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INTRODUCCION

Fs conocido que la orina es un excelente medio de cultivo para las bacte-
rias. ILa orina contenida en la vejiga es normalmente esteril, pero el hecho de
encontrar germenes no tiene un caracter diagndstico de infeccidn urinaria,
puesto que la contaminacidén es frecuente con gérmenes acantonados en la
uretra distal, meato e incluso, la cavidad vaginal o el periné. Marple, en 1911,
fue el primero que aplico el principio de la bacteriologia cuantitativa de las
infecciones, cn 1956 Sanforo y Kass establecen criterios a fin de diferenciar la
mnfeccion de la contaminacion, segun estos autores se considera infeccidn
cuando la orina presenta recuentos superiores a 10°/ml y contaminacion, se-
gun estos autores sc considera infeccion cuando la orina presenta recuentos
superiores a 105/ml y contaminacion cuando se presentan en mimero infe-
rior. Sin embargo conocemos que entre un 20 y un 40% de las mujeres con
infeccidn del tracto urinario sinfométicas presentaron recucntos inferiores a
10%/ml, lo que nos llevaria a una subestimacién diagndstica de las infecciones
del tracto urinario.

Stamm y Col establecen el umbral adecuado para establecer el diagnésti-
co de infeccion urinaria en mujeres con disuria en 10%2/ml de un patégeno co-
nocido.

ILas mejares técnicas de identificacidn y contado de bacterias no tienen
sentido si a orina no se recoge de forma correcta o si el andlisis tarda un
tiempo superior a 2 horas después de tomar la muestra a no ser que se pon-
ga a 4° C en nevera, donde puede mantencrse hasta 24 h,
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TECNICAS DE RECOGIDA DE ORINA

l.a muestra de orina pucde recogerse mediante las técnicas siguientes:

1)

)

Toma de orina directamente: es el método mds generalmente utiliza-
do, es conveniente lavar con agua y jabdn manos y genitales, y tras
despreciar los primeros 2-25 ml de orina s¢ toma una cantidad de ori-
na {20-25 ml), que después de ser debidamente rotulado se lleva de
forma inmediata al Taboratorio.

Este método presenta una limitacidn v es que mujeres suceptibles

a la infeccion urinaria a menudo presentan grandes cantidades de hac-
terias en el periné que contaminaran una orina vesical previamente cs-
teril, Esta situacidn se puede repetir en el hombre no circuncidado;
por tanto para incrementar la precision diagndstica y en orden decre-
ciente de complejidad podremos.

Asgpirar la orina vesical por Via suprapubica, es un método muy fia-
ble, pero se utiliza poco por su cardeter traumdtico. Fsta técnica se
utiliza sobre todo en Lactantes y nifios pequenos que no controlan la
miecion.

LLa mujer puede ser cateterizada, aungque siempre existe ¢l riesgo de in-
troducir gérmenes con el cateter, por lo cual se utiliza esta lécnica
cuando no son posibles los anteriores. La principal objeceidn a la ca-
teterizacion es provocar bacteriuria a pacientes previamente no bacte-
riuricos, la incidencia de infeccion varfa entre un 1 y un 20%; si des-
pués de la cateterizacion se dejan soluciones antisépticas en el interior
de la vejiga el riesgo de infeecidn se reduce al minimo.

Otras técnicas de recogida son;

— Bolsas colectoras, son bolsas que se adaptan a la picl de los ge-
nitales; a pesar de que ¢ facil que se contamine la muestra cl
uso de esta téenica esta extendido debido a su sencillo mancjo.

— Nefropuncidn percutdanca y cateterismo_urcteral, se limitan a
casos muy conerctos en los que diagnosticar la situacion del
foco infeccioso es muy dificil.

METODOS DIAGNOSTICOS

Antes de deseribir el urocultivo, ol método diagndstico mas fiable, es ne-
cesario recordar que podemos demostrar 1a bateriuria mediante otros proce-
dimientos, denominados rapidos. Conocemos trés tipos de métodos rapidos:
microscopicos, quimicos y fisicos.
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EXAMEN MICROSCOPICO

El examen microscopico del sedimento urinario aporta una informa-
cion invalorable, asi la visnalizacion de bacterias indicarfa infeccién en un
alto poreentaje de casos. Por otra parte 1a cantidad de leucocitos por cam-
po de gran aumento es un dato dtil, en una mucstra de orina no cronome-
trada la piuria ha sido definida por la presencia de méds de 10 GB/mm®. La
ausencia de piuria implica que b diagndstico de infeccion debe ser puesto
en duda hasta que sc cuente con datos del urocultivo, por otra parte, la
presencia de leucocitos sin bacterias puede significar una respuesta infla-
matoria por irritacién, caso de un cileulo; o el ejemplo cldsico de la tuber-
culosis,

