Esta reduccién de tiempo es especialmente Util cuando serefierea

micr oor ganismos que no crecen en medios de cultivo convencionales como Mycoplasma spp, microor ganismos de
crecimiento lento como las micobacterias, o cuando serefiere a pacientes con sepsis que presentan bacteriemia
documentada. En este Ultimo ambito la administracion adecuada de antibidticos es esencial para su evolucion
favorable®y cada hora deretraso en el inicio del tratamiento esta asociado con una disminucién dela supervivencia
decasi un 8%6.

Otralinea de aplicacién practica esla de poder retrasar la aparicion deresistencias bacterianas por que €l cambio del
tratamiento antimicrobiano empirico de amplio espectro a unaterapia dirigida tan pronto como sea posible esuna
delas pocas medidas que se pueden adoptar habida cuenta de que la investigacion en nuevos antibiéticos esta muy
ralentizada en el presente siglo; las dos Ultimas moléculas que apar ecier on en el mercado fueron linezolid en el afio
2000 y daptomicina en €l afio 20037. Para poder realizar este cambio se debe disponer de los datos de susceptibilidad
con el menor tiempo posible. Actualmente estan disponibles algunos métodos automatizados par a la deter minacién
delasensibilidad bacteriana, de los cuales € sistema VITEK 2® (biomérieux, Marcy I'Etoile, Francia) y €l sistema
Phoenix® (BD Biosciences, Frankklin Lakes, NJ, USA) son los que propor cionan los resultados mas rapidos con un
tiempo medio de 9 horas® y, como veremos a continuacion, con la citometria de flujo es posible acortar este tiempo.

En estetrabajo se pretenderevisar lainstrumentacion dela citometria de flujo (CMF), incluyendo € analizador de
orinas Sysmex UF-1000i (Sysmex cor por ation, Kobe, Japon), y las principales aplicaciones de esta técnica en la
Microbiologia Clinica.

Instrumentacién dela citometria de flujo

La citometria de flujo esun proceso que per mite que las particulas (gener almente células) pasen en fila dentro de un
flujo através del aparato con una velocidad de 500-4000 particulas/segundo. Cuando esto sucede, es posiblerealizar
la medicion simultanea de multiples car acteristicas de una sola célula de tal forma que es posible caracterizar,
separar y cuantificar las difer entes subpoblaciones celular es que se engloban en un conjunto®.

La clasificacion de las células puede basar se en propiedades fisico-quimicas, inmunoldgicasy funcionales. L os
métodos de clasificacion que se basan en propiedades funcionales utilizan caracter isticas tales como afinidad,
adherencia o crecimiento. La clasificacién inmunoldgica se basa en la utilizacién de anticuer pos dirigidos frente a
epitopos celulares.

En la préctica, las caracteristicas fisico-quimicas son las mas utilizadas para la separacion 0 " sorteo celular” ; se
incluyen car acter isticas como tamafio, volumen, densidad, propiedades de dispersion delaluz, potencial de
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membrana, pH, carga eléctricay contenido de difer entes compuestos como acidos nucleicos, enzimasy otras
proteinasto,

El sistema de citometria de flujo esta compuesto por cinco unidades principales: sistema de flujo celular, fuente de
luz, unidad defiltros dpticos, detectoresy un sistema electr 6nico que procesa los datos.

A continuacion se describe de forma sencilla € funcionamiento del sistema®11.

El sistema deflujoincorpora un capilar atravésdel cual se hace pasar un liquido isoténico que actia a modo de
funda, con una velocidad y presion constante generando asi un flujo laminar sin turbulencia. Al mismo tiempo, por €
centro del capilar se hace pasar la suspension de particulas a una presion mayor queladel flujo transportador
asegur andose asi que las células per manecen centradasy viajan unatrasotraen el chorro deinyeccion. De esta
forma esposiblerealizar un analisisindividual de las particulasya quelaluz de la fuente emisoraincide sobre cada
célulaa analizar. Este fendmeno recibe e nombre de enfoque hidr odinamico.

Lafuentedeluz puede ser de dostipos, un laser o unaldmpara de arco. L os citdmetr os con [d&mpar as de ar co tienen
mas aplicaciones en Microbiologia por su mejor resolucion delaluz dispersay losrayoslaser en Inmunologiay
Hematologia por su facilidad de excitacion de los fluor ocr omos que se usan para marcar las particulas.

