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DOCUMENTO CIENTIFICO

1. INTRODUCCION

Las infecciones osteoarticulares (osteomielitis, artritis
e infecciones asociadas a implantes) son procesos
poco frecuentes en comparaciéon con otros tipos de
infecciones, pero son importantes al estar asociadas
a un dificil manejo médico-quirirgico y a numerosas
complicaciones. Ademas, plantean importantes retos
diagndsticos y de tratamiento que deben ser
abordados de forma multidisciplinar con la
colaboracién de distintos especialistas, sobre todo
cuando se trata de infecciones asociadas a
implantes.

En general, su diagndstico requiere una completa
aproximacion clinica y hasta el momento se ha
basado en datos radiolégicos, de medicina nuclear,
en resultados de anatomia patologica v,
microbiolégicamente, en la tinciébn de Gram vy el
cultivo. En este sentido, la forma mas eficaz de
conocer el agente etiolégico de cualquiera de estos
procesos, es hasta el momento, su aislamiento en
cultivo que ademas es el Unico método que permite
instaurar un tratamiento correcto. El manejo clinico
de la infeccidon osteoarticular se beneficia en gran
medida de un diagnéstico microbiolégico rapido y
preciso que permita instaurar un tratamiento
antibiético adecuado de forma precoz y asi disminuir
las importantes complicaciones que pueden derivar
de un diagndstico y tratamiento tardios.

En este procedimiento se revisaran principalmente
los métodos de diagndstico microbioldgico, haciendo
pocas referencias al diagnéstico clinico vy
tratamiento, que en el caso de las infecciones
osteoarticulares suele ser complejo y requerir la
intervencién de diferentes especialistas. En los
ultimos afos, se han publicado excelentes revisiones
sobre el diagnéstico y tratamiento de este tipo de
infecciones, que se deben consultar para una mayor
informacién sobre estos aspectos y como
complemento al presente procedimiento (ver
bibliografia).

2. ARTRITIS SEPTICA.

2.1. INTRODUCION

La artritis séptica o artritis infecciosa, representa la
invasion directa del espacio articular por diversos
microorganismos que incluyen bacterias, virus y
hongos. En oposicion, la artritis reactiva es un
proceso inflamatorio estéril, consecuencia de un
proceso infeccioso localizado en otra parte del
cuerpo.

Aunqgue cualquier agente infeccioso puede causar
artritis séptica, los mas frecuentes son los patégenos
bacterianos de naturaleza piégena, por lo que la
artritis séptica es la forma potencialmente mas
peligrosa y destructora de las artritis agudas, dando
lugar en pocos dias a la destruccion del cartilago.
Por ello, requiere un tratamiento antibiético empirico
urgente, ya que el retraso en el diagnoéstico y
tratamiento conduce a la lesion irreversible de la
articulacion y a la incapacidad permanente. La artritis
séptica conlleva tasas significativas de morbilidad y
puede, a pesar de un tratamiento correcto, conducir
a una bacteriemia e incluso a la muerte del paciente.

2.2. DEFINICIONES Y CLASIFICACION

Se define como artritis séptica la infeccion de la
articulacién nativa causada por la llegada de bacterias
patégenas de forma directa o, con mayor frecuencia, por
via hematogena.

El término artritis séptica generalmente se refiere a las
infecciones causadas por bacterias pidgenas, no
incluyéndose en él las producidas por microorganismos
gue habitualmente no conducen a un deterioro articular
tan rapido, como son las causadas por Mycobacterium
tuberculosis y otras micobacterias, Brucella spp.,
Candida spp., Cryptococcus neoformans, los
microoganismos asociados a la enfermedad de Lyme,
parvovirus y VIH. Tampoco se incluyen aqui las
infecciones relacionadas con las protesis articulares,
gue se exponen en elapartado 4 de este Procedimiento.

Clasicamente, las artritis bacterianas supurativas
se han clasificado a tenor de sus importantes
diferencias epidemiolégicas, clinicas y prondsticas
en dos grandes grupos: gonocécicas Yy ho
gonocdcicas. En la actualidad, esta clasificacion ha
perdido vigencia, ya que la artritis gonocdcica es
actualmente poco frecuente en nuestro medio. Sin
embargo, hace 20 afios, Neisseria gonorrhoeae era
el patébgeno mas frecuente (75% de los casos) en los
individuos sexualmente activos mas jovenes.

Los factores de riesgo que aumentan la probabilidad
de padecer artritis séptica incluyen: edad superior a 65
afos, diabetes mellitus, artritis reumatoide, cirugia
articular previa, prétesis de rodila y de cadera,
traumatismos abiertos, infecciones cuténeas,
drogadiccion parenteral y, en menor medida, la infeccion
por el VIH.

Los microorganismos causantes varian con la
edad y las caracteristicas del paciente. En general,
Staphylococcus aureus es el microorganismo mas
frecuente tanto en los adultos de cualquier edad,
como en los nifios. Ademas, S. aureus es el agente
causal en el 80% de las articulaciones infectadas en
pacientes con artritis reumatoide.

No obstante, puede ser de utilidad agrupar a los
pacientes segun criterios epidemiol6gicos en relacion
con los agentes etiolégicos mas frecuentes, lo que
permite abordar de forma empirica el tratamiento.
Esta aproximacion se indica a continuacion:

- Niflos menores de 5 afios. Los microorganismos
més frecuentes son Streptococcus pyogenes
Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae y S. aureus.

- Nifios mayores, adolescentes y adultos jovenes.
S. aureus (principal agente causal), S.
pneumoniae y S. pyogenes.

- Ancianos e inmunodeprimidos. Globalmente el
agente mas frecuente es S. aureus, aunque
también deben tenerse en cuenta las infecciones
por bacilos gramnegativos, incluyendo
Pseudomonas aeruginosa y diversas especies
de estreptococos como S. pyogenes, S.
pneumoniae y Streptococcus agalactiae. El
agente etiolégico puede variar notablemente
segun el tipo de paciente:

- Los pacientes diabéticos y aquellos los que
padecen artritis reumatoide muestran una
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particular predisposicién a la infeccion por S.
aureus (80%). En los pacientes diabéticos
también es frecuente la infeccion por S.
agalactiae.

- En los pacientes con mieloma mdltiple, hay
gue tener en cuenta S. pneumoniae.

- En los pacientes cirroticos, S. agalactiae,
Escherichia coli y otras enterobacterias.

- En los pacientes neutropénicos predominan
las infecciones por bacilos gramnegativos
incluyendo P. aeruginosa.

- Los pacientes leucémicos  muestran
predisposicion a la infeccién por Aeromonas
spp.

- En los pacientes en tratamiento con
corticoesteroides puede darse la posibilidad
de infeccion por Salmonella enteritidis.

- Los pacientes con hipogammaglobulinémia
muestran predisposicién a la infeccion por
Mycoplasma  pneumoniae, Ureaplasma
urealyticum y  otras especies de
micoplasmas.

- Adictos a drogas por via parenteral. Predominan
las artritis producidas por S. aureus, en
ocasiones en el contexto de una sepsis
estafilocécica con o sin endocarditis. Mas
infrecuentemente, en algunos colectivos se han
descrito infecciones por bacilos gramnegativos,
incluidos P. aeruginosa o0 Serratia spp.
(articulaciones sacroiliaca y esternoclavicular).
En estos pacientes, y mas raramente en otros,
pueden afectarse las articulaciones axiales
(esternoclavicular, condrocostal, sacroiliacas y la
sinfisis del pubis), originandose, en realidad, una
osteoartritis.

En todo caso, para tener una orientacion sobre el
agente causal es necesario tener en cuenta las
caracteristicas clinicas y la presencia concomitante
de otros focos de infeccién.

2.3. PREVALENCIA

Tanto en los Estados Unidos como en Europa se
producen aproximadamente 20.000 casos al afio de
artritis séptica (7,8 casos por 100.000 personas/afio),
mientras que la incidencia de la artritis por infeccién
gonocoécica diseminada es de 2,8 casos por 100.000
personas/afio.

La artritis séptica se presenta en todos los grupos
de edad, pero su prevalencia es mayor en los
pacientes mayores de 65 afios (45%) y en los que
padecen una enfermedad subyacente
inmunosupresora o anomalias articulares previas
(especialmente artritis reumatoide). Para esta
infeccién constituyen un grupo aparte los individuos
adictos a drogas por via parenteral, no presenta
predisposicion racial, y se distribuye con un discreto
predominio en el género masculino.

La morbilidad primaria de la artritis séptica
consiste en una disfuncién significativa de la
articulacion, incluso si se realiza aspiracion del
material purulento 'y tratamiento antibiético
apropiado. La tasa de mortalidad global oscila entre
el 7y el 15%, a pesar de un tratamiento correcto y se

relaciona principalmente con el microorganismo
causante. En la artritis séptica por N. gonorrhoeae es
extremadamente baja, mientras que en la artritis por
S. aureus se aproxima al 50%.

2.4. MANIFESTACIONES CLINICAS

Las manifestaciones clinicas varian segun la edad
y las condiciones del paciente. En los pacientes
ancianos y en los inmunodeprimidos la enfermedad
comporta una mayor gravedad y mortalidad (con
frecuencia en el contexto de una sepsis).

En la artritis séptica, los pacientes presentan
tipicamente la triada: fiebre (40-60% de los casos),
dolor (75%) y restriccion de los movimientos en la
articulacion afectada. Estos sintomas tienen una
duracion media de 1-2 semanas. La fiebre suele ser
de bajo grado (< 39° C) y sin escalofrios (< 20%). La
fiebre en picos y con escalofrios es mas frecuente en
la artritis cristalina.

Las artritis presentan caracteristicas que pueden
ayudar a su diferenciacibn de otros procesos
reumatoldgicos u ortopédicos como:

- Comienzo agudo.

- Dolor que se superpone a un dolor articular
cronico.

- Antecedentes previos de enfermedad articular
(sobre todo artritis reumatoide), traumatismo
articular, artrocentesis, aspiracion articular o
inyeccién de corticoesteroides.

- Generalmente, proceso monoarticular.

- Presencia de sintomas extraarticulares.

- Posibilidad de invasion vascular previa por
cateterizaciones 0 consumo de drogas por via
parenteral.

- Afecciones o situaciones que disminuyen las
defensas hepatopatia, diabetes mellitus,
linfoma, neoplasia, alteraciones del
complemento, hipogammaglobulinemia,
alcoholismo, tratamiento inmunosupresor con
corticoesteroides).

- Presencia de protesis articulares

En la artritis puede afectarse cualquier
articulacion, pero se suelen afectar mas las grandes
gue las pequefias articulaciones: la rodilla es la mas
frecuente (50% de los casos), seguida de la cadera
(20%), hombro (8%), tobillo (7%) y la mufieca (7%).
Las otras articulaciones, codo, interfalangica,
esternoclavicular y sacroiliaca se afectan con menor
frecuencia (1-4%).

En la exploracién fisica, cuando la articulaciéon
afectada es periférica, el diagndstico es manifiesto
por la presencia de tumefaccion franca (90%),
eritema, calor e inflamacion. Cuando la articulacion
es profunda (cadera, hombro), estos signos pueden
ser mucho menos evidentes. Igualmente, los signos
y sintomas de infeccién pueden ser mas discretos en
personas de edad avanzada, inmunodeprimidos y en
los usuarios de drogas por via parenteral.

En cuanto al el numero de articulaciones
afectadas, clasicamente se acepta que la artritis
séptica no gonocécica es, mayoritariamente,
monoarticular (85-90% de los casos). Sin embargo,

los datos actuales sugieren que hasta en un 22% de
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los casos la presentacion es poliarticular. Cuando
esto sucede, la infeccion suele deberse a S. aureus y
se da especialmente en los pacientes con artritis
reumatoide, en los que en algunas ocasiones, se
presentan conjuntamente un brote de enfermedad
reumatica y una artritis séptica. La presentacion
poliarticular suele ser mas tipica de la enfermedad
gonocodcica, infecciones viricas, enfermedad de
Lyme, artritis reactiva y otros procesos no
infecciosos.

La infeccion articular gonococdécica puede tener
dos formas de presentacion:

- Afectacion poliarticular, acompafiada de fiebre
y multiples lesiones cutaneas (sindrome
dermatitis-artritis), que se desarrolla
inmediatamente después de la diseminacién
del gonococo a partir del cuello uterino, uretra
o faringe. La afectacién articular consiste en
artralgias o0 tenosinovitis de distribucion
asimétrica. Tipicamente se afectan las
articulaciones de las manos, ademas de la
rodilla, mufieca, tobillo y codo. Las lesiones
cutaneas son multiples pero nunca tan
abundantes como las que se producen en la
meningococemia y evolucionan de papulas a
pustulas o de vesiculas a lesiones necroticas.

- Artritis  monoarticular sin asociacion de
sintomas sistémicos, tenosinovitis, ni lesiones
cutaneas, que se desarrolla mas tarde en el
tiempo después de la diseminacion
gonocdcica. Puede ir precedido o no de un
sindrome de dermatitis-artritis.

La artritis por S. agalactiae es mas frecuente en
las articulaciones sacroiliaca y esternoclavicular.

En la artritis tuberculosa los sintomas son
bastante indolentes, por lo que el diagndstico se
puede retrasar durante afios. Generalmente la
prueba del derivado de proteina purificada (PPD) es
negativa y no existen signos de tuberculosis
pulmonar pasada o presente.

Las artritis viricas generalmente muestran una
afectacion asimétrica de las pequefias articulaciones,
especialmente de las manos, acompafada de un
exantema cutdneo concomitante. En la hepatitis B y
C aparece en la fase preictérica y se resuelven a
medida que se desarrolla la ictericia. En la hepatitis
B, la artritis puede evolucionar a la cronicidad.

Las artritis por Candida spp., tienden a producirse
en un grupo de pacientes seleccionados que incluye
a inmunodeprimidos, portadores de catéter venoso
central, receptores de antibiéticos de amplio espectro
y usuarios de drogas por via parenteral. Candida
albicans es la especie mas frecuente, pero también
se han encontrado involucradas Candida glabrata y
Candida tropicalis. En la mayoria de los pacientes la
infeccién articular se produce por diseminacion
hematogena a partir de un episodio de candidemia
previo y las localizaciones preferentes son los discos
intervertebrales y la rodilla. En el resto de los
pacientes, la inoculacién es exégena después de un
traumatismo, inyeccién intraarticular, procedimiento
quirargico, inyeccién de drogas por via parenteral
(sobre todo heroina). En este dltimo caso, se

desarrolla un sindrome Unico que consiste en artritis
(condrocostal o esternoclavicular), endoftalmitis vy
foliculitis (facial, en cuero cabelludo o en el térax).

La enfermedad de Lyme puede presentarse como
una artritis aguda. En el 60% de los pacientes, la
artritis puede desarrollarse semanas 0 meses
después del exantema caracteristico con fiebre y
artralgias migratorias. La artritis afecta a una o dos
grandes articulaciones  simultaneamente  (con
frecuencia a la rodilla). El patron tipico consiste en
ataques que duran de semanas a meses separados
por periodos de remision completa en un curso de
recaidas que casi siempre preceden al estadio
cronico (inflamacién articular de >1 afio de duracion)
de la artritis de Lyme. Tipico de este cuadro es la
desproporcién entre el grado de inflamacion y la
sensacién de dolor. Los pacientes, generalmente,
son o0 proceden de un éarea endémica y el
antecedente de picadura de garrapata y una
exposicién estacional puede ayudar al diagnéstico.

La artritis por Brucella spp. se produce en el 10-
30% de los pacientes con brucelosis y afecta
preferentemente a las articulaciones de la columna
lumbosacra.

La artritis reactiva generalmente comienza varias
semanas después de que la infeccion subyacente se
haya resuelto. Hay muy pocos sintomas sistémicos
concurrentes y suele afectar a varias articulaciones
grandes de forma asimétrica.

La bursitis séptica, que afecta con mayor
frecuencia al olécranon y a la bolsa prerrotuliana, es
una infeccién (generalmente causada por S. aureus)
limitada, que cursa con inflamacién y dolor, pero no
representa una verdadera infeccion de la articulacion
subyacente.

2.5. ETIOPATOGENIA

Los agentes etiologicos de la artritis séptica mas
frecuentes (91% de los casos) son S. aureus (la
causa mas frecuente) y las especies de
estreptococos (Streptococcus del grupo viridans, S.
pneumoniae y estreptococos del grupo B). La artritis
por S. pneumoniae se encuentra especialmente
relacionada con los pacientes con anemia
drepanocitica o0 mieloma. Los bacilos gramnegativos
aerobios estan involucrados en el 20-25% de los
casos (sobre todo en niflos, ancianos,
inmunodeprimidos o usuarios de drogas por via
intravenosa).

En cuanto a N. gonorrhoeae, en la actualidad en
Espafia, como en otros paises europeos, se estima
que la artritis gonocdcica supone menos de 11% del
total, e incluso entre los usuarios de drogas por via
parenteral no supera el 3% de las infecciones
osteoarticulares.

