 TOMA DE MUESTRAS
1. Toma de muestras por micción 
Es una técnica fácil, barata, no invasora y de rápida ejecución que tiene una alta fiabilidad en la mayoría de los casos si se realiza bajo unas estrictas condiciones. Es la usada entre nosotros en el 80 % de las ocasiones. Se basa en recoger en un recipiente estéril la orina, preferible la de primera hora de la mañana por estar más concentrada, pero no imprescindible, procedente del chorro medio de la micción previo lavado escrupuloso de los genitales externos (en especial de la mujer) con detergentes sin antisépticos. Es un método indicado para adultos y niños mayores de ambos sexos e ideal en los centros con procesamiento de grandes cantidades de muestras. 
Debe usarse siempre que sea posible teniendo presente que la fiabilidad de las muestras obtenidas en mujeres es de alrededor del 80 %, cifra que aumenta hasta algo más del 90 % cuando se valoran dos muestras consecutivas con el mismo resultado y virtualmente el 100 % cuando se valoran tres muestras. 
2. Recolección de la orina en bolsa adhesiva 
 para: pacientes seniles  

       niños pequeños que todavía no controlan la micción voluntaria o son lo suficientemente sensibles/rebeldes al     ambiente sanitario que impide la micción en las condiciones mínimás aceptables de asepsia
 si no se ha obtenido una muestra de orina es necesario cambiar la bolsa cada 30-45 minutos, limpiando de nuevo la    zona.
3. Obtención de orina por sondaje vesical transuretral

 En menos del 10 % de los casos, la micción limpia y su variante (bolsa adhesiva) será imposible, bien porque la cooperación del paciente no es suficiente, o bien, porque se obtengan orinas muy contaminadas de forma repetida por agentes ajenos al aparato urinario (materia fecal, microorganismos no uropatógenos), en los enfermos neurológicos o con problemás urológicos obstructivos. En estos pacientes se hace imprescindible a la obtención por sondaje vesical. Debe hacerse siempre por personal especializado, sin traumatizar la uretra y con rigurosa asepsia. Se útilizaran sondas finas estériles preferiblemente de un solo uso, desechando la primera parte de la orina. Se trata de una técnica invasora y por lo tanto susceptible de iatrogenia si está incorrectamente realizada como falsas vías por rotura uretral e infecciones urinarias secundarias hasta en un 6 % de las ocasiones.
4. Obtención de orina por punción suprapúbica 
Consiste en la recolección de orina directamente de la vejiga, mediante la punción y aspiración del líquido contenido en su interior. 
 Técnica invasora recomendada en: recién nacidos, lactantes y niños pequeños en los que la      bolsa adhesiva haya fracasado, bien por la obtención de orina insuficiente, o bien, por la repetida y manifiesta contaminación. Puede estar también indicada en varones de cualquier edad con fimosis puntiforme, en los que existe la casi segura anidación de uropatógenos en el surco balano-prepucial, o en mujeres con bacteriurias de repetición de dudosa procedencia.

 -Técnica: previa desinfección de la piel con povidona yodada, estando el enfermo en decúbito supíno y en ligero Trendelemburg, la introducción de una aguja en la línea media unos 2 cm. por encima de la sínfisis del pubis, hasta la vejiga palpable (vejiga llena por previa hidratación), y aspiración del contenido vesical.

      - Se puede realizar con aguja ecodirigida.

       -Es necesario tener la precaución de averiguar si el enfermo tiene problemas de hemostasis, en cuyo caso estaría contraindicada. A veces se produce hematuria y hematoma de la pared abdominal.

5. Recolección de orina en pacientes cateterizados con sonda permanente
A través de: catéteres en la vía urinaria (sonda vesical) con salida natural,