Cuando la luz de la fuenteincide per pendicular mente en cada particula ésta se disper sa hacia delante y hacia los
lados. Esta luz se detecta en dos posiciones diferentes, por una parte se detecta la luz disper sa hacia adelante (en
inglés" forward scattered light", FSC) y por otralaluz dispersa a un angulo de 90 grados (en inglés " side scattered
light", SSC).

Con € fin de obtener masinformacion las particulas pueden ir marcadas con un fluor 6for o que cuando capta la
energia delaluz delafuente emite una sefial fluor escente de menor energia que € rayo incidente que se detecta
también a un angulo de 90 grados. L os fluor 6for os utilizados pueden clasificar se de acuerdo a su mecanismo de
accion (Tabla 1).

Tabla 1. Estrategias empleadas por los diferentes fluordforos aplicados en citometria de Mujo

Mecanismo de accidn Ejemplos
La fluorescencia se incrementa con la Isotiocianato que se une a proteinas
union a componentes especificos loduro de propidio que se une a acidos nucleicos
La fluorescencia depende de parametros Bis-(1,3-dibutilbarbiturato) trimetinaoxonol
fisioldgicos de la células
La fluorescencia depende de la hidrdlisis Diacetato de fluoresceina

enzimatica de la célula

Conjugacion con anticuerpos o nucledtidos | Péptido marcado con un fluorocromo que se une
para |la deteccion directa de antigenos a las esporas del género Bociflus
microbianos o secuencias de ARN

Esta luz dispersa atraviesa unosfiltr os pticos que seleccionan una longitud de onda especifica. Laluz filtradallega a
los detectores del tipo fotomultiplicador es que detectan y amplifican la sefial la cual setransmite al sistema
electronico que se encarga del procesamiento de los datos. Para ello la luz incidente se transfor ma en pulsos eléctricos
y se generan histogramas gener almente biparamétricos, es decir, graficas en las que se representan dos par ametr os
(eninglés" dot plot" 0" counter plot"). En estas gréficas, la luz disper sa hacia adelante se relaciona con € tamafio de
la particulay laluz dispersa a un angulo de 90 grados da una idea de la estructura interna de la particula

propor cionando informacion sobrela granularidad y morfologia celular.

Aplicaciones dela citometria deflujo en Microbiologia Clinica

Son numer 0sos los trabajos en los que se ha demostrado que la CMF es una técnica Util para el estudio de
susceptibilidad a los antimicr obianos mediante la observacion de los efectos que €j er cen estas moléculas sobre ciertos
par ametr os metabolicos de las bacterias y determinados hongos unicelular es como pueden ser €l potencial de
membrana, € tamafio celular, cantidad de DNA, actividad enzimatica, etc. Ramani y Chaturvedil? realizaron un
estudio en el que se determind la susceptibilidad de distintas especies de levaduras a Anfotericina B y Fluconazol.

Para ello pusieron en contacto un indculo de las mismas con los antifingicos en disolucion a diferentes
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concentraciones. Al cabo de unas pocas hor as afiadier on a estas disoluciones el fluor ocromo yodur o de propidio (PI)
junto con desoxicolato. El Pl esun fluorocromo que seinter cala en la doble hebra del ADN, que es excluido en las
célulasviablesy solotifie las bacterias con alteraciones en lamembranay por lo tanto con deterioro celular4; e uso
de desoxicolato intensifica la penetracion de Pl en el interior dela célula pudiendo obtener asi resultados mas
anticipadost3.

La concentracion minimainhibitoria (CMI) por CFM se definié como la minima concentracion de antifangico que
proporcioné un incremento del 50% dela sefial de fluor escencia compar ada con la sefial obtenida a partir dela
disolucién control (levadura sin antibiético). L osresultados obtenidos de la susceptibilidad mediante CMF fueron
réapidos (6 horas como méaximo, dependiendo de la cepa a estudiar), reproduciblesy estadisticamente compar ables
con los obtenidos por €l método de macrodilucién en caldo que es el método de referencia indicado por e Clinical
and Laboratory Standards I nstitute (CL SI).