Otros agentes etioldgicos asociados con mucha
menor frecuencia incluyen Pasteurella multocida y
Capnocytophaga spp. (mordeduras de perros y
gatos); Eikenella corrodens, anaerobios,
especialmente Fusobacterium nucleatum y
estreptococos (mordedura humana); Aeromonas
hydrophila  (leucemia  mieloide); estafilococos
coagulasa negativa, bacilos gramnegativos vy
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Propionibacterium spp. (articulaciones protésicas);
Candida spp. (especialmente frecuente en usuarios
de drogas por via parenteral); Brucella spp., M.
pneumoniae, Ureaplasma urealyticum, M. hominis y
M. fermentans (pacientes con
hipogammaglobulinemia, inmunosupresion, linfoma);
Mycobacterium marinum (exposicion al agua) y
Sporothrix schenckii (jardineros).

Las infecciones articulares polimicrobianas (5-10%
de los casos) y la infeccion por microorganismos
anaerobios (5% de los casos) suelen aparecer como
consecuencia de un traumatismo o una infeccién
abdominal.

Entre los microorganismos que pueden producir
infeccion articular no supurativa se encuentran
Borrelia burgdorferi, una gran variedad de virus
(como los virus de la coriomeningitis linfocitaria, VIH,
hepatitis B, rubéola), micobacterias, micoplasmas y
hongos (Histoplasma spp., Sporothrix schenckii,
Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis) entre
otros.

Debido a una combinacion de factores, la etiologia
de la artritis séptica estd cambiando. Entre ellos se
encuentra el aumento de artroplastias quirargicas, en
las que la presencia de una protesis favorece la
infeccion por estafilococos coagulasa negativa,
Corynebacterium spp. y Propionibacterium spp.,
agentes totalmente inusuales en la infeccion de las
articulaciones nativas. Por otra parte, también son
causa de infeccion las cepas comunitarias de S.
aureus resistentes a la meticilina (SARM) y el
aumento de pacientes con inmunosupresion
iatrogénica o infeccion por el VIH, favorece el
aumento de las infecciones articulares por
microorganismos inusuales.

La principal consecuencia de la invasién
bacteriana de la articulacion es la lesion del cartilago
articular. Los microorganismos acceden a la
articulacion por via hematégena (lo mas frecuente),
por inoculacién directa (traumatismo, mordedura,
cirugia) o por extensién directa de una infeccién
Osea adyacente al espacio articular.

Inicialmente, las bacterias que penetran en la
articulacion se depositan en la membrana sinovial
produciendo una respuesta celular inflamatoria
aguda. El tejido sinovial no tiene una membrana
basal limitante, por lo que los organismos infectantes
pueden pasar facilmente al liquido sinovial y dar
lugar a la inflamacién purulenta de la articulacion. En
los 5-6 dias siguientes se produce una marcada
hiperplasia de las células de la membrana sinovial.
Ademas, las células inflamatorias liberan citocinas,
proteasas y otros productos inflamatorios, lo que da
lugar a la hidrélisis del colageno y de proteoglucanos
esenciales que causan la degradacion del cartilago e
inhiben su sintesis. A esto se afiaden las particulares
propiedades patogénicas de cada microorganismo,
como en el caso de S. aureus, que ademas del
tropismo que promueve su unién a la membrana
sinovial (mediante unién a la sialoproteina articular,
fibronectina del colageno, elastina, acido hialurénico)
posee proteasas condrociticas y toxinas que inducen
una potente respuesta inflamatoria.

Investigaciones recientes apoyan el concepto de
que el tratamiento eficaz requiere no soélo la
eliminacién del agente patégeno sino también, la
regulacion a la baja de la respuesta inmunitaria
exagerada, que parece ser un impedimento, en lugar
de una ayuda, a los mecanismos defensivos del
hospedador.

A medida que el proceso destructivo continua,
comienza la formacién de tejido de granulacion
sinovial (pafio sinovial) y se produce la erosion del
cartilago en los margenes laterales de la articulacion.
Los grandes derrames, que pueden producirse en
las articulaciones mayores (cadera), impiden el
aporte de sangre y tienen como consecuencia la
necrosis aséptica del hueso. Todos estos procesos
destructivos pueden aparecer precozmente en el
curso de una infeccién no tratada. De ahi, que se
considere la artritis séptica como una urgencia
médica.

Por el contrario, la infeccibn por otros
microorganismos (N. gonorrhoeae) induce un flujo de
leucocitos polimorfonucleares relativamente
moderado dentro de la articulacién. Este hecho
explica, en parte, la minima destrucciéon articular
observada en la infeccion por estos
microorganismos, cuando se compara con la
destruccién asociada a la infeccion por S. aureus.

En los adultos, la anastomosis arteriolar entre la
epifisis del hueso y la membrana sinovial permite la
diseminacién de la osteomielitis dentro del espacio
articular.

La articulacién normal posee varios componentes
protectores. Por una parte, las células sinoviales
ejercen una actividad fagocitica importante y por
otra, el liquido sinovial tiene una actividad bactericida
significativa. En la artritis reumatoide y en el lupus
eritematoso sistémico las funciones defensivas del
liquido sinovial se encuentran alteradas y hay una
disminucién de la quimiotaxis y de la fagocitosis por
los leucocitos polimorfonucleares lo que hace que
este tipo de pacientes sean mas susceptibles a la
infeccion del espacio articular. La membrana sinovial
de estas articulaciones muestra una
neovascularizacion y un aumento de los factores de
adhesion; ambas situaciones aumentan la posibilidad
de que si se produce una bacteriemia, ésta tenga
como consecuencia la infeccién de la articulacion.

Las infecciones viricas, pueden causar invasion
directa (rubéola) o producir complejos antigeno-
anticuerpo. Se han descrito estos mecanismos
inmunolégicos en las infecciones por hepatitis B,
parvovirus B19 y por virus de la coriomeningitis
linfocitaria.

La artritis de la enfermedad de Lyme se produce
generalmente por un mecanismo inmunoldgico,
siendo una minoria los casos producidos por
invasion directa por el organismo.

Las artritis reactivas, se observan con mas
frecuencia en los pacientes con antigenos de
histocompatibilidad de tipo HLA-B27. Aunque la
artritis reactiva puede producirse en asociaciéon con
varias infecciones, los procesos gastrointestinales
son con mucho los mas frecuentes. Los patégenos
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gastrointestinales que se asocian incluyen:
Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium,
Yersinia  enterocolitica, Campylobacter jejuni,
Clostridium difficile, Shigella sonnei, Entamoeba
histolytica y Criptosporidium spp. Las infecciones
genitourinarias, especialmente las debidas a
Chlamydia trachomatis, son la segunda causa mas
frecuente de artritis reactiva. En mucha menor
medida, se han descrito asociadas también a
infecciones por Mycoplasmas, particularmente
Mycoplasma pneumoniae, Ureaplasma urealyticum,
y Mycoplasma hominis.

2.6. DIAGNOSTICO NO MICROBIOLOGICO

El “patrén de referencia” para el diagndstico no
microbiolégico de la artritis séptica es sobre todo el
grado de sospecha clinica. Tipicamente, la artritis
séptica se presenta como una historia de dolor,
inflamacion, calor y limitacion de movimientos en la
articulacion afectada, pero en la practica ninguna
caracteristica clinica es significativamente especifica
para el diagnostico de la artritis séptica. Muchas
otras afecciones, incluidas la artritis por cristales y la
artritis reumatoide, pueden también presentar fiebre,
inflamacion, dolor y rigidez articular.

El diagnostico diferencial de la artritis séptica
bacteriana incluye cuadros clinicos como la gota,
pseudogota, artritis reactiva, artritis reumatoide (y
sus reagudizaciones), artritis viricas y la enfermedad
de Lyme, cada uno de los cuales puede presentarse
con una afectacibn aguda de una o varias
articulaciones. No son especificos para el
diagnéstico de la artritis séptica ninguno de los
parametros  habituales en sangre periférica
(velocidad de sedimentacién eritrocitaria, recuento
leucocitario), ni tampoco las determinaciones en el
liquido sinovial de las concentraciones de glucosa y
proteinas.

La determinacibn de la velocidad de
sedimentacion eritrocitaria y de la proteina C reactiva
pueden tener utilidad para el seguimiento de la
respuesta al tratamiento, asi como para detectar un
proceso agudo en las articulaciones afectadas
cronicamente. Igualmente, pueden ser de utilidad las
pruebas seroldgicas para diagnoéstico de alteraciones
reumatolégicas.

De las citocinas inflamatorias presentes en liquido
sinovial Unicamente el factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a) presenta una sensibilidad (95%) vy
especificidad (71%) para el diagndstico de artritis
séptica, pero no se recomienda su determinacion.

En cuanto al diagnéstico por imagen:

- Laradiografia simple tiene un valor limitado en la
evaluacion de la infeccién, s6lo permite mostrar
la inflamacién del tejido periarticular y excluir una
osteomielitis periarticular o subyacente.

- La ecografia es util para diagnosticar los
derrames articulares.

- La tomografia computerizada y la resonancia
magnética, mas sensibles para distinguir
osteomielitis,  abscesos  periarticulares y
derrames articulares, pueden dar iméagenes

imprecisas que también se observan en
artropatias inflamatorias no infecciosas. Sin
embargo, donde muestran su mayor utilidad es
en los pacientes con infeccién articular
sacroiliaca o esternoclavicular, porque permiten
excluir la extension de la infeccién dentro del
mediastino o de la pelvis.

- La gammagrafia con Tecnecio 99m, Galio 67 o
Indio 111 se emplea para localizar areas de
inflamacion especialmente en las articulaciones
de la cadera y sacroiliaca.

Por lo tanto, el diagnéstico no microbioldgico se basa
en:

- La obtencién de una historia minuciosa que
incluya todos los antecedentes del paciente, en
particular la existencia de una enfermedad
articular subyacente (especialmente artritis
reumatoide), la  posible presencia de
enfermedades de transmision sexual, exposicién
a picaduras de garrapatas (enfermedad de
Lyme), diabetes, inmunodeficiencias,
aspiraciones e inyecciones intraarticulares,
enfermedad diarreica, etc.

- El examen cuidadoso de la articulacion en
cuanto a signos de eritema, inflamacion (90% de
los casos), calor y dolor a la palpacién.

- Presencia de un derrame aparente, asociado con
una marcada limitacion de los movimientos
activos y pasivos. No obstante, hay que tener en
cuenta que en las articulaciones profundas
(cadera, vertebrales) estos hallazgos pueden
encontrarse atenuados o pobremente localizados
y que los signos y sintomas de infeccion pueden
estar silenciados en las personas de edad
avanzada, inmunodeprimidos (especialmente si
ademas tienen una artritis reumatoide) y en los
usuarios de drogas por via parenteral.

- La aspiracion urgente del liquido articular.

- La evaluacién del aspecto macroscépico del
liquido obtenido por artrocentesis:

- El liquido de una articulacién normal es de
volumen escaso, claro, sin color vy
consistencia viscosa.

- Un liquido transparente 'y  viscoso
corresponde, en general, a un problema
mecanico.

- Un liquido con aspecto macroscépico turbio,
de color amarillo-verdoso es sospechoso de
infeccidn articular.

- El recuento leucocitario en el liquido sinovial
junto con la determinacién del porcentaje de
polimorfonucleares constituyen el principal dato
diagnéstico, mientras se esperan los resultados
del estudio microbiologico. Existe cierta
controversia en cuanto al valor del recuento
leucocitario para la diferenciaciéon entre infeccion
y otras causas de inflamacion articular, por lo
que este dato debe usarse en conjuncion con los
hallazgos clinicos para  establecer un
tratamiento, hasta que se conozcan los
resultados de la tincion de Gram vy el cultivo del
liguido sinovial. No obstante se admite que:



- Un recuento celular entre 10.000-30.000
células/mm®, es poco probable que
corresponda  a una artritis  séptica,
debiéndose plantear otras artritis infecciosas
0 artritis no infecciosas (deposito de
microcristales, artritis reactivas u otras
enfermedades traumaticas).

- Un recuento celular de >50.000 células /mm?®
(habitualmente entre 50.000-150.000
células/mm®, con mas del 75% de
polimorfonucleares es altamente sugestivo
de artritis séptica.

- A medida que aumenta el recuento de
leucocitos, aumenta la probabilidad de artritis
séptica.

- La presencia de eosinofilia en el liquido
sinovial, sugiere infeccibn parasitaria,
neoplasia o enfermedad de Lyme.

- Investigacion de la presencia de microcristales
(urato monosddico 'y pirofosfato  calcico)
mediante la observacion por microscopia de luz
polarizada para el diagnostico de la gota o
pseudogota.

2.7. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

El diagndstico microbioldgico se basa en la
positividad de la tinciébn de Gram, el cultivo del
liquido sinovial o de la membrana sinovial y en la
presencia de un cuadro clinico compatible asociado
a dos o mas hemocultivos positivos para el mismo
microorganismo.

En los pacientes en los que se produce una
osteoartritis por afectacion de las articulaciones
axiales (esternoclavicular, condrocostal, sacroiliacas
y sinfisis del pubis) y en los que no se produce un
acumulo significativo de liquido articular y no se
puede obtener muestra para cultivo, el diagnéstico
se basa en la positividad de los hemocultivos y en
las pruebas radiolégicas y gammagréficas. Sdélo en
algunos casos seleccionados en los que se practica
la puncién o la biopsia puede realizarse el cultivo de
estas muestras.

El estudio microbiolégico del liquido articular
incluye: la tincién de Gram y la siembra en medios
de cultivo convencionales con incubacién aerobia y
anaerobia. La inclusién de otras tinciones y cultivos
especificos depende de los  diagnésticos
diferenciales considerados.

Tincion de Gram:

- Proporciona una informacioén util e inmediata en

relacion con el diagndstico y la orientacion del

tratamiento. En ocasiones, puede ser el Unico dato
de infeccibn cuando se debe a organismos
exigentes que no son capaces de crecer en el

cultivo. A pesar de su utilidad, la sensibilidad y

especificidad de la tincion de Gram no estan bien

definidas.

- En la artritis bacteriana no gonocécica, se estima

que la sensibilidad oscila del 29% al 50% (maxima

sensibilidad en la infeccion por S. aureus). En la
artritis gonocécica, la sensibilidad es mucho mas

baja, probablemente <10%. Por el contrario, la

especificidad es siempre muy elevada.

El cultivo del liquido o de la membrana sinovial es
el método diagnostico definitivo de la artritis séptica,
por lo que deben ser rutinariamente enviados para
cultivo cuando se obtengan. En los pacientes con
artritis séptica no tratada, el cultivo del liquido
articular resulta positivo en el 80-90% de los casos.
En la infeccion gonocdcica, los cultivos del liquido
articular son positivos en sélo un 25% de los casos.

Hay que tener en cuenta que la ausencia de
resultados positivos en el cultivo y en la tincion de
Gram, no excluye una artritis séptica. En relacién con
el recuento leucocitario del liquido sinovial y aunque
la probabilidad de artritis séptica aumenta con el
aumento del recuento de leucocitos, hay que tener
en cuenta que, un elevado nimero de leucocitos en
el liquido sinovial no siempre se corresponde con
una infeccion articular. Otros procesos estériles,
denominados “pseudoartritis” (como reacciones a
inyecciones intraarticulares, infiltracién leucémica y
la gota) pueden producir un grado de infiltracién
leucocitaria similar.

En los casos confirmados por cultivo, debe
instaurarse tratamiento antibidtico considerando la
sensibilidad de los aislados. Pero si los cultivos son
negativos y el recuento celular en el liquido articular
es >50.000 células/mm?® y se han excluido otras
enfermedades reuméticas, asi como en los casos en
los que no se disponga de recuento celular, pero
exista una alta sospecha clinica, se debe mantener
el diagnéstico e instaurar tratamiento antibiotico
empirico. En los casos con cultivo negativo en los
gue no se cumplan las condiciones anteriores debe
considerarse el diagnostico como poco probable.

Otros aspectos que deben tenerse en cuenta en
el diagnéstico microbiolégico son:

- Las limitaciones mas frecuentes de la positividad
del cultivo son la administracién de antibiéticos
previa a la artrocentesis y la infeccion por
microorganismos atipicos.

- El cultivo del tejido sinovial esta principalmente
indicado para la deteccién de micobacterias y
hongos.

- Los hemocultivos son positivos en el 50-70% de
los casos. En el sindrome dermatitis-artritis
gonocdcico, el microorganismo puede aislarse
del hemocultivo o de las superficies mucosas; sin
embargo, los cultivos del liquido articular suelen
ser negativos.

- Ante una posible infeccién gonocécica, deben
obtenerse cultivos del recto, cuello uterino,
uretra, faringe y de las lesiones cutaneas.

- También se considera criterio etiolégico la
positividad de las pruebas serologicas para
Brucella spp.o Salmonella typhi en conjuncién
con un cuadro compatible.

- En la enfermedad de Lyme, el cultivo tiene el
maéaximo valor diagnéstico, ya que una serologia
positiva no necesariamente establece una
conexion entre los sintomas y la enfermedad. Sin
embargo, B. burgdorferi generalmente no se
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suele cultivar del liquido sinovial. Las tinciones
de plata detectan el microorganismo en soélo el
5% de los casos y la PCR para la deteccién del
ADN del microorganismo no se utiliza de modo
rutinario. Todo ello dificulta el establecimiento del
diagndstico, a menos que exista un antecedente
de picadura por garrapata.