                            catéteres percutáneos a distintos niveles del aparato urinario (sonda de cistotomía,   sonda de nefrostomía, sonda de ureterostomía).
        Técnica:  La recolección de orina en pacientes con sondas de salida por la vía natural y las de cistotomía es fácil y   consiste en pinzar la sonda durante al menos 1 hora y recoger en frasco estéril una porción de orina después de dejarla fluir libremente por unos instantes a través de la sonda desconectada. Para evitar posibles iatrogenias infecciosas en el acto de conexión y desconexión de la sonda, la mayoría de los fabricantes han colocado en la sonda un dispositivo especial para que la orina pueda ser extraída con la ayuda de una jeringa mediante punción de la goma o plástico. 
                       No es posible realizar la técnica del pinzamiento en aquellos pacientes con sondas de nefrostomía o ureterostomía por el peligro de iatrogenia ascendente que comporta. Se recomienda la extracción de orina por punción del dispositivo previo a la bolsa colectora. En caso de una sonda con ausencia del dispositivo mencionado, no queda otra alternativa que desconectar asépticamente la sonda de su bolsa colectora, desinfectar la boca de ambas, secar la boca de la sonda, dejar gotear libremente durante un minuto, después recolectar en frasco estéril durante no más de 10 minutos y finalmente volver a conectar el circuito. Nunca se deben aceptar las orinas procedentes de las bolsas colectoras porque la contaminación es tan elevada que invalida cualquier intento de valoración, o, si se usa la técnica de añadir antisépticos a las bolsas, sucede todo lo contrario y se corre el peligro de informar resultados negativos erróneamente.
6. Recolección de orina en situaciones especiales
· Sí la evacuación de la orina se efectúa a través del esfínter anal (que actúa como cuello vesical) hay consiguiente contaminación fecal de la misma. La toma para el examen de la orina puede hacerse por recogida directa sobre un frasco no necesariamente estéril de boca ancha. El valor bacteriológico de estos análisis es muy limitado y el citológico discutible. En las neovejigas con mic-ción uretral, el método será el de la micción media.
· Enfermos con insuficiencia renal terminal Constituye un grupo proveniente del ambiente nefrológico que están adscritos a un programa de diálisis o trasplante renal en su fase inmediata. Parte de ellos conserva una diuresis isotónica suficiente como para efectuar una toma por micción del chorro medio; sin embargo, otros solo conservan una mínima diuresis (inferior a 200 ml/día), lo que hace difícil esta técnica. Se admite la toma de muestras durante la micción sin separación de fases.
· Anurias obstructivas En estos casos, la orina es recogida por especialistas por punción directa por encima del nivel de obstrución. La técnica de ejecución es paralela a la de la punción suprapúbica. Cualquier volumen obtenido es válido para el exámen.
· Enfermos con prostatitis crónica Se requiere una toma secuencial de varias orinas y también de semen.
Conservación y transporte de la orina 
Una vez obtenida la orina por cualquier método debe remitirse rápidamente al laboratorio, antes de dos horas o menos tiempo en verano, o refrigerarse a ± 4º C, temperatura en la que se puede conservar hasta 24 horas. Cuando la refrigeración no es posible, existe la posibilidad de usar tubos con un medio conservador (B-D, Becton-Dickinson, Cockeyville), que aunque encarece la prueba, permite la conservación de la orina durante 24 horas y evita, en muchas ocasiones, falsos resultados positivos.

DIAGNÓSTICO DE LABORATORIO  DE LA INFECCIÓN:
1. Sedimento: Sugiere infección urinaria, sin embargo, no es  confirmatorio.    Permite aproximación correcta en ~ 70% de las veces.
                Piuria : presencia de más de 10 leucocitos/µl9 o más de 6 leucocitos alterados por campo de  40x.. La presencia de piuria indica inflamación del tracto urogenital.

                Cuando existe infección, bacterias y neutrófilos se ven juntos formando placas de pus, las    que son de utilidad en la orientación de infección urinaria pero inespecíficas.
        Una limitación del análisis del sedimento urinario es ser operador dependiente.
                 Piuria en ausencia de bacteriuria (Piuria Estéril): -infecciones x: Clamidia trachomatis/   U. urealyticum/ M                  tuberculoso/ micóticas    - Alteraciones urológicas no infecciosas (cálculos , anormalidades anatómicas), otras ( Glomerulonefritis, cistitis intersticial ) , leucocitos de procedencia vaginal,  manifestación de una reacción inmunológica,     o la respuesta ante la agresión de agentes no bacterianos como analgésicos u otros fármacos
2      MÉTODOS QUIMICOS 
                En general son dos los parámetros útiles a evaluar en la tira reactiva o examen químico de orina:

 • Presencia de leucocitos
    mediante la detección de su enzima: leucocito esterasa, enzima presente en los      gránulos    primarios de neutrófilos, reacciona con un reactivo tomando color azul a temperatura ambiente, tras un contacto de 1 a 2 minutos con la orina . 

                    Detecta

                    leucociturias > 10 leucocitos /µl con una sensibilidad entre 53 y 95%15,16.