Otro trabajo a destacar en la determinacion de la sensibilidad a los antimicr obianos mediante CMF es el realizado
por Gauthier et al. 14 que partieron de muestra directa de orinas positivas par a bacterias. Usaron dos flur ocromos, el
Pl y e bis-(1,3-dibutilbar biturato) trimetinaoxonol o DiBAC,3; éste Ultimo penetra en las células que presentan la
membrana despolarizada y ambos aumentan la sefial cuando la célula no esviable. Partieron de 114 muestrasde
orinay hicieron las mediciones de la sefial fluor escente mediante CMF una vez se habia incubado, durante dos hor as,
una alicuota de cada orina en las disoluciones con difer entes antibiéticos y sdlo obtuvieron un 2% de discrepancias
con respecto a los valores de referencia de la susceptibilidad deter minados mediante la técnica de microdilucion en
caldo.

Otro trabajo a destacar esel realizado por Shrestha et al. 15 en el que se realizaron histogramas con la representacion
delaluz dispersa a un angulo de 90 grados (SSC) frente a la sefial de fluorescencia de una cepa de Staphylococcus
aureusresistente a meticilinay otra sensible atiempo ceroy alas cuatro horas deincubacion en un caldo con este
antibidtico y observaron que las cepasresistentes presentan otra dispersion delaluz que las cepas sensibles o
resistentes sin exposicion al antibidtico; ésto hace suponer que aunque el microorganismo sea resistente al antibiético
éste produce un cambio en la morfologia celular de la bacteria.

L as pruebas de susceptibilidad cobran una especial importancia cuando serefieren a micr oor ganismos patdgenos de
crecimiento lento como Mycobacterium tuberculosis, pasando de requerir hasta tres semanas con e sissema BACTEC
MGIT 960 a poder informar un resultado en 24 horas mediante CMF. Esta informacion esde gran utilidad para el
control debrotesy paralaadministracion correcta de antituber culosos debido a que se ha observado un incremento
en el nimer o de aisamientos de las cepas resistentest.

En €l trabajo realizado por Pina-Vaz et al. 17 se consiguié determinar en tres dias la susceptibilidad a estreptomicina,
isoniazida, rifampicinay etambutol. Para ello M. tuberculosis seincubé con los difer entes antituber culosos en €l
sistema MGIT. Después los microor ganismos se tifieron con el fluorocromo SYTO 16 que sdlo penetra en las células
con alteracion de la membrana celular y, comparando laintensidad de la sefial de fluor escencia obtenida a partir de
estos microor ganismos mediante CM F con micr oor ganismos sin contacto con los antibiéticos (grupo control) se pudo
diferenciar entre cepas sensibles, intermedias o resistentes obteniendo unos resultados que mostrar on una excelente
correlacion con los obtenidos mediante el sistema BACTEC MGIT 960.

Kirk et al.18 realizaron otro trabajo basanddse en la habilidad de la micobacteria para hidrolizar, mediante
esterasas, € sustrato diacetato de fluor esceina (FDA) que pasa a fluor esceina, compuesto que emite fluor escencia
cuando se excita con luz delongitud de onda adecuada. Si la micobacteria es sensible al antituber culoso se disminuye
la capacidad hidrolitica de la micobacteriay por lo tanto también disminuye la sefial de fluor escencia detectada.
Comparando la sefial de fluorescenciay laluz dispersa a 90 grados detectada mediante CMF a partir de
micobacterias sin contacto con el antituber culoso con las sefiales obtenidas a partir de micobacterias con una
incubacién detan solo 24 horas con isonizida, etambutol y rifampicina obtuvieron un 95, 92 y 83% de concordancia
respectivamente con respecto al antibiograma obtenido mediante el método de las propor ciones.

Otraaplicacién dela CMF esla cuantificacion de bacterias viables pero no cultivables (BVNC); A titulo de ggemplo
Khan et al.19 realizaron un trabajo en & que cuantificaron, mediante CMF, las bacterias vivas, cultivablesy no
cultivables, y las muertas presentes en un caldo. Paratefiir las bacterias usaron dos fluor ocromos, uno denominado
SYTO quetifietanto las vivas como las muertasy el yoduro de propidio (PIl) que sdlo tifie las muertas. El nimero
total de células (vivasy muertas) se determind utilizando el fluorocromo SYTO y el nimero de bacterias muertas se
obtuvo con PI. Las célulasvivas (cultivablesy no cultivables) se calcularon restando al nimero calculado con SYTO
el nimero calculado con PI. Finalmente el nimer o de bacterias viables pero no cultivables se hallé restando al valor
delasbacteriasvivas el recuento obtenido en placa.