- En la artritis causada por M. tuberculosis, el
liquido sinovial muestra un nimero elevado de
leucocitos, sin embargo la tincién para bacterias
acido-alcohol resistentes suele ser negativa
(sensibilidad del 20%). Los cultivos del liquido
sinovial son positivos en el 80% de los casos y
los del tejido sinovial en el 94% de los casos. El
diagndstico recae en la triada de cultivo del
liguido o de biopsia de la membrana sinovial,
tincién de acido-alcohol resistencia y el examen
histolégico. Las técnicas de PCR han
demostrado ser mas sensibles que el cultivo en
algunos estudios.

3. OSTEOMIELITIS
3.1. INTRODUCCION

La osteomielitis se define como la infeccién de la
cortical, la médula o ambas estructuras del hueso.
Actualmente, se observa un aumento de su
incidencia en relacién con el aumento de pacientes
politraumatizados, diabéticos con lesiones en los
pies, pacientes con Ulceras por presion y portadores
de implantes osteoarticulares.

3.2. CLASIFICACION

Existen dos clasificaciones de importancia, una
descrita por Cierny y Mader y otra por Lee y
Waldvogel. Cierny y Mader definen doce grupos
diferentes al combinar la localizacion anatémica en el
hueso (medular, superficial, localizada, o difusa), el
grado de inmunosupresién del huésped, y Ila
existencia de factores locales. Lee y Waldovgel
clasifican la osteomielitis segun la duraciéon de los
sintomas, aguda o cronica, y segun el mecanismo de
infeccion, hematégena o por contiglidad. La
infeccién por contigliidad la subdividen segin el
grado de insuficiencia vascular asociada.

3.3. PREVALENCIA

La osteomielitis hematdgena predomina en nifios y
asienta en la metafisis de huesos largos (fémur y
tibia). En los adultos sin embargo, predomina en
vértebras dorsales y lumbares, afectando mas
frecuentemente dos cuerpos contiguos y el disco
intervertebral (espondilodiscitis). La osteomielitis
hematdgena suele ser monomicrobiana. Menos del
10% se cronifican.

La osteomielitis por contiglidad, desde un foco
infeccioso adyacente o causada por inoculacién
directa tras traumatismo abierto o cirugia, es en la
actualidad la mas prevalente. Todas se consideran
por definicibn como osteomielitis cronicas. La
osteomielitis por insuficiencia vascular es la que se
produce en el pie diabético.

3.4. ETIOLOGIA

La osteomielitis se puede producir en general, por
cualquier microorganismo aunque lo mas frecuente
es que su etiologia sea bacteriana y con un claro
predominio de los cocos grampositivos siendo S.
aureus sensible el agente mas frecuente. En los
dltimos afios, se ha descrito un aumento de
incidencia de las osteomielitis causadas por SARM)
S. epidermidis es el microorganismo mas frecuente
en las formas asociadas a material de osteosintesis
o0 protesis articulares.

En general los estreptococos y los enterococos
son poco comunes como agentes causales de la
osteomielitis aunque S. agalactiae se ha observado
en las edades extremas de la vida y en pacientes
inmunodeprimidos.

Las enterobacterias producen generalmente
osteomielitis postquirdrgicas o postrauméticas, de
evolucién cronica y adquisicion nosocomial. P.
aeruginosa es frecuente en osteomielitis asociadas a
pie diabético y osteomielitis de huesos del pie tras
heridas punzantes.

Otras bacterias como Brucella spp. y Salmonella
spp. son poco frecuentes en la actualidad. La
primera suele causar osteomielitis vertebral y la
segunda se puede observar en pacientes con
inmunodepresién o drepanocitosis.

La osteomielitis por anaerobios se considera poco
frecuente, y los anaerobios habitualmente aparecen
en infecciones polimicrobianas. Suele afectar huesos
de la cara, pie diabético, en lesiones asociadas a
mordeduras y en Ulceras por presion. Es posible que
la prevalencia de las bacterias anaerobias en la
infeccion dsea no esté bien estimada debido a una
incorrecta toma y procesamiento de las muestras.

La manifestacién mas clasica de la infeccién 6sea
por M. tuberculosis es la espondilodiscitis, aunque
también puede afectar a otro tipo de articulaciones.

Los hongos que producen osteomielitis suelen ser
Candida spp. y Mucor spp., habitualmente en
pacientes inmunodeprimidos.

Equinococcus granulosus es causa de infeccién
Osea parasitaria en zonas endémicas, aunque
actualmente su incidencia es muy baja.

3.5. MANFESTACIONES CLINICAS

En la osteomielitis hematégena de los nifios es
frecuente la fiebre brusca con escalofrios, malestar
general, inflamacién y dolor local. En la osteomielitis
hematégena vertebral del adulto aparece dorsalgia
aguda o insidiosa y puede aparecer fiebre.

La osteomielitis por contiglidad se manifiesta
generalmente de forma precoz tras la inoculacién.
No siempre aparece fiebre, pero si es constante el
dolor, la tumefaccion local y en ocasiones la
supuracion a través de una fistula.

En la osteomielitis asociada a insuficiencia
vascular, pueden observarse areas de celulitis o
Ulceras profundas infectadas apareciendo la
mayoria de ellas en los pies.



3.6. DIAGNOSTICO NO MICROBIOLOGICO

La osteomielitis aguda es dificil de diagnosticar ya
que, al principio de la infeccion, no aparecen signos
radiologicos definitivamente sugerentes. Se debe
sospechar si existe dolor o inflamacién localizado en
el hueso, asociado fiebre o a aumento de reactantes
de fase aguda (PCR, VSG). Puede aparecer
leucocitosis en sangre periférica y en ocasiones los
hemocultivos pueden ser positivos.

El diagnéstico clinico de la osteomielitis cronica es
sencillo, suele existir una fistula que comunica el
hueso con el exterior y en la radiologia simple se
pueden observar signos tales como reabsorcion
Osea, secuestro o involucro (neoformacion 6sea). El
diagndstico no microbioldgico de la osteomielitis se
basa en la realizacion de las siguientes pruebas:

- Radiologia simple. Siempre es necesario
realizar una radiografia simple a pesar de las
limitaciones que se describen a continuacién: en
los primeros dias suele ser de poca utilidad, sé6lo
muestra alteraciones de partes blandas por la
extension de la infeccion a estas zonas. Las
lesiones Oseas iniciales se aprecian cuando ya
existe una pérdida de contenido calcico de al
menos el 35%, esto no ocurre hasta después de
la segunda semana desde el comienzo de la
infeccion. Los primeros signos son osteoporosis,
lesiones liticas, despegamiento del periostio y
reaccién periostica. Posteriormente, apareceran
las lesiones caracteristicas de los procesos
crénicos ya mencionado.

- Técnicas gammagréaficas. Es el método
diagnéstico mas rapido. Tiene una sensibilidad
del 90% pero una especificidad del 50%. El
Tecnecio-99 meta-estable-metilen-difosfonato es
captado por el hueso donde aparece aumento de
vascularizacion y diferencia lesion 6sea de tejido
blando. Si se asocia con Citrato de Galio 67 la
especificidad mejora. Las técnicas que utilizan
los leucocitos marcados con Indio 111 o con
Tecnecio 99 meta-estable-hexametilpropil-
enamina-oxima (99m Tc-HMPAO) son un poco
mas especificas que las anteriores. Lo
importante es el alto valor predictivo negativo de
estas técnicas, que permite excluir infeccion si la
prueba es negativa.

- TAC y RMN. La tomografia computerizada
(TAC) y la resonancia magnética nuclear (RMN)
son las pruebas con mayor especificidad y
sensibilidad. Permiten detectar la presencia de
edemas, destruccion  medular, reaccion
periéstica, lesién cortical, dafio articular, y
alteracién de partes blandas, ain cuando la
radiologia simple es normal. La TAC puede
presentar artefactos por el propio hueso o por la
presencia de metal y la RMN esta contraindicada
si existen implantes ferromagnéticos. La RMN
esta especialmente indicada en el diagnéstico de
osteomielitis de columna vertebral.

- Ecografia. Los criterios ecogréficos para el
diagndstico de osteomielitis son: coleccién
adyacente al hueso y elevacion del periostio de 2
mm, engrosamiento del periostio con zonas

hipoecoicas, e inflamacion de la musculatura y
los tejidos blandos adyacentes

- Estudios histopatolégicos. Pueden ser
necesarios para la confirmacién del diagndstico
de osteomielitis en biopsia ésea, donde se
observa necrosis 6sea, reabsorcion y exudado
inflamatorio.

3.7. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

El diagnéstico microbiolégico es crucial para
instaurar el tratamiento antibidtico. En general se
debe evitar la toma de muestras con torunda de
heridas, Ulceras o exudados de fistula, ya que
pueden estar contaminados con los microorganismos
habituales de la piel. El valor predictivo del cultivo de
exudados de fistulas es inferior al 50% para S.
aureus y aun mas bajo para otros microorganismos.

Las muestras adecuadas para el diagnéstico de la
osteomielitis son:

1.Hemocultivos

2.Muestra obtenida por puncion de absceso

cerrado

3.Biopsia 6sea

Los hemocultivos pueden ser positivos en
aproximadamente la mitad de las osteomielitis
agudas. Sin embargo, no se puede obviar la
obtencion de muestras 6seas si se cultiva un
microorganismo en sangre que habitualmente no
produciria osteomielitis.

La obtencién de muestras de abscesos cerrados
asociados a infeccibn désea es muy util para
establecer el diagnostico etioldgico; si la obtencion
de la muestra es adecuada se puede evitar el
sobrecrecimiento de microorganismos de la piel,
como sucederia en los cultivos de exudados de
fistulas.

La biopsia Osea puede realizarse de forma
percutanea o abierta. Cuando existe secuestro 6seo
accesible, identificado adecuadamente con técnicas
de imagen, la biopsia 6sea tiene un importante valor.
Los cultivos de este tipo de muestra son positivos
hasta en el 87% de los casos de osteomielitis. La
biopsia abierta es preferible a la percutanea, sobre
todo si se precisa desbridamiento y limpieza
quirtrgica de la zona. Idealmente la biopsia se debe
obtener antes del inicio de la antibioterapia y el envio
de mas de una muestra 6sea aumenta la rentabilidad
diagnéstica.

4. INFECCIONES ASOCIADAS CON IMPLANTES
4.1. INFECCION RELACIONADA CON PROTESIS
ARTICULARES

4.1.1 Introduccion. El empleo de protesis articulares
ha sido uno de los grandes avances de la cirugia
ortopédica de las Ultimas décadas y ha mejorado la
calidad de vida de muchos pacientes. Actualmente,
en los paises desarrollados un gran ndamero de
pacientes son portadores de una protesis articular
(se ha calculado que mas de 1,3 millones de
personas en Estados Unidos).

Las complicaciones asociadas con la implantacion
de una prétesis articular son poco frecuentes, siendo
la principal la movilizacion aséptica de la proétesis

9



seguida de la infecciébn. En muchas ocasiones, es
muy dificil distinguir entre ambas, sin embargo su
diferenciacion es fundamental ya que el tratamiento
requerido por cada una de ellas es muy diferente.

De todas las complicaciones que se pueden
presentar tras la implantacion de una prétesis
articular, la mas grave es la infeccion, que requiere
tratamientos largos y complejos con una elevada
morbilidad asociada. La infeccion de prétesis
articular (IPA) se asocia a un alto indice de recidivas
y produce un elevado nuamero de fracasos
quirdrgicos que hacen necesarias las
reintervenciones y en muchas ocasiones, la retirada
de la implante con la pérdida total de la funcionalidad
articular y consiguiente limitacion de la movilidad, lo
que deteriora en gran medida la calidad de vida de
los pacientes. La IPA se asocia a un elevado
incremento de costes sanitarios y contribuye a
aumentar la mortalidad al afectar en general a
pacientes de edad avanzada y con enfermedades de
base debilitantes.

4.1.2 Clasificacién y manifestaciones clinicas.
Uno de los principales retos a la hora de abordar el
fracaso de una protesis articular es distinguir cuando
se produce por una movilizacion aséptica y cuando
esta presente una infeccion. En el caso de las IPA es
necesario instaurar un tratamiento antibiético
adecuado de forma precoz y elegir el abordaje
quirargico mas conveniente en cada caso, para
mejorar el pronéstico y minimizar las complicaciones.

El diagnéstico clinico de la IPA no es facil, ya que
las manifestaciones clinicas que se producen
pueden ser muy variables y no son siempre
especificas de wuna infeccion. Ademas, por el
momento no hay ninguna prueba diagnostica con
suficiente sensibilidad y especificidad para permitir
decidir cuando una prétesis esta infectada, de modo
que actualmente el diagndstico se realiza
considerando un conjunto de datos analiticos, de
imagen, microbioldgicos e histopatolégicos.

Se han sugerido distintas clasificaciones de la IPA,
considerando la ruta posible de adquisicion de la
infeccion  (hematodgenas, por contiglidad o
perioperatorias) y el tiempo de aparicién de la misma
desde la cirugia (precoces, intermedias o tardias),
pero la mas aceptada es la establecida por
Tsukayama y cols. que tiene sobre todo en cuenta el
tiempo de aparicién de la infeccidn tras la colocacion
de la prétesis y que las clasifica en:

- Infeccién post-quirdrgica precoz: cuando los
primeros sintomas de la infecciébn aparecen
dentro del primer mes desde la implantacion de
la protesis (algunos autores consideran el
periodo de tres meses). Las manifestaciones
clinicas aparecen de forma aguda y se
caracterizan por inflamacion local de la
articulacion, dolor, infeccion de la herida
quirdrgica con supuracion, presencia de una
fistula que comunica con la prétesis y a veces
celulitis y fiebre. Generalmente es dificil distinguir
cuando la infeccién es superficial o afecta a la
prétesis.

- - Infeccidon post-quirdrgica tardia: aparece de
forma crénica después de los dos meses de la
cirugia. Los sintomas principales suelen ser el
dolor y la movilizaciobn de la prétesis que
aparecen de forma larvada, lo que hace dificil su
diferenciacion con la movilizacién aséptica de la
prétesis. La fiebre suele estar presente sélo en la
mitad de los casos.Infeccion hematdgena: puede
aparecer de forma precoz o tardia y se asocia a
una bacteriemia previa, que da lugar a una
“siembra” del implante. Normalmente da lugar a
manifestaciones clinicas agudas. La bacteriemia
gue la origina suele tener un foco en la piel (S.
aureus y S. pyogenes), en catéteres (S.
epidermidis), en infecciones o manipulaciones
odontoldgicas (Streptococcus del grupo viridans
y anaerobios) o en infecciones urinarias o
gastrointestinales (E. coli, Enterococcus spp.,
anaerobios).

- Infeccién asociada a cultivos intraoperatorios
positivos: se define cuando el paciente llega a la
cirugia de revision sin sospecha clara de IPA,
pero los cultivos de las muestras tomadas
durante la cirugia son positivos. Suelen ser
infecciones subclinicas y normalmente se
descubren cuando ya se ha realizado el
recambio de la protesis. En estos casos es muy
importante diferenciar si los cultivos son
verdaderamente positivos o el crecimiento de
microorganismos se debe a una contaminacion
en la obtencién o manipulacién de la muestra.

- Algunos autores reconocen un tipo de infeccién
intermedia que se produce entre el segundo mes
y los dos afios después de la cirugia. En este
caso muy posiblemente microorganismos “poco
virulentos” llegan a la articulacién durante la
cirugia pero sus manifestaciones clinicas se
producen de forma tardia.

4.1.3. Prevalencia. El empleo en los Ultimos afios de
profilaxis antibiética y flujo laminar durante la cirugia
han disminuido en gran medida la incidencia de IPA
en las dos Jdltimas décadas. En distintas
publicaciones internacionales se ha descrito que las
complicaciones asociadas con la implantacion de
protesis articulares aparecen en menos de un 10%
de los casos, siendo la infeccion infrecuente entre
ellas, con un 1% en prétesis de cadera en los
primeros 2 afios, 2% en prétesis de rodilla y un
porcentaje menor en el caso de las protesis de
hombro, cuando se habla de artroplastias primarias.
En el caso de reimplantacion de una prétesis el
porcentaje de infeccibn puede aumentar hasta el
40%.

El elevado nimero de artroplastias que se realizan
en los paises desarrollados hace que aunque los
porcentajes de infeccion sean pequefios, el nimero
de pacientes afectados sea muy importante. Se ha
calculado que en Estados Unidos se implantaron
unas 700.000 protesis durante el afio 2005, y el
ndamero de casos de IPA fue de 9.800 predominando
la infecciébn de proétesis de rodilla. En Espafia hay
pocos datos, pero se ha descrito que se realizan
unas 30.000 artroplastias/afio y que la incidencia
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media de infeccion es del 3-4%. La IPA se asocia a
una gran morbilidad con una mortalidad asociada del
2-7% en pacientes de edad avanzada. El coste
econdmico del manejo de una artroplastia infectada
puede ascender a 10 veces su valor inicial.

Los principales factores de riesgo que se han
relacionado con una mayor probabilidad de sufrir una
IPA estan asociados con las enfermedades de base
del paciente como artritis reumatoide, psoriasis,
inmunodepresion, diabetes, obesidad, edad muy
avanzada, enfermedades malignas y en gran medida
con haber sufrido el recambio previo de una protesis
0 una infeccioén de la herida quirargica.