                 • Presencia de nitritos.
                     La mayoría de las especies uropatógenas reducen nitratos a nitritos  excepto    Staphylococcus saprophyticus ,  Enterococcus sp Pseudomona aeruginosa, que carecen de la enzima NITRATOREDUCTASA. El nitrito de la orina es producido por la acción de las bacterias sobre el nitrato de la dieta. La tira toma color rosa tras el contacto con la orina infectada, luego de 60 seg.
Se requieren al menos 6 horas para producir niveles detectables de nitritos, por lo que debe realizarse en la      primera micción matinal. 
                    sensibilidad descrita es de ~ 80% en la primera micción matinal disminuyendo a 30% en otras muestras. 
                    especificidad es muy buena, cercana a 98%
            Falsos negativos: ausencia de nitratos en la dieta o presencia de gérmenes que carecen de la enzima. 
 La reacción en medio ácido con ácido sulfanílico y alfa-naftilamina proporcióna un compuesto de color rojo (aril-  hidracina).
· Producción de catalasa 
La enzima catalasa se encuentra en la mayoría de las bacterias aerobias y anaerobias. El ensayo consiste en introducir en la orina problema una tira reactiva impregnada con agua oxigenada, la cual en presencia de bacterias desprenderá burbujas de gas. Es un método muy sencillo y rápido cuyo principal inconveniente es la de no detectar (falsos negativos) la presencia de los géneros Streptococcus y Enterococcus (no productores de catalasa), bacterias que son con bastante frecuencia agentes causales de infecciones urinarias. También debe tenerse en cuenta que bacteriurias con escaso número de bacterias pueden dar lugar a resultados de difícil interpretación. Es, por lo tanto, bastante sensible, rápido y barato, pero poco especifico.
· Presencia de glucosa 
La orina contiene normalmente cantidades de glucosa muy pequeñas, que han escapado a la acción reabsortiva del túbulo proximal. Por otra parte, prácticamente todos los uropatógenos utilizan la glucosa en su ciclo oxidativo. Esto significa que en una orina con bacteriuria no se detectará glucosa por haber sido consumida por las mismás. La determinación de glucosa se realiza por métodos enzimáticos muy sensibles y específicos, que evitan las interferencias que se producen cuando se utilizan los método reductores. La introducción de una tira reactiva debe dar, en caso negativo, un cambio de color al detectar la presencia de glucosa; en caso contrario, significa la existencia de bacterias. El principal inconveniente reside en aquellos enfermos con glucosurias no fisiológicas, tales como diabéticos o sobrecarga de glucosa (sueros glucosados) que dan lugar a falsos negativos. Tampoco distingue la posible presencia de agentes contaminantes (falsos positivos). Es un método muy sensible, poco especifico, rápido y barato.
·  Bioluminiscencia
     Este método precisa de una costosa instrumentación (sistemas 3M/Lumac, 535 Luminometer y Monolight), y se fundamenta en que el ATP bacteriano en presencia del sistema enzimático luciferin-luciferasa trae consigo la emisión de luz, cuya intensidad es proporciónal a la cantidad de ATP y en consecuencia a la concentración microbiana en una muestra dada. Esta técnica posee una innegable ventaja cual es la rapidez y sensibilidad; sin embargo presenta la dificultad de encontrar un método de extraccion del ATP que sea exclusivamente de origen bacteriano, ya que los leucocitos y otras células también lo tienen, y obviar el llamado fenómeno del apagón debido a esta causa. También hay que contar con la presencia en la orina de inhibidores del sistema luciferinasa (urea, sulfatos, cloruros). La sensibilidad se coloca en el umbral de 104 - 105 bacterias/ml de orina, que comparados con las técnicas fotométricas muestras un 6% de falsos negativos. El valor predictivo negativo llega al 97%.
3 MÉTODOS FÍSICOS 
         técnicas: conteo de partículas, fotometría y bioimpedometría.

         Son caras pero permiten el procesamiento de gran cantidad de muestras, 
4       Tinción de Gram directa de la muestra

     Es un método rápido, económico, sensible y específico para detectar bacteriuria. Se  recomienda realizarlo como respaldo frente a discordancias o hallazgos especiales más que como screening. Debe aplicarse a la muestra recién Debe aplicarse a la muestra recién agitada sin centrifugar, con el mismo asa de 1µl (o de 10 µl) empleado en la siembra del urocultivo, depositando este volumen en un portaobjetos; pueden colocarse hasta 10 muestras por lámina. Estas se tiñen y pueden ser observadas cuando existen discordancias entre el urocultivo y el sedimento.

                      La presencia de una bacteria/campo de inmersión tiene buena correlación con > 100.000 ufc/ml en ~ 85% de los casos. La existencia de 5 o más gérmenes, eleva su especificidad al 99 %.