Ademasla CMF puede utilizar se en la deteccion y caracterizacién de espor as de Bacillus anthracis. En €l trabajo
realizado por Schumacher et al.20, las espor as de Bacillus spp. se mar caron con dos moléculas, un anticuer po que
detecta € antigeno protector (PA) que esun marcador de virulencia especifico localizado en la superficiedelas
esporas de Bacillus anthracis, y un péptido mar cado con un fluor ocromo que se une a las esporas del género Bacillus.
Estudiando los histogramas obtenidos con la combinacion de estas dos sefial es estos autor es consiguier on
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discriminar, en unas pocas hor as, entre esporas de B. anthracis de otras espor as de Bacillus spp. y su virulencia.

Por lotanto, la CMF es una técnica que per mite ganar mucho tiempo en la emisién de resultados micr obiol 6gicos
cuando se presenten casos que reguieran una extremarapidez y, con el desarrollo de nuevos anticuer pos, fluor 6for os
y sustratos fluor escentes que se unan de forma selectiva a estructur as celular es sera posible la identificacion y
cuantificacion de un gran nimero de estructuras.

Sysmex UF-1000i

Las muestras de orina para urocultivo son unas de las mas frecuentementerecibidasy procesadas en los laboratorios
de Microbiologia Clinica. Dado que entre un 60 a un 80% de muestras proporcionan resultados negativos de
crecimiento en placa2l-22, para ganar tiempo en la emision deinformesy poder disminuir la carga detrabajo del

per sonal técnico, en los labor atorios de Microbiologia Clinica se puede disponer del analizador automatizado del
sedimento urinario Sysmex UF-1000i (Sysmex Cor poration, Kobe, Japon) con € que se puederealizar un cribado de
las muestras de orina.

Este aparato se basa en la citometria de flujo fluorescente y per mite cuantificar analitos tales como bacterias,
levaduras, hematies, leucocitos, células epiteliales, células pequefias redondas, cilindr os, esper matozoides, cristalesy
moco tifiendo estas particulas con colorantes fluor escentes y analizando posteriormente laimpedancia, la dispersion
y lafluorescencia. Asi, las orinas que propor cionan valores por debajo de unos umbrales de ciertos par ametros
determinados por el personal delaboratorio en funcion dela sensibilidad y especificidad que se pretenda alcanzar
pueden ser infor madas como negativas en un periodo de tiempo breve tras su recepcion sin necesidad de otro tipo de
procesamiento.

El equipo Sysmex UF-1000i utiliza 0.8 ml de muestra en modo manual y 1.2 ml en modo automéatico y puede procesar
hasta 100 muestr as’hor a23. Debido a que la medida de los leucocitos es el método masfiable para diferenciar una
probable colonizacion o contaminacidn de unainfeccion urinaria?4, el valor de este analito se suele utilizar, aparte
del nUmero de bacterias, como parametro para discriminar entre orinas positivasy negativas. Uno de los avances del
Sysmex UF1-000i respecto a su anterior modelo, el UF-500i (Sysmex Corporation, Kobe, Japdn), es que posee dos
canales, uno para el analisis del sedimento y otro exclusivo para las bacterias?S. De esta forma se mejora el recuento
de microorganismosy se evita lainterferencia de los hematies con las bacterias pudiéndose eliminar €l recuento de
los hematies como pardmetro para discriminar entre orinas positivasy negativas.

Pararealizar € andlisis cuantitativo de las bacterias se utilizan microesferas o microparticulas que llevan un marcaje
fluor escente como estandar es de calibracion y se compar an las sefiales de estos calibrador es con las de la muestral®,
el fluorocromo utilizado estintura polimetina que tifie tanto las bacterias vivas como las muertas?®. Este apar ato
también permite discriminar entre cocosy bacilos en una infecciéon monomicrobiana mediante el histograma en €
que serepresenta la luz disper sa hacia delante en funcion de la sefial de fluor escencia?s.