La bacteriemia es también un factor de riesgo para

sufrir una infeccién de prétesis hematdgena, aunque
en algunos estudios se destaca que este riesgo es
bajo (0,3%), otros estudios describen que en el caso
de bacteriemia por S. aureus el riesgo aumenta
considerablemente (hasta un 30%). El riesgo de
infeccion hematdgena parece ser mayor en protesis
de rodilla que de cadera.
4.1.4. Etiopatogenia. En principio, casi cualquier
microorganismo puede causar una IPA. Las especies
de microorganismos asociados con IPA varian en
funcién del tipo de protesis, el tiempo transcurrido
desde la cirugia de implantacion, de los factores de
riesgo de paciente y de la localizacion de la prétesis.
En general, hay un claro predominio de los cocos
grampositivos y entre ellos de los estafilococos, que
causan alrededor del 60% de los casos de IPA (30-
40% los estafilococcos coagulasa negativa y 12-23%
S. aureus). Los estreptococos, enterococos y bacilos
gramnegativos (incluida P. aeruginosa) representan
en torno al 10% de los casos. La proporcion de
anaerobios es baja (2-4%), siendo el mas frecuente
Propionibacterium acnes. Se ha descrito que cerca
de un 10% son infecciones mixtas y en el 11% de los
casos, sorprendentemente no se aisla ningun
microorganismo en cultivo. Las IPA causadas por
otras bacterias, hongos o micobacterias son mas
raras. El bajo porcentaje de bacterias anaerobias y la
elevada proporcién de casos en los que nos se
obtiene  ningln  microorganismo, son  muy
posiblemente el reflejo de las limitaciones de los
métodos microbiolégicos empleados en los distintos
estudios.

Los microorganismos pueden alcanzar la protesis
sobre todo durante su implantacién  por
contaminacion con la microbiota de la piel del
paciente, del personal que interviene en la cirugia o
del ambiente del quiréfano. En menor medida, las
infecciones se pueden producir via hematégena, por
contigiidad desde un foco infeccioso adyacente
(principalmente la infeccion de la herida quirdrgica) o
por una infeccion preexistente en el hueso antes de
la cirugia (M. tuberculosis).

En general, las infecciones precoces se adquieren
durante la cirugia o por infeccion de la herida
quirdrgica y suelen estar causadas sobre todo por
microorganismos virulentos, como S. aureus y los
bacilos gramnegativos. Las infecciones tardias
aparecen principalmente por siembra hematdgena,
por contaminacion durante la cirugia con

microorganismos  “poco  virulentos” como @ S.
epidermidis y estafilocococos coagulasa negativa,
por inoculacion mediante un procedimiento
diagnostico o por extension desde un foco infeccioso
adyacente. Pueden estar causadas por diferentes
microorganismos como S. aureus, enterobacterias,
enterococos y estreptococos en el caso de
bacteriemia o por S. epidermidis, otros
estafilocococos coagulasa negativa o P. aches en el
caso de otros origenes.

La patogénesis de la infeccion de prétesis es un
fenbmeno complejo en el que intervienen
principalmente tres elementos: el implante, el
microorganismo y el paciente. La cirugia y la
implantacion de un cuerpo extrafio dan lugar a
cambios en los tejidos y a una disminucion de la
microcirculacién, que disminuye su capacidad de
defensa frente a la infeccibn aunque esta se
produzca a inéculos bajos, e impide una correcta
llegada de los antibiéticos.

En algunas ocasiones, los microorganismos que
alcanzan la protesis se desarrollan de forma
organizada inmersos en una matriz extracelular
compleja llamada biofilm, biopelicula o biocapa. En
el interior de la biopelicula los microorganismos
entran en un estado de latencia o de enlentecimiento
metabdlico, que les hace poco susceptibles a los
antimicrobianos que actian en las fases de
crecimiento exponencial y a las defensas del
huésped, lo que favorece su lenta proliferacién.
Estas biocapas suelen ser responsables de las
recidivas después de retirar los antibiéticos, de la
aparicion de infecciones tardias meses después de
la cirugia, del fracaso del tratamiento antibiético
cuando no se retira la protesis y de la dificultad de
demostrar la infeccion en aspirados de liquido
articular o cuando las muestras no se toman en la
vecindad de la prétesis.

La formacion de biopeliculas o biofilms es
caracteristica de S. aureus, S. epidermidis y otros
estafilocococos coagulasa negativa, aunque también
puede aparecer en las infecciones por otras
bacterias. La importancia de estas biocapas en el
diagnéstico microbioldgico de la IPA radica en que
con métodos convencionales basados en el cultivo
de liquido articular y biopsias periprotesicas pueden
no detectarse los microorganismos adheridos al
implante lo que hace necesario segun diversos
autores, introducir métodos de sonicacion de la
prétesis que permitan liberar los biofilms adheridos a
ella antes de su cultivo.

4.1.5. Diagnostico no microbiolégico. Las
manifestaciones clinicas con las que se puede
presentar una IPA son muy variables lo que dificulta
en gran medida su diagnostico, que suele requerir de
una completa evaluacién clinica, una exploracion
fisica adecuada y en general un abordaje
multidisciplinar, con la evaluacion conjunta de
estudios de imagen, de medicina nuclear, de
parametros bioquimicos como la VSG y PCR en
suero, estudios histolégicos de las muestras
obtenidas del tejido periprotésico, recuento y férmula
leucocitaria del liquido articular y cultivos del liquido

11



y las muestras periprotésicas obtenidas mediante
puncion o cirugia, ademas del cultivo del propio
implante.

El diagndstico clinico de IPA sélo es de certeza si
se observan fistulas que alcanzan el implante o si se
demuestra pus a su alrededor mediante puncién o
apertura quirdrgica de la articulacion.

Es fundamental intentar llegar a un diagnéstico
prequirdrgico mediante estudios bioquimicos, de
imagen y del analisis del liquido articular o biopsias
sinoviales mediante cultivo, para establecer si la
protesis esta infectada y el agente etiologico
responsable y asi poder considerar cual sera el
tratamiento mas adecuado tanto antibidtico como
quirdrgico, si éste es necesario.

El liquido articular se puede obtener mediante
puncién directa en el caso de infeccion de prétesis
de rodilla o por puncién guiada con ecografia en el
caso de localizaciones menos accesibles como la
cadera. El liquido articular se debe cultivar siempre y
se tiene que determinar la cantidad y porcentaje de
leucocitos. En ocasiones, es necesaria la obtencion
de muestras de tejido sinovial que parece tener mas
rentabilidad que el cultivo del liquido articular. Si
existen colecciones 0 abscesos periprotesicos
también se deben tomar muestras para cultivo.

Si es necesaria la cirugia de revision de la
prétesis, en el quir6fano se deben tomar varias
muestras de biopsias periprotésicas que se enviaran
al laboratorio de microbiologia para tincion de Gram
y cultivo y al laboratorio de anatomia patolégica para
detectar la presencia de inflamacion aguda, que
puede indicar infeccién. En muchas ocasiones, los
estudios que se realizan antes de la cirugia de
revision de la artroplastia no son concluyentes y el
diagnéstico de infeccion se establece durante la
cirugia por visualizacion de pus en torno a la protesis
0 después de la cirugia considerando los resultados
microbiolégicos y anatomo-patoldgicos obtenidos en
los estudios realizados de las muestras quirlirgicas.

A continuacion, se revisa brevemente la utilidad de
cada uno de los estudios que se pueden realizar
para llegar al diagnéstico de una IPA:

Determinacién de la velocidad de

eritosedimentacién globular (VSG) y proteina C

reactiva en suero: son parametros que suelen

estar elevados en casos de IPA, pero son poco
especificos. No sirven para el diagnostico de
infecciones precoces, ya que se suelen mantener
elevados durante semanas después de la cirugia.
La PCR es algo mas especifica que la VSG. Su
utilidad principal estd en el diagndstico de IPA
tardia de modo que, si estan dentro de rangos
normales, es poco probable el diagndstico de
infeccion. Las enfermedades inflamatorias crénicas
pueden causar falsos positivos. La utilidad de la

determinacion de niveles de la procalcitonina e IL-6

no se ha estudiado suficientemente en IPA.

Recuento de leucocitos y férmula en liquido

articular: es quizas el mejor método para

diferenciar una complicacién aséptica de una IPA.

Se ha establecido que recuentos de leucocitos

superiores a 1.700/ul o mas de 65% de

polimorfonucleares tienen una sensibilidad del 94%
y 97% respectivamente y una especificidad del
88% y 98%. Estas cifras son inferiores que los
recuentos considerados en el diagnostico de artritis
séptica. Estos valores se han evaluado sélo en IPA
de rodilla y no se conoce bien si son aplicables
para otro tipo de localizaciones o cuando el
paciente tiene enfermedades inflamatorias de
base.
Estudios de imagen: la radiografia simple no es
de mucha ayuda en los primeros meses tras la
cirugia, pero posteriormente puede ayudar a ver
modificaciones en la interfase cemento-hueso,
osteolisis periprotésica y modificaciones del
implante. Sin embargo, es dificil diferenciar estas
modificaciones de las que se producen en la
movilizacion aséptica. EI TAC suele usarse en
ocasiones para guiar punciones complejas de la
articulacion y la RMN permite visualizar con detalle
los tejidos blandos que rodean a la prétesis. Sin
embargo, son técnicas poco usadas al ser caras y
tener muchas interferencias producidas por el
metal de los implantes. La ecografia es muy (til
para detectar colecciones periprotésicas y para
guiar la puncion de la articulaciéon. La tomografia
de emision de positrones (PET) ha sido muy poco
evaluada en IPA.
Estudios de medicina nuclear: las técnicas que
han demostrado mayor utilidad son la
gammagrafia con leucocitos marcados con Indio
111 y la gammagrafia con Tecnhecio 99m con
coloide de sulfuro BMS realizadas conjuntamente.
Sin embargo, pueden presentar falsos positivos y
negativos que hacen que su utilidad diagndstica
sea todavia limitada. Se estan evaluando nuevas
técnicas que emplean anticuerpos antigranulocitos
marcados que podrian ser Utiles en el diagndstico
de IPA.
Estudios de histopatologia: la deteccién de
inflamacién aguda en estudios histopatoldgicos de
las muestras de biopsias periprotésicas tomadas
durante la cirugia de revision de la protesis han
demostrado  sensibilidades del 67-80% vy
especificidades de alrededor del 90%. Los distintos
estudios consideran distintos recuentos de
leucocitos polimorfonucleares en los tejidos, para
definir la existencia de inflamacién aguda. En
general, se acepta entre 5-10 leucocitos/campo de
gran aumento (400x) en al menos 10 campos. Esta
técnica tiene la ventaja de ser la Unica que puede
proporcionar un diagnéstico rapido intraquirdrgico,
cuando se realiza en biopsias intraoperatorias
congeladas, pero tiene el inconveniente de ser
poco valorable en pacientes con enfermedades
inflamatorias crénicas.

En las infecciones precoces la exploracion fisica
del paciente es la que suele hacer sospechar que la
protesis esta infectada, ya que los sintomas que
hacen pensar en infeccién (supuracion de la herida
quirtrgica con celulitis y fiebre) suelen aparecer de
forma aguda. En estos casos, es fundamental el
estudio del liquido articular mediante recuento y
férmula leucocitaria y su cultivo, asi como el de

12



tejidos o colecciones obtenidos por puncién, ya que
tanto los estudios de imagen como la PCR en suero
suelen estar alterados por los cambios producidos
por la cirugia.

En el caso de las infecciones tardias el
diagndstico normalmente es mas complejo, ya que
los sintomas que suelen presentarse como dolor,
inestabilidad o hematomas también pueden deberse
a complicaciones no infecciosas (metalosis,
movilizacion aséptica, etc). En este tipo de
infecciones suelen estar elevadas la VSG y la PCR
(si existen enfermedades inflamatorias crénicas su
utiidad es mucho menor) y se debe realizar una
evaluacion conjunta de los resultados obtenidos en
todas las pruebas. Como en las infecciones agudas,
el recuento y la férmula leucocitaria del liquido
articular es uatili en pacientes que no tienen
enfermedades inflamatorias de base.

Considerando lo anteriormente expuesto algunos
autores han propuesto los siguientes criterios para
definir una IPA en la cirugia de revision de una
artroplastia: presencia de pus alrededor de la
protesis, inflamacion aguda detectada por estudios
histoldgicos en muestras de biopsias periprotésicas,
presencia de una fistula que llega hasta la prétesis o
el crecimiento del mismo microrganismo (biotipo vy
perfil de sensibilidad o antibiotipo) en méas de dos
cultivos de liquido articular o biopsias periprotésicas.

Por el momento no existen criterios

estandarizados y universalmente aceptados que
ayuden a definir una IPA y a diferenciarla de una
movilizacidn aséptica y no hay, ninguna prueba con
suficiente sensibilidad y especificidad para su
diagnéstico. Hay que destacar que es muy
importante realizar un diagndstico adecuado y
temprano, con los mayores intentos de establecer un
diagnéstico etiolégico prequirdrgico, que permita
instaurar un tratamiento antibiético precoz y decidir el
tratamiento quirdrgico mas adecuado para minimizar
las complicaciones asociadas a un diagndstico
tardio. Escapa al objetivo de este procedimiento
realizar una revision del diagndstico clinico y del
tratamiento de las IPA. Para un mayor conocimiento
en este sentido se pueden consultar diferentes
revisiones que se detallan en el apartado de
bibliografia.
4.1.6. Diagnostico microbioldgico. El diagnéstico
etiolégico y los patrones de sensibilidad a los
antibiéticos de los microorganismos causantes de
una IPA constituyen el pilar fundamental para
establecer un tratamiento antibiético adecuado y
ayudar a considerar si el tratamiento se realizara
s6lo con antibioterapia, con antibioterapia vy
desbridamiento o se seguira ademas del tratamiento
antibiotico un abordaje quirargico para la retirada del
implante en uno o dos tiempos.

Hasta el momento, no hay métodos
microbiolégicos de referencia establecidos, ni
recomendaciones concretas sobre las muestras que
se deben obtener. El diagndstico microbioldgico de
una IPA se basa en el cultivo en medios
convencionales sélidos y liquidos (de
enriquecimiento) de muestras de liquido articular y

biopsias periprotésicas  obtenidas mediante
artrocentesis o durante la cirugia de revision de la
prétesis.

Es necesario tener en cuenta, que es muy
importante realizar una cuidadosa interpretacién de
los resultados microbiolégicos y considerar que
muchos de los microorganismos que son causantes
habituales de IPA son con frecuencia contaminantes
de la toma y procesamiento de las muestras
(estafilocococos coagulasa negativa, S. epidermidis,
P. acnes, Streptococcus del grupo viridans, etc.).
Ademas, hay que tener en cuenta que las IPA
pueden cursar con una baja carga de
microorganismos, lo que hace necesario el empleo
de medios de enriqguecimiento e incubacién
prolongada que eviten la obtencion de falsos
negativos, lo que incrementa también la proporcion
de aislamiento de contaminantes y hace dificil la
interpretacién de los resultados de los cultivos.

Una vez que se sospecha de una IPA, se debe
intentar llegar a un diagnostico etiolégico
prequirirgico que permita la seleccion mas
adecuada de tratamiento antibidtico, el abordaje
quirtrgico (recambio en uno o dos tiempos) y la
eleccion de los implantes a usar (empleo de
cementos, espaciadores o0 bolas impregnados de
antibiéticos).

En todos los casos en los que se considere la
posibilidad de una IPA, se deben obtener muestras
de liquido articular y en ocasiones biopsias de tejido
sinovial, colecciones o0 abscesos periprotésicos, que
pueden ser obtenidas por puncién directa o bajo
control radiolégico o ecogréafico (sobre todo en el
caso de IPA de cadera que es menos accesible).

Si es necesaria la revision de la protesis mediante
cirugia, se ha recomendado la toma de varias
biopsias periprotésicas de las zonas en las que el
traumatélogo considere macroscépicamente que
esta localizada la infeccion y siguiendo un protocolo
preestablecido que tome muestras de varias
localizaciones en torno a la protesis, ya que la
infeccion suele tener una disposicion parcheada y
estar adherida al implante. Se deben tomar muestras
del espacio articular aspirando liquido y tomando
biopsias de tejido sinovial antes de abrir la
articulacion. Si solo se realiza un desbridamiento, se
deben tomar varias muestras en torno a la protesis y
si se recambia algun tipo de material de la protesis
(por ejemplo el polietileno en las protesis de rodilla)
se debe enviar para su cultivo. Si se hace un
recambio total de la prétesis ademas, se deben
tomar biopsias de la interfase entre el cemento y el
hueso tanto de los componentes femorales como
tibiales en prétesis de rodilla y de los componentes
femorales y cotiloideos en protesis de cadera.
También se deben tomar biopsias de las cavidades
endomedulares al retirar el implante y muestras de
cualquier tipo de exudado que rodee a la protesis,
mediante aspiracion evitando el uso de torundas ya
gue inhiben algunos microorganismos, no permiten
el cultivo de anaerobios, recogen menos cantidad de
muestra y favorecen la contaminacién. Si se retira el
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implante o alguno de sus componentes se debe
procesar para su cultivo.

Las muestras recogidas se deben enviar con
rapidez al laboratorio de anatomia patolégica para un
completo estudio histolégico y por supuesto al
laboratorio de microbiologia para tincion de Gram y
cultivo. Los Unicos métodos rapidos de diagnéstico
de IPA que pueden ayudar al cirujano a decidir si la
protesis esta infectada o no son el estudio histolégico
realizado sobre muestras congeladas y la tincion de
Gram del liquido articular y las biopsias
periprotésicas obtenidas durante la cirugia.