METODOS QUIMICOS

* Prucba de Griess.—basada en la capacidad de reducir nitratos a nitri-
tos de la mayoria de los gémenes productores de infeecion. 1a sencillez de su
relacion, mediante una tira con un reactivo que se introduce en una muestra
de la primera orina de la manana, justifica su amplia difusién pero presenta
varias lunitaciones, como la de dar [alsos negativos en enfermos con dictas
pobres en nitrato, no detectar los gérmenes que no reducen el nitrato, ¢l blo-
queo por una scrie de medicamentos, ctc.

¢ Determinacion precisa de la glucosuria.—La glucosuria fisioldgica sc
encuentra entre los 20 y 10 mg/100 ml las bacterias que se encuentran cn la
orina metabolizan la glucosa, por lo que determinaciones menores a 2
mg/ 100 ml nos sugicren la existencia de infeceién urinaria.

I.a tira de papel impregnada con glucosaoxidasa en el caso de que haya
menos glusoca de lo normal no cambia de color.

¢ Reduccion del Tetrazoho.—EI cloruro de Trifenml-tetrazolio (hidroso-
[uble e incoloro) por la actividad deshidrogenasa de las bacterias se reduce a
trifenilformazan (sustancia roja ¢ insoluble). Esta técnica llega a tener una
concordancia con los urocultivos de un 77% si se trata de infecciones por
gramnegativos, descendiendo a un 28% en el caso grampositivos.

» PPrucha del Indol.—L.a orina que contiene E. Coli da color rojo en pre-
sencia de Kovacs que rompe el triftéfano a indol,

* Dosificacidn de la catalasa.—Ila mayoria de las bacterias conticnen ca-
talasa que se libera en el proceso metabdlico microbiano. Esta enzima tam-
bién sc encucntra en los Icucocitos, eritrocitos v cclulas renales, por lo cual si
¢s positiva, nos indicara inflamacidn, infeeciosa o no. La catalasa libera oxi-
geno del peroxido de hidrégeno. La técnica consiste en introducir un disco de
papel absorbente empapado en la orina en una solucién al 3% de peroxido de
hidrégeno.
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Prueha de luciferina-luciferasa.—Se detecta ¢l ATP de las bacterias por
bioluminiscencia; esta reaccidn también la dan las bacterias muertas y otras
células,

A estas pruebas podriamos afadir otras como la del limulus, cromatogra-
fia gascosa, ete. todas ellas son rdpidas pero su sensibilidad y especificidad
son bajas, si bien pueden tener un valor come screening.

Métodos Fisicos:

Son métodos de deteccion muy costosos v por tanto de utilizacidn restrin-
gida. Podemos citar la impedancia bacteriana de un campo eléctrico y la fo-
tometria.

Como hemos comentado el cultivo de orina nos va a permilir conocer el
mimero de colonias existentes por ml {exdmen cuantitativo) v el gérmen res-
ponsable del proceso infeccioso (examen cualitative).

L.as muestras deben cultivarse en medios en los que crezcan Tas bacterias pa-
togenas ¥ comensales urinarios (imedio columbia, CLED, Mueller-Hinton, ctc.).

El examen cuantitativo puede realizarse fundamentalmente por dos tée-
nicas:

Dilucidn en placa: en la cual 0,1 ml de orina se anade a 9,9 ml de agua es-
téril y 0,1 ml se ponen en una placa de Petri. Se anade ahora 10 a 20 ml de
medio de cultivo fluidificado a 45 C. Se homogeniza y deja solidificar. Incu-
ba y una colonia representa 1.000 gérmenes/ml.

Extension en superficie: 1a téenica mds empleada es la denominada «asa
calibradar. Un asa de cultivo calibrada a 0,001 ml, toma la muestra sumer-
giéndola en la orina ¥ con ella se exticnde por la superficic del medio solidi-
ficado, se incuba y cada colonia representa a 1.000 gérmenes/ml.

Estos métodos som excelentes para las bacterins patdgenas mds habituales
en las infecelones urinariasg, pero existen casos particulares, como ¢s ol caso
dcl M. Tuberculosis en los que hay que recurrir a técnicas cspeciales.

L.as colonias de patdgenos potenciales aisladas en los cultivos anteriores
deben identificarse al menos a nivel de género.

Queremos en este momento dedicar nuestra atencién al desarrollo de tée-
nicas de biologia molecular en ¢l diagnéstico de enfermedades infecciosas,
que no dudamos revoluciona los laboratorios de microbiologia y eventual-
mente puede reemplazar las técnicas de cultivo tradicional.