El " gold standard" del diagnéstico microbiolégico de lasinfecciones del tracto urinario (1 TU) se fundamentaen la
lectura einterpretacion delas colonias que se forman en medios de cultivo. En funcion deloscriterios de

inter pretacién de las placas que se adopten en cada laboratorio se establecen los puntos de corte éptimos de los
diferentes par ametr os usados en el sistema Sysmex UF-1000i para discriminar entre orinas positivasy negativas,
estos valor es condicionan las car acter isticas oper acionales de sensibilidad (S), especificidad (E), valor predictivo
positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) del equipo tal como semuestraen la Tabla 2.
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Tabla 2. Caracteristicas operacionales de diferentes estudios que utilizan
el sistema Sysmex UF-1000i para el eribado de orinas

Caracteristicas operacionales

Puntos de corte
Sysmex UF-1000i

Recuento indicativo
de ITU

Autores

De Rosa et al. (18) 21-10" UFC/ml 1.7-10° bacterias/ml S=98.8%; E=76.5%;
1.5-10° leucocitos/ml VPN=099.5%; FN=1.2%
Broeren et al. (21) =1-10° UFC/ml 2.3-10° bacterias/ml 5=958%. E=80%
Piertti et al. (22) 21-10" UFC/ml 6.5-10" bacterias/ml S=98.2%; E=62.1%:;
100 leucocitos/ml VPN=98.7%
Kadkhoda et al. 21-10" UFC/ml para 5=92.6%

(23) uropatdgenos
z1-10° UFC/ml para
no uropatdgenos

2.3-10" bacterias/mil

Manoni et al. (19) 21-10° UFC/ml 1.25-10° bacterias/ml | 5$=99%; E=77%; VPP=82%;
4-10° leucocitos/ml VPN:98%

Wang et al. (20) »1.10° UFC/ml para S=86%: E=95%; VPP=91%;
gramnegativos 1-10° bacterias,/m| VPN:94%

21-10' UFC/ml para | 5.6-10" leucocitos/ml

grampositivos

Para una prueba de cribado lo que interesa es que la técnica tenga elevada sensibilidad y elevado valor predictivo
negativo con €l fin de minimizar el nimer o de falsos negativos (FN). Por otra parte, los falsos positivos obtenidos
pueden ser debidos a la presencia de bacterias muertas debido a la toma de antibiéticos antes de la recogida de la
muestra de orina, a la presencia de bacterias viables pero no cultivables, o aun arrastre de bacterias desde una
muestra muy positiva a una negativa. Broeren et al.2” consiguieron reducir los cultivos de las orinas en un 52%,
Piertti et al.?8 un 43% y Kadkhoda et al.2% un 35% respectivamente.

Para la optimizacion del Sysmex UF-1000i se deberian establecer los puntos de corte en funciéon de la edad del
paciente, del sexoy del tipo de muestra de orina ya que, segin como indica la Sociedad Espafiola de Microbiologia
Clinica, en varones en los que la obtencidn de orina es menos susceptible de contaminar se son significativos los
recuentos >1x103 UFC/ml, en orinas obtenidas por puncién suprapubica o que proceden del rifién cualquier recuento
esindicativo deinfeccién y en orinas obtenidas por sondaje vesical se consideran significativos recuentos >1x103
UFC/ml de cualquier microorganismo en cultivo pur o3,

Un trabajo a destacar realizado con &l Sysmex UF-1000i es el llevado a cabo por Broeren et al3L. con un titulo muy
sugerente: Antimicrobial susceptibility testing in 90 min by bacterial cell count monitoring. En este trabajo se dispuso
de una concentracion inicial bacteriana entre 5x104 y 2x105 bacterias/ml calculada mediante e Sysmex UF-1000i en
diferentes disoluciones de caldo de enriquecimiento con concentraciones crecientes de antibiéticos equivalentes a las
que se emplean para determinar la CMI por microdilucion en los métodos estandarizados. Se ensayaron los

microor ganismos E. coli, P. aeruginosa y S. aureusy los antibiéticos amoxicilina, gentamicinay piperacilina. Se
efectud la medicion del nimer o de bacterias de cada disolucién de antibiético a difer entes tiempos: 60, 90, 120, 180y
240 minutos. También prepararon un control positivo y un control negativo.