A continuacién se resume la utlidad de las
distintas técnicas microbiolégicas que se pueden
realizar para abordar el diagnéstico microbiolégico
de una IPA:

- Tincion de Gram

La tincion de Gram del liquido articular es
poco sensible a la hora de detectar los
microorganismos causantes de IPA (sensibilidad
alrededor del 25%) y solo es util cuando es
positiva, ya que tiene alta especificidad (88-
97%). La tincibn de Gram de biopsias
periprotésicas tomadas durante la cirugia, tiene
aun menor sensibilidad (0-23%), aunque su
especificidad también es muy alta (98%-100%).
La tincibn de Gram es el Unico método
microbiolégico de diagndstico rapido
intraoperatorio de las IPA y aunque algunos
autores no recomiendan su utilizacion
sistematica al ser de poca utilidad diagnéstica,
puede ser Util como método de diagnostico
intraoperatorio cuando es positiva, sobre todo
considerando su facilidad de realizacion.
- Cultivo de liquido articular

El liquido articular debe enviarse siempre para
tincion de Gram, cultivo y recuento leucocitario y
férmula. Se deben realizar cultivos en medios
sélidos convencionales para aerobios vy
anaerobios y emplear caldos de enriquecimiento
que se incubaran al menos 7 dias. La
sensibilidad del cultivo para el diagnéstico
etioldgico de IPA varia entre el 45-100% en
diferentes  estudios segun el estandar
diagnéstico que se considere, aunque Ssu
especificidad suele ser es alta 94-97%. La
rentabilidad del cultivo puede aumentar con una
correcta seleccion de los pacientes que tienen
mas probabilidad de tener una IPA. Es muy
importante obtener suficiente volumen de liquido
articular, ya que en ocasiones la escasa cantidad
de ligquido analizada determina falsos negativos
de los cultivos. Su inoculaciéon en frascos de
hemocultivos podria aumentar el rendimiento,
aunque hay pocos datos en IPA, la mayoria de
estudios se refieren a pacientes con artritis
séptica. El cultivo de liquido articular suele tener
mayor rentabilidad en las infecciones precoces
gue en las tardias, aunque hay pocos trabajos al
respecto.
- Cultivos de exudados de fistulas y de la
herida quirdrgica

El cultivo de exudados de tractos fistulosos y
de exudados de la herida quirdrgica no tiene
utilidad en el diagnostico de IPA al no existir
buena correlacion entre los resultados de su
cultivo y los obtenidos a partir de muestras
quirargicas, de modo que los microorganismos
gue se aislan representan la colonizacién
microbiana de la piel circundante y del conducto
de la fistula y en la mayoria de los casos no
indican lo que ocurre en la region periprotésica.
Algunos autores han destacado que sélo en el
aislamiento de S. aureus puede tener un valor
predictivo positivo adecuado para indicar
infeccion, pero estos estudios se han realizado
en casos de osteomielitis y hay pocos estudios
referentes a infeccibn de prétesis articular.
Actualmente, no se recomienda el cultivo de
exudados de fistulas, pero al ser una muestra
facil de obtener se sigue empleando. En caso de
utilizarse, se deben obtener las muestras
mediante la aspiracion con aguja y hay que
evitar la toma de exudados con torundas. Los
resultados de los cultivos se deben interpretar
con precaucion.

- Hemocultivos

Las IPA no suelen ser bacteriémicas y por
tanto la toma de hemocultivos tiene una utilidad
muy limitada en su diagndstico. Légicamente, el
hemocultivo es muy Util en pacientes portadores
de prétesis que tienen una bacteriemia de otro
origen que puede producir una siembra
hematdgena del implante.

- Cultivo de biopsias periprotésicas

Las muestras periprotésicas se deben enviar
para tincion de Gram, cultivo convencional de
microorganismos aerobios y anaerobios y al
laboratorio de anatomia patolégica para estudio
de inflamacion aguda de los tejidos.

Los resultados de los cultivos de este tipo de
muestras se han considerado tradicionalmente el
estandar de oro para el diagnéstico de la IPA.
Sin embargo, hay que considerar que aunque su
utilidad es clara, presentan un ndmero no
despreciable de falsos positivos y falsos
negativos, que requieren que se haga una
cuidadosa interpretacion de los resultados de los
cultivos y considerar que la negatividad de los
cultivos no excluye la posibilidad de una IPA.

En distintos estudios se han descrito
sensibilidades muy variables de entre el 65-94%
para el diagnéstico de IPA dependiendo del
estandar de comparacion que se considere. Las
especificidades descritas son altas (97-100%) y
dependen sobre todo de si se considera como
diagnéstico el crecimiento de un microorganismo
en el cultivo de una Unica muestra, de un
paciente con sospecha de IPA o0 se necesita
aislar el mismo microorganismo en varias
muestras.

En este sentido, un trabajo realizado por
Atkins y cols demuestra, mediante el disefio de
un modelo matemético, que el aislamiento del
mismo microorganismo (considerando biotipo y )
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en 3 o mas muestras de biopsias periprotésicas
mejora la sensibilidad y el valor predictivo
positivo de los resultados de los cultivos, siempre
que se hayan cultivado al menos de 5-6 biopsias
obtenidas durante la cirugia de revision de
prétesis. Este estudio se considera actualmente
como estandar para la interpretacién de los
cultivos de biopsias periprotésicas.

- Implantes

Si se retira el implante, se debe enviar
también al laboratorio de microbiologia para su
cultivo. No hay recomendaciones claras sobre
como realizar el cultivo de prétesis e implantes
de osteosintesis. Los Ultimos trabajos publicados
han demostrado la utilidad de la sonicacion y
posterior siembra del sonicado, para aumentar el
rendimiento de los cultivos al liberar el biofilm
que recubre el implante. La ventaja de cultivar el
implante es que se muestrea directamente el
lugar de la infeccion. Como principal
inconveniente de este método estd la facilidad de
contaminacion, que muchas veces esta causada
por su dificil manejo, al ser implantes de tamafio
considerable. La interpretacion de los resultados
de los cultivos debe ser cuidadosa y realizarse
considerando los resultados obtenidos para el
resto de muestras. Estos métodos se revisan en
el apartado 6 de este Procedimiento.

En todos los casos (excepto en los exudados
de fistulas) se deben sembrar las muestras en
medios sélidos convencionales para
microorganismos  aerobios y  anaerobios
incubandolos en la atmoésfera adecuada y
también medios de enriquecimiento que permitan
recuperar microorganismos que se presenten
con indculos bajos. El empleo de medios para
hongos o micobacterias, se debe realizar si
existe sospecha clinica al respecto, ya que son
raras las IPA causadas por estos
microorganismos.

Limitaciones y ventajas de los métodos basados en
cultivo:

Los métodos microbiolégicos convencionales
tienen como ventajas principales su facilidad de
realizacion, su bajo coste y sobre todo que son los
Unicos que pueden establecer el diagnéstico
etioldgico de una IPA y determinar los patrones de
sensibilidad de los microorganismos aislados. Sin
embargo, para la correcta interpretacion de los
resultados que proporcionan hay que tener en
cuenta que tienen algunas limitaciones que se deben
considerar:

- La tinciébn de Gram es hasta el momento la
Unica técnica que puede aportar un diagnéstico
microbiolégico rapido, pero tiene muy baja
sensibilidad.

- Los métodos basados en cultivo, requieren 2, 3
0 mas dias para el aislamiento del agente
causante del proceso, su identificacion vy
determinacion de su sensibilidad a los
antibiéticos, lo que en muchas ocasiones retrasa
en gran medida el comienzo de un tratamiento
médico o quirdrgico optimizado.

- Las contaminaciones del cultivo suelen ser
frecuentes sobre todo cuando se emplean
medios liquidos de enriquecimiento que se
incuban largo tiempo. La contaminacion puede
proceder de la toma de muestra al entrar en
contacto con microorganismos de la piel del
paciente, de la incorrecta manipulacion de las
muestras en el quiréfano o del procesamiento en
el laboratorio. Estas contaminaciones dificultan la
correcta interpretacion de los resultados de los
cultivos, sobre todo cuando se aislan
microorganismos que forman parte de la
microbiota de la piel y que también pueden
causar IPA (S. epidermidis, otros estafilocococos
coagulasa negativa, P. acnes, etc). Para reducir
las contaminaciones se deben emplear
quiréfanos dotados de flujo laminar, las muestras
se deben manipular lo menos posible y se deben
enviar rapidamente al laboratorio para su
procesamiento. Ademas, es conveniente
recordar a los traumatologos, la utilidad del
empleo de bisturies diferentes para obtener cada
una de las muestras que se van a enviar a
cultivo.

- Los cultivos pueden ser negativos en pacientes
con IPA a pesar del empleo de métodos
diagnosticos correctos. Se ha descrito que hasta
en un 11% de casos de protesis articulares
infectadas el cultivo es negativo lo que puede
deberse al tratamiento antibiético previo de los
pacientes, al escaso namero de
microorganismos en la muestra, a errores de
localizacion de la zona de la infeccion, a la
incorrecta eleccion de medios de cultivo y
manejo de la muestra (por ejemplo: con
microorganismos anaerobios) o a la presencia de
microorganismos de lento crecimiento o
requerimientos nutricionales especificos
(estreptococcos nutricionalmente deficientes de
los géneros Abiotrophia y Granulicatella, S.
aureus del tipo “small colony variants” con
deficiencias metabdlicas y lento crecimiento,
micobacterias, hongos, etc). Para evitar los
falsos negativos se deben emplear medios
liquidos de enriquecimiento que se deben
incubar al menos 7 dias.

Para evitar los falsos negativos del cultivo se
recomienda ademas interrumpir el tratamiento
antibiético hasta 15 dias antes de la cirugia cuando
sea posible y retrasar la profilaxis antibidtica
quirargica hasta que se han obtenido las muestras
gue se van a enviar a cultivo.

El correcto diagndstico microbiolégico de las IPA
requiere de una comunicacion fluida entre
microbidlogos, infectdlogos y traumatélogos, para
realizar una correcta obtencion, manipulacién de las
muestras e interpretacion de los resultados
microbiolégicos. En este sentido, en algunos
hospitales se han creado grupos multidisciplinares
para el manejo de este tipo de infecciones.

15



4.2. INFECCION ASOCIADA CON MATERIAL DE
OSTEOSINTESIS

4.2.1. Introduccion. El creciente uso de diversos
tipos de implantes para diversos tratamientos en
cirugia osteoarticular ha revolucionado de forma
considerable el tratamiento  de multiples
enfermedades, disminuyendo de forma ostensible la
morbimortalidad de estos enfermos. Sin embargo, el
uso de biomateriales en la practica médica no esta
exento de inconvenientes. En este sentido, la
aparicion de cuadros infecciosos relacionados con
estos materiales es un hecho ampliamente conocido,
con riesgos variables en funcién del tipo de protesis
y cirugia empleada.

En el caso concreto del tratamiento de fracturas, el
empleo de diverso material de osteosintesis (placas,
tornillos, clavos, fijadores externos) ha supuesto un
avance tal en el tratamiento de fracturas que hoy en
dia no se concibe el mismo sin el empleo de dichos
implantes. Sin embargo, el empleo de estos
implantes también presenta riesgo de infeccion.
Dicho riesgo es variable en funcién del tipo de
fractura y del tipo de cirugia, siendo mayor en
fracturas abiertas (tipo lllb de Gustilo, 12,5%) y
menor en procedimientos cerrados (1,8%). Los
porcentajes también varian en funcién del tipo de
tratamiento empleado siendo inferiores las tasas de
infeccion superficial en aquellos pacientes en que se
emplean de entrada clavos intramedulares con
respecto a los tratados inicialmente con fijacion
externa, si bien los porcentajes se igualan en cuanto
a infecciones profundas. Globalmente, se puede
considerar que el riesgo de infeccion asociada al
material de osteosintesis varia entre 3-25 % de los
casos, dependiendo del tipo de fractura, el grado de
contaminacion, la cantidad de dafio tisular
concomitante y la administracién de antibidticos
locales y/o sistémicos.

4.2.2. Epidemiologia y etiologia. Los
microorganismos responsables de la infeccidn
profunda se correlacionan en un 25% con los
presentes en el momento de la reduccién de la
fractura. Globalmente, suelen ser comensales
habituales de la piel (Staphylococcus spp.), pero
también  pueden  aparecer  microorganismos
procedentes del medio ambiente (fundamentalmente
del suelo), en particular en fracturas abiertas. En
aquellos casos que requieren reintervenciones y/o
ingresos prolongados pueden aparecer patégenos
nosocomiales, como es el caso de SARM, P.
aeruginosa o Acinetobacter sp. Es de destacar la
elevada frecuencia de infecciones polimicrobianas en
comparacién con las infecciones asociadas a
prétesis osteoarticulares.

4.2.3. Patogenia. La patogenia de estos cuadros, es
muy similar a la de cualquier infeccién relacionada
con implantes. Una vez colocados éstos, se inicia lo
gue Gristina denomind la “carrera hacia la superficie”
(race for the surface). De acuerdo con esta hipétesis
se establece una competicion entre las células del
huésped y los microorganismos para determinar cual
de los dos grupos colonizard la superficie del
implante. Si las células “ganan” la carrera, se

produce la fijacion del implante al tejido &seo,
mientras que si son las bacterias las primeras en
adherirse, desarrollardan una biopelicula que
dificultard la colonizacién por parte de las células y
con ello, la integracion del implante.

El concepto de biopelicula, por ello, es
fundamental en la patogenia de la infeccion
relacionada con el implante. Una biopelicula es una
comunidad multicelular compuesta de células
procariotas y/o eucariotas incluidas en una matriz
compuesta, al menos parcialmente, por material
sintetizado por las células sesiles de la comunidad.

El proceso de formacién de una biopelicula
comienza con la adherencia de la bacteria a la
superficie del material. Este es un proceso complejo
en el que se pueden diferenciarse dos fases. En una
primera, se establece la adherencia al material como
un proceso reversible en el que estan implicadas
fuerzas de atraccion de cardcter fisico, tales como la
hidrofobicidad, atraccion electrostética, fuerza de la
gravedad, etc. Tras esta fase inicial, tiene lugar una
segunda fase de caracter quimico en la que se
establecen enlaces covalentes entre moléculas del
microorganismo y de la superficie. Hay que tener en
cuanta, ademas, que el material implantado en el
cuerpo humano es recubierto de forma inmediata por
una fina pelicula de proteinas y otras moléculas
guimicas procedentes de la sangre, liquidos
organicos y la matriz extracelular de los tejidos del
propio paciente. Las bacterias poseen receptores
especificos frente a algunas de dichas moléculas
(como es el caso de S. aureus y el fibrin6geno), lo
que facilitaria aun mas el proceso de adherencia.

Con posterioridad al proceso de adherencia, las
bacterias comienzan a multiplicarse, comenzando a
fabricar la matriz extracelular. Esta estara formada
principalmente por agua y diversas sustancias,
dependiendo de la bacteria o bacterias responsables
de su sintesis, incluyendo glicopolisacérido, ADN,
lipidos, etc. Al desarrollar la biopelicula, las células
establecen un sistema de comunicacion entre ellas
denominado quorum sensing. Este sistema emplea
diversas moléculas que actian cuando el nimero de
organismos presentes en la biopelicula alcance una
concentracion minima. Las moléculas del sistema de
guorum sensing actlan activando diversos genes.
Esto permite a las células presentes en la biopelicula
una especializacién que da lugar al establecimiento
en la biopelicula de diversas subpoblaciones con
misiones distintas dentro de la misma. Toda ella,
globalmente, se comportard asi como una unidad
pluricelular con unas caracteristicas especiales,
entre las que se encuentran la resistencia a los
mecanismos de defensa del huésped y a los
antibioticos, asi como una importante tenacidad que
hace dificil desprender dicha estructura de la base a
la que se encuentra fijada, el implante en el caso de
la infeccion osteoarticular.