En 1985 K. Mullis del equipo de 1. Erlich de Cetus Corporation pone a
punto la técnica de la PCR, reaccidn en cadena de la polimerasa, del inglés
Polimerase Chain Reaction, que cs un método extraordinariamente 1itil e in-
genioso.

[.a PCR cs una técnica capaz de generar «in vitror grandcs cantidades de im
determinado fragmento de DNA a partir de cantidades minimas del mismo.

La téenica que de manera esquematica describiremos a continuacion per-
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mite una ampliacion selectiva de una magnitud de 108, de una determinada
secuencia de DNA (DNA diana). Esto requicre ¢l uso de dos echadores oligo-
nuclcotidicos (primeras) complementarios a las secuencias situadas en los ox-
tremos del fragmento de DNA que se desea amplificar, se basa en el desarro-
llo de ciclo repetidos de desnaturalizaciéon de la dohle hebra de DNA por el
calor, Ia hibridacion de los 2 cebadores a sus sccuencias complementarias y
la sintesis del DNA gracias a la accién de una DNA-polimerasa.

Las tres ctapas {desnaturalizacién, hibridacién y extension) constituyen
un ciclo durante ¢l cual la cantidad de DNA diana se ha duplicado. El mime-
ro de ciclos ¢s un experimento de PCR se sitiia entre 20 y 50, dependiendo de
la cantidad de DNA dc partida y de las necesidades finales.

Fn cuanto a las limitaciones de la PCR podemos citar las siguientes, la
primera limitacion es el tamario de la sccuencia de DNA, la experiencia ha
demostrado que ¢s practicamente imposible amplificar secuencias de tamafio
superior a 3 kb, recientecmente con la utilizacién de una serie de Taq polime-
rasa especiales, se ha comunicado la amplificacién de fragmentos mis gran-
des de hasta 35-50 kb.

.a segunda limitacion radica cn ¢l nimero de copias del DNA diana.
Cuando el numero de copias del DNA diana es bajo, es mas conveniente efec-
tuar dos PCR consecutivas que aumentar el niimero de ciclos. Como se ha se-
fialado después de 40-50 ciclos, la cantidad de DNA sintetizada no aumenta.
Esta ineficacia en la amplificacion a partir de un determinado nimero de ci-
clos, constituye a tercera limitacion intrinscea de la técnica de PCR.

La técnica del PCR esta siendo utilizada para la deteccién de bacterias ¢n
orina con la gran ventaja cn el tiempo v sensibilidad del estudtio.

Otra interesante aplicacion del PCR seria su uso en la deteccion de nue-
vos agentes de enfermedad, este es el caso de Rochalimeze hensellae, agente
de la angiomatosis bacilar ¥ nucvas especies de mycobacterias como Myco-
bacterium genavense.

Una aplicacidn validada por numerosos estudios ¢s ¢n la deteccidn direc-
ta o confirmacién de Neisseria gonorrhoeae y Clamydia trachomatis. En el
caso de N. gonorrhoeae este ensayo tienc la ventaja de no necesitar organis-
mos viables y presenta una especificidad de virtualmente del 100%.

No dehemos olvidar que es ténica recomendada por los CDC para el cul-
tivo-confirmacién de Mycobacterium tubcreulosis.

La utilidad de las sondas de DNA para la deteecién e identificacidn de pa-
tdgenos no esta limitada al diagndéstico en ¢l laboratorio de microbiologia. la
aplicacion en ¢l examen de especimenes histoldgicos, permite el estudio de los
cfectos de Ta infeccién y de la respuesta inflamatoria en el area afectada y sus
alrededores.

Pero al clinico, no les es suficiente conocer la existencia de infeccidn, ne-
cesita precisar la localizacién topografica de 1a bacteriuria.
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Los sintomas y signos clinicos pueden permitir realizar el diagnéstico de
la localizacién de la infeccion urinaria en un alto procentage de casos. En
ocasiones ¢l estudio al microscopio de la orina del paciente nos orientara, asi
la presencia de cilindros bacterianos en el sedimento urinario del paciente
afecto de piclonefritis.

En varoncs es dificil dilucidar, st la infeccion afecta a la uretra, préstata o
vejiga, es por cllo que se utiliza la téenica descrita por MEARES y STAMEY
{1968) qque consiste en el fraccionamiento de las muestras a cultivar. Se reco-
gen 4 mucstras consecutivas, M1 corresponde a los primeros 10 ml orinados;
M2 a la misma cantidad recogida después de orinar 200 ml aproximada-
mente; M3 liquido prostatico obtenido por masage. Por (dltimo, inmediata-
mente después del masage ¢l paciente reinicia la miccidn y se recogen los pri-
meres 9-10 ml de orina. T{ay autores gue afiaden al estudio una dlima muces-
tra de scmen.