5  CULTIVO E IDENTIFICACIÓN DE MICROORGANISMOS :

              OJO: Por razones económicas o colapso del laboratorio se admite que las orinas sin proteinuria, leucocituria, microhematuria y ausencia de bacterias en la observación directa sean consideradas sin interés bacteriológico (como cultivos negativos), por lo que no se prosigue la investigación. La fiabilidad de este proceder alcanza alrededor del 90 % de los casos. Se exceptúan aquellas orinas obtenidas por punciones directas (vesical o renal), ya que se consideran como muestras únicas y valor diagnóstico definitivo (Recomendaciones de la Sociedad Española de Enfermedades Infecciosas y Microbiología Clínica) 
· según los criterios de Kass, del año 1956, se ha considerado que recuentos iguales o superiores a 100 000 ufc/ml, en una orina obtenida por micción espontanea, son indicativos de bacteriuria significativa en un 80% de los casos, porcentaje que se eleva al 95% cuando se repite en más de un cultivo o se acompaña de síntomás de infección. 
· Conteos inferiores a 1 000 ufc/ml se han considerado como de contaminación, y entre las dos cifras, dudosos o indicativos de otras circunstancias. 
· Cuando la orina se obtiene por cateterismo, un solo conteo de 10 000 ufc/ml ya es indicativo de bacteriuria significativa, e inferior habla de una probable infección.
· En el caso de que la orina se hubiese obtenida por punción vesical suprapúbica o renal percutanea lumbar
           No obstante, estos criterios, universalmente admitidos hasta ahora, están en revisión desde hace algunos años, sobre todo desde 1992 de acuerdo con los criterios de un comité de expertos de la Sociedad Americana de Enfermedades Infecciosas, ya que son frecuentes las circunstancias clínicas en que no se cumplen cualquier recuento debe considerarse como significativo de bacteriuria. 

· En el síndrome uretral femenino es común encontrar conteos bajos de enterobacterias o de Staphylococcus saprophyticus, a veces Chlamydia trachomatis y, cada vez menos en nuestro medio, Neisseria gonorrhoeae, con síntomas poco específicos, datos a tener en cuenta a la hora de procesar los cultivos. Estos últimos casos, así como algunos de cistitis en mujeres jóvenes han hecho que, hoy día, se deba considerar recuentos de 1000 ufc/ml e, incluso inferiores, como indicadores de infección ante una mujer con síntomas del tracto urinario inferior. 
HEMOCULTIVOS:       
     Alrededor de un 20-30% de pacientes con pielonefritis sufren bacteriemia. Ésta es más frecuente en pacientes ancianos, en diabéticos, en caso de obstrucción del flujo urinario, insuficiencia renal y clínica de más de cinco días de evolución y probablemente en los que tienen infección por Klebsiella o Serratia. 
     
6 Detección de antígenos de uropatógenos:
LOCALIZACION
 MÉTODOS DIRECTOS DE DIAGNÓSTICO:
La biopsia renal no es segura desde un punto de vista diagnóstico, motivado porque la alteración parenquimatosa no suele tener distribución homogénea: la pielonefritis, por ejemplo, es una infección focal. El cateterismo ureteral, la punción renal percutanea y el cultivar la orina procedente del colector correspondiente, es un buen método de localización, aunque requiere instrumentación y tiempo. El lavado vesical, método preconizado por Fairley ya en 1967, consiste en instilar en la vejiga, por cateterismo, 2 litros de solución salina fisiológica con un antibiótico aminoglucósido, recogiendo luego el líquido vesical a los 10, 20 y 30 minutos. La localización de la infección es vesical si los 3 cultivos són estériles, mientras que puede ser renal si siguen siendo positivos.

MÉTODOS INDIRECTOS DE DIAGNOSTICO:

Entre los estudios, para los casos que por fracaso terapeútico de una infección correctamente tratada existan sospechas de uropatía obstructiva u otras anormalidades anatómicas, están las radiografías con o sin contraste, la ecografía, la TAC y la resonancia magnética, con cuyo uso pueden detectarse alteraciones condicionantes de infecciones parenquimatosas crónicas de origen, la mayor parte de las veces, obstructivo. La exploración radiográfica es obligatoria en los neonatos y lactantes, ya que la bacteriuria suele ser secundaria a alteraciones anatómicas, generalmente corregibles y su ignorancia puede llevar, con los años, a situaciones graves de infecciones crónicas e insuficiencia renal.