Sin embargo, el desarrollo de la infeccion no
depende sdlo de las caracteristicas de las bacterias,
sino también del propio material y del paciente. La
destruccion tisular asociada a la fractura y al
procedimiento quirdrgico posterior altera
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negativamente los mecanismos de defensa inmunes,
lo que favoreceria la contaminacion bacteriana en los
casos de gran afectacion de los tejidos. En ese
sentido, se ha demostrado la disminucion de las
tasas de infeccion asociada a una reduccion precoz
de la fractura, que minimizaria el problema de la
afectacion de partes blandas adyacentes. Ademas,
las caracteristicas del propio material pueden actuar
asimismo disminuyendo la inmunidad local como
consecuencia de la composicién quimica del mismo,
o favoreciendo la adherencia bacteriana debido al
aumento en la superficie disponible para la misma
(rugosidad, clavos huecos).
4.2.4. Manifestaciones clinicas. El cuadro clinico
causado por la infeccion relacionada con materiales
de osteosintesis varia en funcion del material
empleado. Clasicamente se suele presentar de
forma precoz como una infeccibn aguda de
relacionada con la cirugia (en particular cuando se
asocia a fijadores externos). En el caso de fijacion
intramedular, el cuadro clinico suele aparece varias
semanas después de la fijacion, y se manifiesta
esencialmente como un fallo en la consolidacién de
la fractura o de la regeneracion de los tejidos
blandos relacionados. Los sintomas relacionados
con inflamacién, como es el caso de fiebre,
escalofrios, eritema o edema locales suelen ser
mucho mas raros.
4.2.5. Diagnéstico microbiolégico. Las
implicaciones del desarrollo de la biopelicula en
diversos aspectos del manejo de la infeccién
relacionada con implantes osteoarticulares es de
gran importancia. Desde el punto de vista del
diagnéstico microbiolégico, el problema radicaria en
la necesidad de desprender y liberar las bacterias
incluidas en la biopelicula para conseguir su
deteccion posterior mediante técnicas
microbiolégicas. Para ello se han empleado diversos
procedimientos, tales como el hisopado o el raspado
del implante. Estas técnicas adolecen de falta de
sensibilidad, debido a que es imposible obtener
muestras de todo el implante mediante esta técnica.
También se ha empleado la incubacion de todo el
implante en medios de cultivo liquidos. Sin embargo,
esta técnica presenta el riesgo de contaminaciones
durante la manipulacién que pudiesen dar lugar a
falsos positivos. Como las bacterias responsables de
las infecciones se encuentran ademas dentro de las
que con mayor frecuencia dan lugar a
contaminaciones en el laboratorio (estafilococos
coagulasa negativa, difteromorfos, Propionibacterium
spp.), resultaria muy dificil determinar si el resultado
del cultivo se debe a una contaminacion o a la
presencia de bacterias en el implante, al carecerse
de una cuantificacién de los organismos presentes.
La sonicacion del implante se ha empleado
previamente con buenos resultados en otros tipos de
cuerpos extrafios, como son los catéteres
intravenosos. Esta técnica emplea ultrasonidos a
baja frecuencia para despegar y disgregar la
biopelicula, que seria posteriormente recuperada
mediante distintos procedimientos. Existen varios
estudios que han demostrado la utilidad de esta

técnica para el diagnéstico de la infeccion
relacionada con implantes osteoarticulares, aunque
su empleo ha despertado nuevas cuestiones en
relacion con la interpretaciébn de los hallazgos
microbiolégicos.

Sin embargo, la posibilidad de realizar el
diagnostico de esta forma esta vinculada a la retirada
del mismo en el acto quirdrgico, por lo que el
diagnéstico etiolégico de la infeccion previo a la
cirugia se realizard mediante el cultivo de otras
muestras. La sensibilidad de los hemocultivos es
baja en las infecciones cronicas, dada la baja tasa de
bacteriemias en las mismas.

En caso de poder disponer del implante, éste
deberia conservarse de forma estéril hasta su
procesamiento en el laboratorio, empleando para ello
bolsas o recipientes rigidos estériles. Las muestras
se conservaran a 4°C hasta su procesamiento, que
deberia ser llevado a cabo en menos de 24 horas.

Una vez recibido en el laboratorio, el implante
deberd procesarse siempre de forma estéril,
vigilando evitar la contaminacién por la manipulacion,
dado que las bacterias responsables de la infeccion
son, con frecuencia, miembros de la microbiota de la
piel. En este sentido, se ha documentado un mayor
riesgo de contaminaciones asociado al
procesamiento de muestras en bolsas de material
plastico. Sin embargo, el tamafio de alguno de los
implantes empleados como material de osteosintesis
(en particular los clavos intramedulares, que pueden
alcanzar tamafios superiores a los 40 cm.), dificulta
(y en algun caso imposibilita) su procesamiento en
contenedores rigidos. Puede minimizarse el riesgo
de contaminacion de las bolsas de plastico
asegurandose de su hermeticidad antes de la
sonicacion, asi como eliminando el agua del
sonicador de bafio después de cada procedimiento,
lo que permitiria el empleo de estos sistemas cuando
no pudiesen emplearse contenedores rigidos.

En caso de optarse por la sonicacién de la
muestra, la centrifugacién del sonicado permitiria
concentrar la muestra y aumentar la sensibilidad. Sin
embargo, este procedimiento aumentaria la
manipulacion de la muestra, incrementando
tedricamente el riesgo de contaminacion de la
misma. El estudio de Trampuz y cols. sobre proétesis
osteoarticulares obtuvo una mayor sensibilidad de la
sonicacion sin necesidad de concentrar el sonicado,
si bien el numero de bacterias “atipicas” aument6 en
otro estudio en el que si se concentré la muestra.

El estudio microbiolégico del implante debera
incluir siempre una tincion (Gram) para poder realizar
un diagndstico precoz, si bien la positividad de la
misma depende de la cantidad de bacterias
presentes, siendo positivo soOlo cuando hay
recuentos elevados. Hay que tener en cuenta en
este caso que las muestras pueden mostrar una
considerable cantidad de artefactos, en particular
aquellas procedentes de materiales metélicos, que
pudieran confundirse con bacterias grampositivas
por parte de personal no experimentado.

El procesamiento de la muestra deberd incluir
medios no selectivos para bacterias aerobias y
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anaerobias. Asimismo, y dada la exclusividad de la
muestra (y la imposibilidad de obtener nuevas
muestras en el caso de los implantes retirados),
deberan procesarse para aquellos patégenos que se
han descrito como agentes causantes de infecciones
relacionadas con cuerpos extrafios, tales como
hongos y micobacterias atipicas. La siembra de los
distintos medios sera cuantitativa, para valorar el
significado de los aislamientos no sélo en funcién de
la especie o especies detectadas, sino en funcién de
su numero. En este sentido, aunque un estudio
reciente no ha demostrado diferencias significativas
en el recuento bacteriano tras sonicacion y
concentraciéon de diversos implantes, en un estudio
posterior si que se ha podido demostrar dicha
diferencia en el procesamiento de material de
osteosintesis mediante sonicacion (ver bibliografia;
Esteban y cols, 2009).

El tiempo de incubacion de los distintos medios
dependera de los patégenos buscados, no siendo en
ningun caso inferior a 7 dias para los medios de
cultivo convencionales, y mayor para medios
especiales destinados a patdgenos de crecimiento
lento. La incubacion se debe realizar a 37°C en
atmosfera con 5% de CO, para los microorganismos
aerobios y en atmésfera anaerobia para recuperar
microorganismos anaerobios.

La interpretacién de los resultados de los cultivos
deber& hacerse teniendo en cuenta el cuadro clinico
del paciente. En primer lugar, hay que tener en
cuenta que el porcentaje de infecciones
polimicrobianas en infecciones relacionadas con
material de osteosintesis es mas elevado que en otro
tipo de infecciones Oseas, por lo que habra que
valorar los distintos organismos aislados en los
cultivos, con especial importancia de los cultivos
anaerobios. Ademas, los resultados cuantitativos
pueden verse modificados por la existencia de
tratamiento antibiético previo. En general, puede
interpretarse que, en ausencia de contaminaciones
externas, los recuentos elevados de organismos se
asociaran con la presencia de infeccion.

Las caracteristicas del microorganismo aislado
también son importantes. El aislamiento de un
microorganismo con un elevado poder patégeno (S.
aureus, Enterobacteriaceae, P. aeruginosa) debera
valorarse siempre como potencialmente responsable
de infeccion, independientemente del recuento
obtenido. Dicha valoracién deberd, sin embargo, ser
mucho mas cuidadosa para aquellos organismos de
escaso poder patégeno (como por ejemplo
Propionibacterium spp.) o claramente ambientales,
donde el aislamiento en cultivo de los mismos no
necesariamente se asocia con el desarrollo de
infeccién clinica. En estos casos, la integracion de
los datos microbiolégicos con el cuadro clinico y
otros datos de laboratorio o imagen es esencial para
valorar su significado y decidir posterior tratamiento.

5. OTROS METODOS PARA EL DIAGNOSTICO
MICROBIOLOGICO DE LAS INFECCIONES
OSTEOARTICULARES

5.1. TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR.

En los ultimos afios, se ha resaltado el papel que
pueden jugar los métodos moleculares, sobre todo
los basados en PCR (reacciébn en cadena de la
polimerasa), en el diagnéstico de las enfermedades
infecciosas, principalmente cuando se aplican
directamente al andlisis de muestras clinicas.

Los métodos moleculares permiten detectar el
ADN o ARN del microorganismo causante de la
infeccion directamente en la muestra clinica, con una
gran sensibilidad y generalmente en un tiempo corto.
Ell méas utilizado es la PCR. A la hora de disefiar un
método de PCR para el diagnoéstico de una
determinada infeccion se pueden seguir en general
dos tipos de estrategias: Si se conoce que esa
infeccibn puede estar causada por un Unico
microorganismo o se quiere descartar la infeccion
por un microorganismo concreto se disefiara una
PCR especifica que detecte ese microorganismo. or
el contrario la infecciébn que se quiere diagnosticar
puede estar causada por NUMerosos
microorganismos  diferentes se seguird una
estrategia de PCR multiplex o PCR universal que
con una sola reaccion de PCR detecte la mayoria de
los microorganismos que pueden causar esa
infeccion.

Como la mayor parte de las infecciones
osteoarticulares estan causadas por bacterias, en
este procedimiento se consideraran principalmente
los aspectos relacionados con técnicas basadas en
PCR vy aplicables al estudio de infecciones
bacterianas.

Entre las diferentes aproximaciones moleculares
gue se han propuesto para detectar bacterias
directamente en muestras de liquido articular o
biopsias 6seas, se ha destacado el papel de las
técnicas de PCR universal del gen que codifica para
el ARN ribosémico bacteriano (PCR 16S ARNr) ya
gue es un tipo de infeccidn que puede estar causada
por distintas bacterias. Este tipo de PCR se basa en
la presencia en este gen, de regiones cuya
secuencia estd conservada en la mayoria de
bacterias e intercaladas entre ellas regiones
variables caracteristicas de los distintos géneros y
especies. Esta disposicion favorece el disefio de
iniciadores de PCR complementarios para las
regiones conservadas, que mediante PCR amplifican
las regiones variables caracteristicas de cada
especie, que luego por secuenciacién y comparacién
con bases de datos de secuencias, permiten
identificar la bacteria que se encuentra en la
muestra. Todo ello sin tener ninguna informacioén
acerca de qué microorganismo es el causante de la
infeccién (ver esquema a continuacion):
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En la incorporacion de estos métodos al diagnéstico
de las infecciones osteoarticulares hay que
considerar una serie de limitaciones: 1) su facilidad
de contaminacion al detectar la presencia de ADN
contaminante en los reactivos de PCR
(principalmente la Taq polimerasa) y de
conservacion y procesamiento de muestras, lo que
determina que no se puedan disefiar PCRs con una
elevada sensibilidad analitica, ya que tendrian
numerosos falsos positivos. 2) Al ser métodos
basados en secuenciacion los resultados se retrasan
al menos 24-48 horas desde la obtencién de la
muestra clinica. 3) Son métodos relativamente caros
y poco abordables para algunos laboratorios como
método de rutina. 4) No permiten la deteccion de
infecciones polimicrobianas que serian detectadas
como una mezcla de secuencias. 5) La presencia de
ADN no indica viabilidad de los microorganismos.

Por el contrario hay también que considerar las
ventajas que aportan: 1) con una Unica reaccion de
PCR pueden detectar casi cualquier bacteria, sin
conocer los datos clinico-epidemiolégicos de cada
caso. 2) Son féaciles de realizar en servicios de
microbiologia dotados de laboratorios de molecular.
3) Pueden detectar bacterias en muestras de
pacientes con tratamiento antibiético. 4) Pueden
detectar microorganismos que no crecen en los
métodos de cultivo habituales. 5) Pueden resultar
mas rapidos que la identificacién tradicional para
determinados microorganismos.

Considerando los inconvenientes que pueden
tener las PCRs universales del gen 16S ARNr.
Algunos autores prefieren emplear PCRs especificas
para detectar microorganismos concretos (S. aureus,
Kingella kingae, M. tuberculosis, B. burgdorferi
, etc.) cuando hay algin dato clinico-epidemiolégico
que permita sospechar un  microorganismo
determinado como causante de una infeccién
osteoarticular. Estas PCRs son en general mas
sensibles que las PCRs universales, pero sdélo
pueden detectar los microorganismos previamente
sospechados.

La mayor aplicacion de las técnicas de PCR para
la deteccién de infecciones osteoarticulares se ha
realizado en el diagnostico de las infecciones no
asociadas a implantes, principalmente de las artritis
sépticas y osteomielitis causadas por
microorganismos de crecimiento dificil. En este
sentido, en el caso de las artritis sépticas existen
numerosos estudios que emplean técnicas de PCR
especificas para la identificacion, a partir de liquido
articular, de microorganismos de dificil aislamiento
en cultivo como: N. gonorrhoeae, Chlamydia
trachomatis, Borrelia burgdorferi y Tropheryma
whipplei. En el caso de las infecciones
osteoarticulares causadas por micobacterias las
técnicas moleculares que emplean PCRs especificas
han demostrado su utilidad, principalmente en el
diagnéstico rapido de tuberculosis osteoarticular, con
una sensibilidad algo inferior que el cultivo, pero
mayor rapidez.

En lo referente a infecciones asociadas a prétesis
articulares, algunos autores han revisado
recientemente la utilidad de la PCR universal, para
resolver las limitaciones del diagnéstico
microbiolégico basado en cultivo. Aunque los
primeros trabajos fueron publicados en 1995 y 1996,
esta por demostrar la utilidad de estos métodos en el
diagnéstico diario al margen de trabajos de
investigacion, ya que los diferentes estudios utilizan
distintos métodos de PCR universal y distintos
patrones de referencia a la hora de considerar si una
prétesis esta infectada o no y por tanto no son
comparables; ademas el numero de muestras
incluidas en los estudios suele ser bajo como para
establecer conclusiones diagnésticas. Hasta el
momento, los pocos articulos publicados reflejan en
general, una mayor rentabilidad diagndstica cuando
los métodos moleculares se asocian al los cultivos
tradicionales que cuando se emplean solos como
métodos de cribado.  En general, las técnicas de
PCR universal del gen 16S ARNr son menos
sensibles que el cultivo, excepto en el caso de
pacientes con tratamiento antibiético y en
infecciones  causadas por  microorganismos
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anaerobios y exigentes (Abiotrophia, Granulicatella,
etc.). Por el contrario, son mas especificas que el
cultivo y ayudan a evaluar sus resultados, que en
muchas ocasiones son dificiles de interpretar. Estos
métodos se deben emplear en casos especiales, por
ejemplo cuando tras 2 dias de incubacion no se
obtiene crecimiento en los cultivos tradicionales en
pacientes con una infeccién osteoarticular clara, o de
entrada en pacientes con tratamiento antibiético o
cuando los resultados de los cultivos son dificiles de
evaluar.

En un futuro préximo si  estos métodos
demuestran su utilidad, muy posiblemente no
sustituyan al cultivo microbioldgico tradicional, pero
si lo complementen mediante el diagnostico rapido
de la infeccion, la deteccién del microorganismo
causante de la infeccidon en pacientes tratados o
permitiendo evaluar los falsos positivos o negativos
del cultivo.

6. PROCESAMIENTO MICROBIOLOGICO DE
MUESTRAS

6.1. OBTENCION DE MUESTRAS

La obtencion de una muestra de calidad es el paso
inicial del que dependera, en gran parte, la calidad
de los resultados microbiolégicos que se obtengan. A
la hora de tomar y manipular las muestras deben
seguirse las recomendaciones generales del
Procedimiento la de la SEIMC sobre “Recogida,
transporte y procesamiento general de las muestras”.

Se consideran Utiles para el diagnéstico de las
distintas infecciones osteoarticulares las muestras de
liquido articular, biopsias sinoviales, biopsias 0seas
periprotésicas, exudados periimplante, colecciones y
abscesos localizados en tejidos blandos en la
vecindad del hueso, asi como los propios implantes.
No se consideran muestras utiles los exudados de
fistulas.

A la hora de obtener y conservar las muestras que
se van a emplear en el diagnéstico de las infecciones
osteoarticulares hay que hacer algunas
consideraciones:

- Se debe evitar la recogida de muestras de
liquido articular y exudados periimplante con
torundas.
- En general, todas las muestras se deberian tomar
antes del inicio del tratamiento antibiético y si este
ha comenzado se deberia interrumpir (si es
posible) 2 dias antes de la toma de muestras y en
el caso de las IPA hasta 15 dias antes. Cuando las
muestras se tomen durante una intervencién
quirargica que requiera profilaxis antibitica, ésta
se debe retrasar, en la medida de lo posible, hasta
gue se hayan tomado las muestras para cultivo.

- Las muestras se deben obtener en las mayores

condiciones de asepsia posible, realizando una

correcta desinfeccion de la piel y manipulandolas
lo menos posible.

- Una vez obtenidas las muestras se introduciran

en contenedores estériles con cierre hermético que

sean apropiados a su tamafio y que permitan
mantenerlas en condiciones adecuadas de
humedad, sin afiadir formol ni otros conservantes.

- En el caso de sospecha de infeccién por hongos
0 micobacterias no se deben introducir las
muestras en medios de transporte para
anaerobios.

- Dado que estas muestras suelen ser de extrema
importancia, dificil obtencién, con riesgos vy
molestias para el paciente, y en muchas ocasiones
son insustituibles, es recomendable que antes de
iniciar el procedimiento se establezca contacto con
el laboratorio de Microbiologia, para evitar posibles
errores y orientar las investigaciones posteriores
en relacién con las distintas sospechas clinicas.