La CMI por citometria de flujo se definié como la minima concentracion de antibiético que proporcioné una
reduccion del 80% del numer o de bacterias cuando se compar 6 con € control positivo después de 240 minutos. La
susceptibilidad obtenida mediante citometria de flujo concordé con e 100% de las susceptibilidades obtenidas
mediante lossistemas VITEK, Etest y Macrodilucién en caldo.
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La citometria permite obtener informacion sobr e la fisiologia, morfologia, genéticay diver sidad de microor ganismos.
L asventajas que propor ciona la citometria de flujo frente a otr os métodos que emplean fluor ocromos son la
objetividad, elevada sensibilidad y velocidad de andlisis, asi como la posibilidad derealizar mediciones simultaneasy
separacion celular.

En €l articulode G.A. March Rosselléy J.M. Eiros Bouza se expone muy claramente cuales son los fundamentos de
esta técnica innovadoray sus aplicaciones en el campo de la microbiologia clinica.

La deteccién de bacterias en los fluidos cor porales es muy importante para el diagnostico de diferentes
enfermedades. Concretamente, la orina puede contener una gran variedad de particulasincluyendo célulasrojasy
blancas, células epiteliales, bacteriasy cristales quimicosinorganicos. La presenciay concentracion de esas particulas
se puede usar para el diagnostico de diver sas enfer medades. En la actualidad se encuentran disponibles citometr os de
flujo disefiados especificamente para el urianalisisy ésto per mite la deter minacién simultanea de diferentestipos
celulares.

L a deteccidn micr oor ganismos patdgenos especificos en muestras clinicas se ha mejorado en gran manera por la
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disponibilidad de anticuer pos monoclonales. Estos anticuer pos se pueden mar car fluor escentemente (ya sea directa o
indirectamente) para favorecer su deteccion citométrica, estando disponibles una gran variedad de ellos. L os autor es
exponen un cuadro con la aplicacion de los diver sos fluor ocr omos empleados en la citometria de flujo. EI mas comun
es el I sotiocianato de fluor esceina, que se excita en un l4ser con i6n argon a 488 nm, el cual se usa como un estandar
en lamayoria delos citometr os de flujo.

Ademaés, se han identificado una gran variedad de color antes fluor escentes para valorar la viabilidad de los

microor ganismosy que son particularmente Gtiles para determinar la eficacia de los compuestos antimicr obianos.

L os microor ganimos expuestos a antibioticos (ya sea in vivo o in vitro) se comparan con muestras control (sin tratar)
y los colorantes apr opiados se utilizan paraidentificar cambios en los &cidos nucleicos, proteinas, membranas,
etc...lgualmente, el dafo inducido por antibiéticos a las membranas celular es se puede detectar introduciendo un
compuesto fluorescente (tal como el iodur o de propidium) €l cual normalmente es excluido por la membrana celular
intacta.

Alternativamente, para determinar la respuesta de las células a un antibidtico, el cual afecta la sintesis de acidos
nucléicos, se podria utilizar un colorante como €l DAPI, el cual seuneal DNA, o pyronina Y, €l cual seunea RNA.
Esmas, la citometria de flujo permiteidentificar y determinar la curva dosis-respuesta de subpoblaciones con
resistencias variables. Esta prueba se puedellevar a cabo en unas pocas horasy consecuentemente este método puede
determinar cual eslefarmaco que podria ser mas apropiado para un paciente en particular.

En el articulo se expone también una tabla con diferentes valor es utilizados como puntos de corte en a evaluacion de
la positividad o negatividad de una muestra. También se especifica un comentario acer ca delavariabilidad de estos
puntos de corte en funcion dela edad o del tipo de muestra, lo que constituye uno de los puntos clave para su
utilizacién en la practica clinica.

Comentario del revisor Pilar Vicente MD. PhD. Servicio de Hematologiay Hemoter apia del Hospital Universitario
de Burgos. Burgos. Espafia

El articulo muestra de forma sencillay didactica las grandes ventajas que ofrece la citometria del flujo parala
microbiologia clinica. En primer lugar, el incremento dela muestra per mite obtener resultados estadisticamente
significativosy la deteccién derarostipos celulares.

Por otro lado, debido a que las deter minaciénes se hacen en célulasindividuales, se puede detectar la heterogeneidad
dentro dela poblacién y cuantificar en una forma que no se puede conseguir por otros medios.

Esimportanteresaltar las conclusiones finales, haciendo hincapié en que los descubrimientosrecientes son la puerta
para mayor es posibilidades de nuevas aplicaciones.
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