Los resultados pueden interpretarse de la siguicnte forma:

Uretritis, sélo existen gérmences patégenos en M1, v se acompaiia de sin-
tomatologia.

Vesical, méds de 100.000 gérmenes/ml en todas las muestras de orina, o
en la M2,

Prostatitis, son negativos los cultivos de las muestras M1 y M2 siendo po-
sitivo el de [a scerecion prostatica M3 siendo positive el de la secrecidn pros-
tatica M3 y/0 el de la muestra M4,

FEn mujeres se puede realizar una téenica similar a la de Meares y Stamey,
con objeto de diferenciar Jas infecciones del vestibulo vaginal {se toma la
muestra con torunda), de la uretra (primeros 5-10 ml) o de 1a vejiga {mues-
tra del chorro medio).

Cuando interesa conocer si la bacteriuria se encuentra confinada al tracto
urinario inferior, o afecta al superior se pueden utilizar los siguientes proce-
dimientos:

Técnica de FAIRLEY o del lavado vesical.—Sc inserta un cateter vesical
y se toma una muestra de orina, a continuacién se lava la vejiga con suero fi-
siologico estéril ¥y una solucién antiséptica, tomando a continuacién tres
muestras cronometradas separadas por intervalos de 10 minutos. En 1971
Gairley y col establecen los siguientes criterios para diferenciar una infeccion
vesical de una renal. Sc considera una infeecién renal cuando la muestra cor-
nometrada obtenida 20 a 30 minutos después del lavado vesical contiene mas
de 3.000 hacterias/ml., ademads esta mucstra debe contener una cantidad de
bacterias 5 veces mayor que la presente en la muestra final del lavado vesical.
la infeceidn vesical se encuentra presente cuando ta muestra cronometrada cs
estéril,

Esta ltima técnica nos informa sobre ka existencia o no de infeceién en el
tacto urinario superior pero no informa especificamente sobre {a unilaterali-
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dad o bilateralidad del proceso, este problema lo podemos resolver con el mé-
todo de STAMEY, tras introducir un cistoscopio v tomar una muestra de ori-
na, se procede a lavar cuidadosamente a través de ambos cateteres ureterales
y posteriormente s procede al cateterismo ureteral bilateral recogiendo va-
rias muestras de cada cateter.

Con ¢l fin de evitar estos procedimientos agresivos se ha recwrrido a tée-
nicas indirectas:

Método de Tiomas o de las bacterias recubiertas de anticuerpos, en 1974
Thomas ohservd que si las bacterias de la orina de un paciente con infeccion
urinaria eran cenirifugadas, lavadas ¥ mezcladas con globulinas antihumanas
conjugadas con fluoresceina, las bacterias recubiertas por anticuerpos po-
drian apreciarse ¢n un microscopio de fluorescencia. Fsta técnica se basa ¢n
que cuando las bacterias infectan el parengima renal provocan una respuesta
local de anticuerpos. Las inmunoglobulinas reaccionan con los antigenos de
superficic de las bacterias Thomas comunicé que 34 de 35 pacientes de pie-
lomefritis se asociaban con bacterias positivas para anticuerpos fluorescentes.

A menudo esta prueba cs positiva en prostatitis bacteriana o en cistitis he-
morragica con importante participacion de la pared vesical. Ademds los fal-
sos positivos determinados por la produccion local de anticuerpos vesicales
ha invalidado csta prueba en ninos.

Titulacion de Anticuerpos antiproteina de "Tamm-1 Iosfall, sc trata de una
glicoproteina que normalmente se encucentra en pequefias cantidades en la
orina, provocando la aparicidn de anticuerpos con unos niveles sericos mini-
mos en individuos sanos. Se ha comunidado un incremento en pacientes con
piclonefrilis.

Determinacion de la isoenzima LDH-5., Carvajal v col en 1975 compara-
ron las cifras urinarias de esta isoenzima en pacientes con infeccion del trac-
te urinario inferior y superior. En el primer caso los valores eran menores
que cuando existe pieloncfritis.

Determinacion de Proteina C reactiva, Jodal v Hanson en 197% demostra-
ron que los niveles de osta proteina estaban elevados en nifios con piclonefri-
tis aguda, ¥ retornaban a los valores normales en 7 dias si el tratamicnto era
¢l adecuado.
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