Como primer paso, debe desinfectarse la piel.
Limpiar la zona con alcohol, de forma concéntrica,
comenzando por el centro. Abarcar una zona de
unos 10 cm. Después repetir la operacion con
povidona iodada. En pacientes con hipersensibilidad
al yodo, en lugar de povidona se utilizara alcohol 2
veces consecutivas. Dejar secar al menos 1 minuto
para que la povidona ejerza su accion antiséptica.
Tras tener la zona desinfectada se procede a realizar
una puncioén-aspiracion de liquido articular o absceso
con jeringa y aguja, preferiblemente a través de una
zona sana de la piel.

Para las diferentes muestras, se seguiran las
siguientes recomendaciones:

Liquido articular: La obtencién del liquido sinovial
se puede realizar por tres procedimientos: puncion
y aspiracién con aguja (artrocentesis), drenaje por
artroscopia, 0 artrotomia (drenaje quirdrgico
abierto). La obtencion de biopsias de la membrana
sinovial se realiza por artroscopia u artrotomia. La
artroscopia es el sistema de eleccion, siempre que
sea posible. La artrocentesis es sencilla en el caso
de las articulaciones periféricas, mientras que en
las articulaciones profundas (cadera y el hombro)
puede ser necesaria la obtencion mediante guia
radioldgica, ecografia o realizar artrotomia.

El liquido sinovial se puede introducir
directamente (el mayor volumen posible) en
botellas de hemocultivo aerobio y anaerobio (tipo
BACTEC por ejemplo), reteniendo una porcion en
la jeringa o inoculandola en un tubo estéril para
realizar la tincion de Gram vy la inoculacion directa
en medios de cultivo.

Los liquidos inflamatorios o hemorragicos
(opacos o de aspecto sanguinolento) pueden
coagularse. Si se obtiene un volumen suficiente de
liquido sinovial, se debe transferir al menos 1 ml en
un tubo heparinizado o con EDTA para prevenir la
coagulacion y facilitar el recuento de leucocitos.
Para el estudio microbiolégico hay que evitar el
uso de anticoagulantes, pero en caso de
necesidad son preferibles la heparina sédica o el
polianetolsulfonato sodico (SPS) al EDTA o al
citrato.

Abscesos vy exudados periimplante: Se considera

absceso a toda lesion cerrada, de origen

infeccioso, con contenido en su interior, que se
manifiesta por la presencia de signos inflamatorios

(dolor o aumento localizado de la sensibilidad,

enrojecimiento, calor). En el caso de los abscesos
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0seos cerrados pueden no existir signos externos y
su puncion debe ser guiada por una prueba de
imagen. La muestra obtenida se debe inocular en
un medio de transporte adecuado como son los
recipientes con medio de transporte de anaerobios
(tipo Portagerm o similar) o en un tubo estéril.
Debera enviarse un volumen de muestra de entre
1y 5 mL En el caso de muestras escasas se
podran enviar en la propia jeringa, con el aire
extraido, sin aguja y convenientemente tapadas
con tapon estéril.

Biopsias: Las muestras de biopsia 6sea se pueden
obtener de forma percutdnea o mediante cirugia
abierta. La biopsia abierta es preferible a la
percutanea, que debe ser guiada por una técnica
de imagen. Habitualmente sera el traumatoélogo
quien obtenga la muestra de biopsia ésea.

En la biopsia percutanea se procederd como se
describe en el caso del absceso éseo cerrado. En
la biopsia abierta se obtendra un bloque de tejido
por escision quirdrgica procurando incluir las zonas
donde sea mas patente la presencia de infeccion.
Cuando las lesiones estén bien delimitadas se
intentara incluir el borde activo de la lesién. Se
recomienda obtener una pieza de al menos 5-10
mm?. Las muestras se introduciran rapidamente en
recipientes estériles de tamafio adecuado, que se
deben cerrar inmediatamente. Las biopsias se
pueden sumergir en suero salino estéril recién
abierto, para evitar su desecacion.

Es recomendable el envio de mas de 1 muestra,
particularmente en las IPA se deben enviar entre
5-6 muestras como se describe en apartados
anteriores de este procedimiento. Se debe
recomendar al traumatélogo el empleo de
diferentes bisturies para cada muestra, para evitar
las contaminaciones que dificulten la interpretacion
de los cultivos.

Implantes: Los implantes osteoarticulares se
obtendran en el quiréfano empleando para ello los
protocolos quirargicos pertinentes. Tras su
extraccion del paciente, el implante debera ser
manejado en el quir6fano con las maximas
condiciones de asepsia e introducido en
contenedores o bolsas estériles que se cerraran de
la forma mas hermética posible y se enviaran
rapidamente al laboratorio de Microbiologia con el
resto de muestras del mismo paciente para su
cultivo y sonicacién, en caso de estar disponible.
No se afadirda ningin medio de transporte ni
conservante. Dada la dificultad de procesamiento y
manejo de algunos implantes, es conveniente
ponerse en contacto con el laboratorio de
Microbiologia antes de retirarlo.

6.2. TRANSPORTE Y CONSERVACION

El envio de las muestras al laboratorio debe ser
inmediato. El procesamiento de las muestras se
realizara lo mas brevemente posible y si se tiene que
retrasar se deberan conservar las muestras
refrigeradas entre 2-8°C hasta su procesamiento,
que no debe superar en ningln caso las 24 horas.
En el caso de sospecha de infeccion por N.

gonorrhoeae, las muestras se deben inocular
inmediatamente en medios selectivos. Las muestras
en medio de transporte de anaerobios se deben
mantener a temperatura ambiente. En ningln caso
se pueden congelar las muestras destinadas al
cultivo.

6.3. RECEPCION EN EL LABORATORIO

El manejo de la muestra a su llegada al
laboratorio, implica el cumplimiento de los requisitos
de calidad de la muestra para ser procesada, como
se indica en el Procedimiento de Microbiologia
Clinica de la SEIMC la: “Recogida, transporte y
procesamiento general de las muestras en el
laboratorio de Microbiologia”.

Deben cumplirse los siguientes requisitos:

a) La muestra se recibira siempre acompafiada
de un volante de peticion, en el que constaran
al menos, los datos demograficos del paciente,
servicio de ingreso, los datos del clinico que
realiza la peticion, tipo de muestra y método
de obtencion, motivo de la peticibn y
determinaciones solicitadas.

b) La correcta identificacion de la muestra y del
paciente en el recipiente que contiene la
muestra.

c) Al recibir la muestra el laboratorio har4 una
valoracién de si la cantidad de muestra es
adecuada para los estudios solicitados.

d) Se comprobara que el tiempo y las condiciones
de transporte y conservacion son adecuadas.

e) Se evaluara la conveniencia de las tinciones y
cultivos solicitados.

Criterios de rechazo: Las discrepancias entre la
identificacion de la muestra y la identificacion en el
volante de peticién seran motivo de rechazo, aunque
se debe consultar previamente con el clinico
responsable de la solicitud. Se rechazaran las
muestras remitidas en formol o conservantes
similares. Si se reciben muestras en torunda se
afadir4d a los resultados un comentario sobre sus
limitaciones y las precauciones de interpretacion de
los resultados obtenidos. Si la muestra es
insuficiente para todas las determinaciones
solicitadas, se contactara con el clinico responsable
de la peticion para decidir cudles son las mas
importantes y para las restantes, se indicara en el
volante "muestra insuficiente".

Cada laboratorio debe elaborar y distribuir los
criterios de rechazo de las muestras que incumplan
los requisitos de calidad establecidos. Debe emitirse
un informe escrito en el que se detallen los motivos
de rechazo de la muestra.

6.4. PROCESAMIENTO
El pretratamiento de las muestras se recoge en la
seccion 7.2.1. del procedimiento microbiolégico la
de la SEIMC "Recogida, transporte y procesamiento
general de las muestras en el laboratorio de
Microbiologia" (PNT-RTP-01).
Las muestras deberan ser procesadas con la
mayor brevedad posible en una cabina de
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bioseguridad siguiendo las recomendaciones
recogidas en el procedimiento 10 de la SEIMC
“Seguridad en el laboratorio de Microbiologia
Clinica”.

En caso de sospecha de infecciéon por hongos o
micobacterias se seguiran las recomendaciones de
los procedimientos 9a “Micobacterias” y 21
“Diagnéstico microbiologico de las micosis y estudio
de la sensibilidad a los antifingicos”.

El laboratorio sometera a la muestra a un
procesamiento en funcion de sus protocolos de
trabajo y de la informacién que aporta el servicio
solicitante sobre la muestra y el enfermo. Por tanto,
el procesamiento dependera de varios factores:

- Peticion del servicio solicitante

- Tipo de muestra/técnica de obtencidn

- Diagnéstico /enfermedad de base del paciente

- Motivo de peticién

- Cualquier otra informacion aportada en el volante

de la peticion

- Segun el tipo de infeccion y la muestra recibida el

personal del laboratorio de Microbiologia podra

completar los estudios solicitados, con las
determinaciones que se consideren convenientes.

Es conveniente conservar una porcion de las
muestras que sobren, refrigeradas durante unos 7
dias por si se necesitara realizar comprobaciones o
estudios posteriores.

A todas las muestras se les realizara tincién de
Gram. Para cada muestra especifica se tendran en
cuenta las siguientes recomendaciones:

Liquido articular: Si se van a inocular botellas de
hemocultivos (aerobio y anaerobio) tipo BACTEC o
similar, se introducira el mayor volumen de
muestra posible, previa desinfeccion del tapon. La
inoculacidon puede realizarse directamente por el
clinico o alternativamente en el laboratorio,
siempre que se disponga de un volumen suficiente
de muestra. Se debe dejar una alicuota suficiente
para realizar tinciones.

Las muestras de liquido articular se deben
centrifugar, cuando el volumen recibido lo permita,
para realizar extensiones para tinciones de Gram,
Ziehl-Neelsen, etc. y para la inoculacion en los
medios de cultivo a partir del sedimento.

Biopsias: Las muestras de biopsias se deben

cortar en trozos en una placa de Petri estéril con

un bisturi estéril. Los distintos fragmentos se
deben homogenizar en un mortero estéril con una
pequefia cantidad de solucién salina o caldo BHI
antes de su siembra en los medios de cultivo. En el
caso de sospecha de infeccion por hongos
filamentosos no se deben triturar las muestras, se
deben cortar en pequefios fragmentos que se
colocaran directamente en los medios de cultivo
para hongos. Las extensiones para tinciones
pueden realizarse mediante impronta sobre el
porta o bien a partir de la muestra homogeneizada.

La siembra se realizard con un asa estéril 0
pipeta estéril, pasando 0,1 mL del homogenizado a
la placa de cultivo en un cuadrante de la misma. A
continuacion se extendera con el asa de cultivo a
través de toda la placa en los tres cuadrantes

restantes. Este procedimiento se realiza igual para
todas las placas utilizadas en el cultivo. Los
medios liquidos se siembran con pipeta. Se
colocara una gota del homogeneizado en un porta
para la tincién de Gram.

Las muestras muy pequefas pueden inocularse
directamente en el caldo de enriquecimiento. Las
muestras de biopsias Oseas duras que no se
puedan fragmentar se afiadiran directamente en un
caldo de enriquecimiento. Para realizar las
extensiones para tincién de este tipo de muestras,
se puede procesar la muestra entre dos portas
presionando y desplazando ambos entre si hasta
conseguir una extension fina.

Abscesos y muestras fluidas: Al ser muestras
liqguidas se inocularan 0,1 mL con pipeta en los
medios sdlidos y liquidos como se describe en el
apartado anterior. En caso de no poder recogerse
con pipeta, la inoculacion se hard con asa de
siembra como se describe para las biopsias. Si se
reciben recipientes para anaerobios que estén
cerrados herméticamente, la muestra se extraera
con jeringa previa desinfeccion del tapén con
povidona iodada. Se debera tener la precaucién de
no introducir aire en el recipiente. La muestra se
puede sembrar con la propia jeringa. Para realizar
la tincion de Gram se depositar4 una alicuota en
un porta con pipeta o asa de siembra.

Implantes: Se afiadira en el contenedor o la bolsa
en el que se recibe, una cantidad variable de
tampodn PBS estéril, nunca superior a 400 mL ni
inferior a 50 mL. Tras afiadir el tampodn, el
recipiente se cerrara herméticamente y se
introduciran en un sonicador de bafio en el que se
habrda afiadido agua destilada estéril suficiente
para cubrirlo, sin que éste llegue a flotar. Una vez
introducido, se sonicard la muestra a 40kHz
durante 5 minutos. Tras retirar la muestra, se
centrifugara el sonicado a 3000 x g durante 20
minutos.  Posteriormente, se decantard el
sobrenadante, y el sedimento se resuspendera en
1/10 del volumen centrifugado de PBS estéril. Una
vez resuspendido, se procedera a la siembra del
mismo de forma cuantitativa (ver PNT-IOA-04 de
este procedimiento).

6.5. MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE
INCUBACION
En general se seguiran las recomendaciones
recogidas en el procedimiento microbiol6gico 1a de
la SEIMC "Recogida, transporte y procesamiento
general de las muestras en el laboratorio de
Microbiologia" (PNT-RTP-01). En resumen:
Medios de cultivo: La inoculacion directa de las
muestras de liquido sinovial, homogeneizados de
biopsias y exudados debe realizarse en medios
convencionales para bacterias aerobias (agar
sangre, agar chocolate), medio para cultivo de
bacterias anaerobias (agar Brucella o agar
Schaedler) y medio selectivo para aislamiento de
bacilos Gram negativos (agar McConkey o similar)
y si se considera necesario y hay muestra
suficiente se sembrara también medio selectivo
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para estreptococos (agar sangre acido nalidixico,
CNA). Ademas se inoculard un medio liquido de
enriquecimiento tipo caldo BHI, TSB o tioglicolato.

Las botellas de hemocultivos se introducirdn en
el sistema automatizado del que disponga cada
laboratorio.

Para el cultivo de N. gonorroheae, se inoculara

una placa de medio Thayer-Martin y se incubara
en atmoésfera con 5% de CO,.
Condiciones de incubacion: Las placas de agar
sangre se incubaran a 35-37°C en aire o atmosfera
con 5% de CO, Las placas de agar chocolate y
CNA se incubaran también a 35-37°C siempre con
atmésfera de 5% de CO,. Las placas de agar
Brucella y agar Schaedler para el cultivo de
anaerobios se incubaradn a 35-37°C en atmésfera
de anaerobiosis.

Los caldos se incubardn a 35-37°C en aire. Se
comprobara diariamente el crecimiento de
microorganismos mediante  visualizaciébn de
turbidez, y en caso de que este aparezca se
realizara subcultivo en los medios sélidos descritos
previamente.

El tiempo de incubacién de las placas sera de 2-
7 dias y el de las botellas de hemocultivo y los
caldos de enriquecimiento de 7-10 dias. En caso
de sospecha de microorganismos de crecimiento
lento (Brucella spp. 0 micobacterias), este periodo
se alargara convenientemente.

6.6. PRECAUCIONES E INTERPRETACION DE
RESULTADOS

La interpretacion de los resultados microbiologicos

comienza con la evaluacién de la tincion de Gram y
después tras la incubacion de durante las primeras
24h, se procede a la valoracion de los aislamientos
en los medios de cultivo.
Tinciéon de Gram: Dado que todas las muestras que
se procesan para el diagndstico de la infeccién
osteoarticular proceden de sitios normalmente
estériles se debe dar wvalor a cualquier
microorganismo que se visualice en la tinciéon de
Gram.

Se debe visualizar la extension completa ya que
en este tipo de infecciones los microorganismos
suelen estar en cantidades bajas.

Si  se visualizan microorganismos que se
considera que no pueden crecer en los medios
habituales, se afiadiran los medios de cultivo
adecuados para su crecimiento. Se valorard la
presencia de leucocitos polimorfonucleares que
indican la presencia de reaccion inflamatoria.
Cultivos: Las placas y los medios liquidos seran
examinados diariamente para detectar la presencia
de crecimiento. La primera lectura de las placas se
hard a las 24 horas de incubacidon. Los medios
liquidos se examinaran diariamente para ver si existe
turbidez indicativa de crecimiento.

Si se observa crecimiento en los medios soélidos,
se intentara realizar una identificacion presuntiva del
microorganismo aislado mediante tincion de Gram,
catalasa, coagulasa en porta, etc. y si se considera
relevante se avisara al clinico del hallazgo. En

infecciones osteoarticulares es muy importante una
evaluacion minuciosa de los -cultivos, buscando
diferentes morfotipos, sobre todo en el caso del
aislamiento de posibles contaminantes de la piel (S.
epidemidis, otros estafilococos coagulasa negativa,
etc.). Si se obtienen cultivos mixtos se realizaran los
subcultivos necesarios para  obtener los
microorganismos en cultivo puro. Si no hay
crecimiento se reincubaran todas las placas.

En los liquidos articulares y otras muestras de
pacientes con implantes se debe valorar como
significativos los aislados de microorganismos que
en ofras circunstancias se considerarian como
microbiota normal de la piel (S. epidermidis, otros
estafilococos coagulasa negativa, Corynebacterium
spp., P. acnes, Streptococcus del grupo viridans,
etc). En otro tipo de muestras se deben considerar
como causantes de la infeccion si se aislan en
cultivo puro. La interpretacién de su papel en la
infeccion dependera en gran medida, de los
resultados de otras muestras del mismo paciente.