· Determinación de enzímas: En condiciones fisiológicas, las enzimas que se pueden encontrar en la orina derivan principalmente del riñón y tienen unos niveles conocidos.
        PIELONEFRITIS AGUDA -----  ↑↑NAG (Beta N acetilgalactosaminidasa), GGT (glutamil transferasa), GRS (glucoronidasa) y Aminopeptidasa Microsomal. 
         PIELONEFRITIS CRÓNICA ----  ↑↑LIS (lisozima), LDH5 (láctico deshidrogenasa) y MDH (malonato deshidrogenasa).
                  NECROSIS TUBULAR -------Las anteriores y la Fosfatasa Alcalina 
Para algunos autores, una de las más útiles es la isoenzima LDH-5 (lactato deshidrogenasa) con una fiabilidad de más del 97%, es entre 30 y 50 veces más alta en los casos de pielonefritis que en los de cistitis, se determina por electroforesis del suero del enfermo. Tiene el inconveniente de no ser muy específica al elevarse, en las hepatitis, colelitiasis, sepsis y otras enfermedades, y subir menos en las pielonefritis agudas que en las crónicas. Así, esta enzima, como otras, se altera rapidamente en la orina, por diferentes inactivadores o activadores, como las simples variaciones de pH o temperatura, lo que obliga a buscar técnicas muy meticulosas y engorrosas, o investigar, en el futuro, métodos menos perfectos pero más rápidos que resulten útiles y orientativos.
· Investigacion de cilindros bacterianos:
Estos cilindros sólo se han encontrado en enfermos con pielonefritis y están formado por bacterias ligadas por hebras fibrilares de naturaleza proteica, acompañadas con frecuencia de leucocitos en varias etapas de degeneración, se observan a través de microscopía electrónica. 

· Anticuerpos unidos a bacterias (ACB)
Método por inmunofluorescencia para detectar la presencia en la orina de anticuerpos ligados a bacterias. Se concluyó tras largos años que  los anticuerpos son de síntesis intrarenal, que aparecen a los 11 días de la infección y que están dirigidos contra el antígeno somático 0. En una fase posterior se identificó que los anticuerpos iniciales pertenecían al tipo IgA-secretora.
El método de realización es fácil y sencillo, fundamentándose en la demostración de anticuerpos en el sedimento de orina por adición de un suero antigammaglobulínico humano marcado con fluoresceína. En caso de haber anticuerpos ligados a bacterias el antisuero pigmentado queda retenido en la superficie de la bacteria por la reacción antígeno-anticuerpo y no es extraído por el lavado posterior. La observación al microscopio con luz ultravioleta con objetivo seco (40x) o inmersión (100x), permite observar a las bacterias presentando fluorescencia verde. En este caso se dice que la reacción es positiva, lo que se interpreta como signo de infección parenquimatosa. En caso contrario no se produce la fijación del antisuero y este es extraído durante el lavado. La técnica, no se afecta por la inmunodepresión y, bien hecha, con la técnica normalizada, es fiable, con una sensibilidad superior al 80% y una especificidad mayor del 75%, con valor predictivo positivo del 80% para infecciones parenquimatosas, si da positiva y del 85% para las de vías si el resultado es negativo.
· Título de anticuerpos séricos frente a la proteina de Tamm-Horsfall
Otro método de localización es investigar Ac tipo IgG o IgM frente a una mucoproteina de origen renal, la llamada proteina de Tamm-Horsfall, que se libera cuando hay destrución de las células tubulares renales; el mejor método es el de enzimoinmunoanális (EIA), usando como detector suero de conejo antihumano conjugado con fosfatasa alcalina y p-nitro-difenil fosfato como revelador. Esta determinación se ha mostrado como un método muy seguro para diferenciar infecciones parenquimatosas de las del tracto urinario. La eliminación de estos auto-anticuerpos se incrementa 5 o más veces en casos de infección intersticial renal. Esta elevación es independiente de la presencia o no de sintomatología clínica.
                 La técnica es lenta, el resultado se conoce a las 24 horas y puede servir tanto para orientar sobre la localización de la infección como para controlar su evolución. La sensibilidad esta condicionada a una lesión tubular previa que haya permitido el acceso de la proteína de Tamm-Horsfall al intersticio renal y la producción de autoanticuerpos. La especificidad es su punto débil ya que esta proteína también puede liberarse cuando hay daño celular renal por otras causas distintas a bacterias, como son el uso de antibióticos aminoglucósidos, fenacetina, fósforo, tetracloruro de carbono, venenos biológicos de reptiles, arácnidos, setas y otros. 
            CULTIVO DE LA ORINA :