Tanto si hay crecimiento en las placas de cultivo
primario como si no y si el caldo de enriquecimiento
esta turbio, se realizara tinciéon de Gram y segun los
microorganismos que se observen se realizaran
subcultivos en los medios generales y selectivos
adecuados para su aislamiento. Cuando las
muestras se han inoculado so6lo en caldos de
enriquecimiento, es conveniente realizar al final del
periodo de incubacién, un subcultivo “de salida” en
medios soélidos, aunque no se haya observado
turbidez. En la valoracion de los cultivos negativos se
debe tener en cuenta la posibilidad de que el
paciente haya recibido tratamiento antibiético previo
a la obtencién de la muestra.

Se identificaran todos los aislados y se realizaran
las pruebas de sensibilidad a los antibioticos segun
los medios disponibles en cada laboratorio. En los
microorganismos anaerobios no suele estar
recomendada la realizacibn de pruebas de
sensibilidad a todos los aislados. Si se registra
crecimiento de  aparentemente el mismo
microorganismo en distintas muestras del mismo
paciente, se realizara la identificacién y pruebas de
sensibilidad a todos ellos, para facilitar la
interpretacion del papel de los microorganismos
aislados en la infeccion como se ha comentado
anteriormente.

Los cultivos de los implantes se interpretaran
como se detalla en el PNT-IOA-04 de este
procedimiento.

Se recomienda guardar las placas de la siembra
directa hasta que se tengan los resultados definitivos
del cultivo, por si fuera necesario realizar pruebas
adicionales.

Se deben realizar los procedimientos
microbiolégicos que proporcionen la informacion
clinica mas relevante en el menor tiempo posible. La
profundidad de la investigacién microbiolégica viene
determinada por la procedencia anatémica de la
muestra, la técnica de recogida de la misma y los
resultados de la tincion de Gram. También es
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importante el tipo de enfermo y sus enfermedades de
base.

6.7. INFORMACION DE RESULTADOS

Las tinciones de Gram se visualizaran e
informaran lo mas rapidamente posible y siempre en
el turno de trabajo de recepcion de la muestra. Si
son muestras intraoperatorias se deben informar con
caracter urgente.

Se informaran todos los microorganismos
presentes en la tincion de Gram, siempre que las
muestras hayan sido recogidas y conservadas
convenientemente. La presencia de leucocitos
polimorfonucleares se podré informar como escasos,
moderados o abundantes (no se realizan tinciones
cuantitativas).

Cualquier informaciéon sobre los cultivos que
pueda tener significado clinico y pueda reconducir la
actitud terapéutica, debe ser naotificada con la mayor
rapidez posible al clinico responsable del paciente,
mediante  informes  provisionales escritos 0
telefonicos.

Antes de emitir los informes de resultados, se
tratard de evaluar de forma conjunta los resultados
de todas las muestras de un mismo paciente, sobre
todo el caso de sospecha de IPA. Se tendran en
cuenta los resultados de la tincibn de Gram y su
concordancia con los resultados de los cultivos. Se
considerara si el mismo microorganismo (biotipo vy
perfil de sensibilidad) esta en mas de una muestra.

Se recomienda correlacionar los resultados de la
tincion de Gram con los del cultivo antes de emitir el
informe definitivo.

En el informe de resultados deberan constar todos
los microorganismos aislados y su sensibilidad a los
diferentes  antibiéticos que determine cada
laboratorio.

Los aislados pertenecientes a la microbiota normal
de la piel (Corynebacterium spp., estafilococos
coagulasa negativa, etc.), se informaran como
“microbiota de contaminacién cutanea” en el caso de
muestras de pacientes con artritis séptica vy
osteomielitis. En el caso de infecciones asociadas a
implantes se informaran siempre con su sensibilidad
a los antibidticos y se destacara si su aislamiento se
ha realizado solamente en el caldo de
enriquecimiento y si se han aislado Unicamente tras
cultivo prolongado.

Si el cultivo de la muestra resultara negativo, se
emitira el resultado al finalizar el periodo de
incubacion de los medios de cultivo, en el que conste
“no se aislan microorganismos”.

6.8. OBSERVACIONES Y PROCEDIMIENTOS NO
ACEPTABLES

El laboratorio debe ser estricto en la valoracién
microbiolégica de los aislados que pueden formar
parte de la microbiota de la piel o ser contaminantes
y en el modo en que se emite la informacion de los
resultados de los cultivos. De un modo muy general,
un informe con el aislamiento (identificacion) y
determinacion de la  sensibilidad a los
antimicrobianos de uno o mas microorganismos, se

suele interpretar como diagnostico de infeccion, lo
gue puede provocar que se administre tratamiento
antimicrobiano innecesariamente. Se debe tener
especial cautela con los resultados de los cultivos de
los implantes.

Si sblo se remiten botellas de hemocultivos
inoculadas con liquido articular, no se podra realizar
la tincién de Gram.

La interpretacion de los resultados de los cultivos
de muestras de biopsias periprotésicas es dificil si no
se envian al menos 3 muestras.

Se desaconseja rotundamente la toma de liquido
articular y exudados periprotésicos con torunda
(mayor contaminacion, volumen insuficiente de
muestra para los cultivos, inhibicibn de ciertos
patégenos y menor supervivencia de las bacterias).

No esta indicado el procesamiento de las
muestras obtenidas a través de tubos de drenaje
colocados durante mas de 2 dias, por la gran
probabilidad de contaminacién con la microbiota de
la piel.

No se procesaran las muestras remitidas con
conservantes tipo formol.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo del presente documento es describir el
procesamiento del liquido sinovial y de la membrana
sinovial para el diagnostico microbiolégico de las
infecciones de articulares, asi como los criterios de
interpretacién de los cultivos.

2. FUNDAMENTO

La infeccion de la cavidad articular, es un proceso
grave que cursa con signos de inflamacion local,
dolor y restriccion de movimientos. La infeccion del
espacio articular conduce al deterioro y destruccion
rapida del cartilago, por lo que el cuadro debe ser
considerado como una urgencia médica. La principal
via de acceso de los microorganismos a la
articulacion es la hematégena, aunque también
pueden acceder directamente a través de una
inoculacién directa o de infecciones contiguas.

Cualquier agente infeccioso puede causar artritis
séptica, pero los mas frecuentes son los patdgenos
bacterianos de naturaleza pidgena. Staphylococcus
aureus es actualmente el principal agente etiolégico
de la artritis séptica, seguido de diversas especies de
estreptococos (Streptococcus del grupo viridans,
Streptococcus pneumoniae y estreptococos del
grupo B). Otros microorganismos como Neisseria
gonorrhoeae y Brucella spp. frecuentes hace afios,
actualmente se describen esporadicamente.

El diagnéstico microbioldgico de la artritis séptica
se basa en el aislamiento del microorganismo
responsable a partir de muestras liquido o membrana
sinovial. En el presente procedimiento se describen los
métodos a seguir para el procesamiento de este tipo
de muestras.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Sanchez C (Coordinador), Guerrero C, Sanchez C.
Recogida, transporte y procesamiento general de las
muestras. Procedimientos en Microbiologia n® 1 a, 22
edicion. SEIMC. 2003. Disponible en
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia

- Loza E (Coordinador). Alomar P, Bernal A, Harto A,
Pérez JL, Picazo JJ, Saraza LL. Seguridad en el
laboratorio de microbiologia clinica. Procedimientos
en Microbiologia n° 10, 12 ediciéon. SEIMC. 2000.
Disponible en:
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia

- Isenberg HD. Clinical Microbiology Procedures
Handbook, Second Edition, vol. 1. 2004. Section 3.5:
Aerobic Bacteriology. Body fluids cultures. ASM
Press. Washinngton D.C.

4. MUESTRAS

4.1. VOLANTE DE PETICION

El volante de peticion que acompafia a cada muestra
debe ser estrictamente cumplimentado y en él
debera constar la filiacion, edad, niUmero de historia,
servicio de procedencia, tipo de muestra (de forma
muy especifica), localizacion anatémica de la

muestra, tratamiento previo y diagnostico del
paciente, asi como los datos del clinico que realiza la
peticion.

4.2. RECOGIDA DE LA MUESTRA

La obtencion de las muestras debe realizarse bajo
estrictas condiciones de asepsia, para evitar la
contaminacibn con microbiota de la piel vy
preferentemente antes de iniciar el tratamiento
antibiotico.

El area de piel en la que se va a realizar la

aspiracion debe desinfectarse con alcohol y después
con tintura de yodo al 1-2% o una solucién de
povidona yodada al 10%.

4.2.1. Liquido sinovial. La obtencién del liquido
sinovial se puede realizar por tres procedimientos:

1) Punciébn percutanea con aguja Yy aspiracion

(artrocentesis);
2) drenaje por artroscopia y
3) artrotomia (drenaje quirdrgico abierto).

artroscopia es el sistema de eleccién, siempre que

sea posible.
Inmediatamente después de obtener la muestra, se
pueden seguir tres alternativas o la combinacién de
varias para su recogida:

A) Una vez realizada la aspiracién con aguja y
jeringa debe expulsarse el aire, tapando la
aguja con una gasa estéril impregnada en
alcohol para eliminar el riesgo de aerosoles. A
continuacion, se cambia la aguja por otra
estérii y se inocula el contenido, previa
desinfeccién del tap6n de goma, en un tubo
estéril sin aire (tipo Vacutainer) o en tubo para
transporte de anaerobios.

B) Alternativamente, se puede tapar el cono de la
jeringa con un tapon, asegurarlo bien y enviar
asi la muestra al laboratorio.

C) Inocular, previa desinfeccion del tap6n de
goma, una porcién (lo mayor posible, maximo
de 10 ml) del liquido sinovial en botellas
aerobias y anaerobias de hemocultivos
(BACTEC).

D) Para facilitar el recuento de leucocitos, si se
obtiene un volumen suficiente de liquido
sinovial, se debe transferir al menos 1 ml en un
tubo heparinizado o con EDTA para prevenir la
coagulacion. Este estudio, al igual que la
busqueda de cristales, suele ser realizado por
el laboratorio de Bioquimica o en el Servicio de
Reumatologia.

E) Para el estudio microbiolégico no es
recomendable el uso de anticoagulantes, pero
en caso de necesidad son preferibles la
heparina sddica o el polianetolsulfonato sddico
(SPS) al EDTA o al citrato.

4.2.2. Membrana sinovial. La membrana sinovial se
obtiene mediante biopsia por artroscopia u
artrotomia.

Si los fragmentos de la membrana son pequefios, se
inoculan en un sistema de transporte para
anaerobios. Si son mas grandes, se introducen en
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contenedores estériles sobre una gasa estéril
humedecida en suero salino estéril para evitar su
desecacion.

4.3. TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LA
MUESTRA.

Es necesario transportar la muestra al laboratorio de
modo inmediato, ya que:

- Un periodo de tiempo prolongado afecta al
recuento de leucocitos (desintegracion de las
células) y a la presencia de cristales (disolucion)
en el liquido sinovial.

- No olvidar que la artritis séptica es una situacion
clinica urgente, que requiere el informe rapido de
la tincion de Gram y la siembra inmediata de la
muestra.

- En caso de sospecha de infeccién por Neisseria
gonorrhoeae, es obligada la inoculacion
inmediata de la muestra en el medio selectivo.
Por todo ello, el periodo maximo de llegada de

las muestras al laboratorio no superara a las 2 horas
posteriores a la toma. Si el transporte se demora, las
muestras se mantendran refrigeradas (2-8° C),
excepto en el caso de sospecha de N. gonorrhoeae.
Las muestras, una vez inoculadas, se mantendran
de 2-8° C al menos durante una semana.

4.4, CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO
Deben ser cuidadosamente observadas las
siguientes incidencias relacionadas con la muestra:
12 Defectos encontrados en la identificacion de la
misma: etiquetado erréneo y cumplimentacién
inadecuada o incompleta de la hoja de peticion.
22 Mala conservacion (temperatura, biopsias
secas).
32 Muestra insuficiente para todas las
determinaciones  solicitadas sin que se
establezca por el facultativo peticionario un
orden de prioridades.
43 Muestras recogidas en torundas.
52 Muestras obtenidas a través de un drenaje, en
lugar de la aspiracion directa, que conllevan un
alto potencial de contaminacién con microbiota
de la piel.
Todas estas incidencias deben ser comunicadas al
clinico correspondiente, indicando el procesamiento
0 no de la muestra e incidiendo en la interpretacion
de los resultados si se llevara a cabo el mismo.

5. MEDIOS DE
PRODUCTOS
Medios de cultivo:

- Agar sangre

- Agar chocolate

- Agar colistina-nalidixico (CNA)

- Agar Brucella

- Agar MacConkey (optativo)

- Agar Thayer-Martin (optativo)

- Agar Sabouraud (optativo)

- Caldo de enriguecimiento (BHI; caldo tioglicolato

para bacterias anaerobias)

CULTIVO, REACTIVOS Y

- Botellas aerobias y anaerobias de hemocultivos
(optativo, pero recomendable)

Reactivos y productos:
- Sistemas de transporte para anaerobios
- Colorantes para tinciéon de Gram
- Sistemas comerciales generadores de atmdésfera
(con 5-7% de CO, y de anaerobiosis)

6. APARATOS Y MATERIALES

- Cabina de seguridad biolégica tipo Il

- Pinzas estériles

- Pipetas Pasteur estériles

- Asas de siembra estériles

- Portaobjetos

- Sistema estéril para homogeneizacion de muestras
- Estufa de aerobiosis a 35°C

- Jarras de incubacion

- Centrifuga

7. PROCESAMIENTO
7.1. PREPARACION E INOCULACION DE LA
MUESTRA
Las muestras seran procesadas tan pronto como se
reciban en el laboratorio. El procesamiento se llevara
acabo en cabina de bioseguridad tipo 1.
7.1.1. Ligquido sinovial.
1. Las muestras inoculadas en botellas de
hemocultivos se registraran y se introduciran en el
incubador-lector de crecimiento (BACTEC o similar).
2. Las muestras de liquido sinovial contenidas en
tubos estériles, asi como las transportadas en
jeringa, siempre que el volumen lo permita, se
introducirdn en un tubo conico estéril para
centrifugacion. A partir del sedimento se sembraran
2 6 3 gotas de muestra con pipeta Pasteur estéril en
los medios convencionales: agar sangre, agar
chocolate, agar Brucella para anaerobios, agar CNA,
agar MacConkey, agar Sabouraud, y caldo de
enriquecimiento. Se realizard la siembra por
agotamiento con asa estéril y por dltimo, se preparar
a la extension sobre porta para realizar la tincion de
Gram.
3. Opcionalmente, si el volumen de muestra lo
permite, se deberia inocular, previa desinfeccion del
tapon de goma, una porcion (1 a 10 ml) del liquido
sinovial en botellas aerobias y anaerobias de
hemocultivos (BACTEC o similar).
4. Si el volumen de muestra recibido es muy
pequefio (1 6 2 gotas), es conveniente inocular
solamente una placa de agar chocolate y hacer una
extension para tincion de Gram. Después, afadir
caldo de cultivo al tubo de transporte e incubar.
5. En caso de que el liquido sinovial se muestre
coagulado, como ocurre en ocasiones, antes de la
siembra se procedera a la dispersion del coagulo:
- Colocar el coagulo en un homogenizador
- Anadir al homogenizador un pequefio volumen
(<5 ml) de solucién salina estéril o caldo de
cultivo y con suavidad dispersar el coagulo para
liberar las bacterias atrapadas.
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7.1.2. Membrana sinovial

1. Las piezas de la membrana sinovial recogidas por
biopsia, deben homogeneizarse con una pequefa
cantidad de solucién salina estéril o caldo de cultivo
antes de su siembra en los medios de cultivo. Las
extensiones para tinciones pueden realizarse
mediante impronta sobre el porta o bien a partir de la
muestra homogeneizada.

2. Las muestras de gran tamafio no precisan
trituracion, basta con fraccionar la muestra con
bisturi, realizar una impronta con el borde de la
muestra recién cortada en los diferentes medios y
otra impronta sobre el porta.

3. Las muestras muy pequefias pueden inocularse
directamente en el caldo de enriquecimiento.

7.1.3. Cultivos especiales. En caso de peticién de
cultivo de microorganismos inusuales, se inocularan
los medios especiales especificos.

7.2. CONDICIONES DE INCUBACION

- Agar sangre, MacConkey, agar CNA, Sabouraud
(aerobiosis): 5 dias.

- Agar chocolate (5-7% CO,): 5 dias.

- Agar Brucella (anaerobiosis): 7 dias.

- En caso de se sospecha de infeccién por Brucella
spp. u hongos prolongar la incubacion.

- Botellas de hemocultivos aerobios: 10 dias;
anaerobios: 15 dias.

73. LECTURA DE LOS CULTIVOS E
IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

A) Tincién de Gram:

Los resultados de la observacion microscopica de las
extensiones del liquido sinovial o de la membrana
sinovial (ausencia o presencia de leucocitos
polimorfonucleares y ausencia o presencia de uno o
varios morfotipos bacterianos) se informaran al
clinico peticionario y quedaran registrados en la hoja
de trabajo correspondiente a la muestra. A pesar de
su utilidad, la sensibilidad del Gram en la artritis
séptica no gonocécica se encuentra entre 30-50% y
en la artritis gonocdcica es inferior al 10%.

- En ocasiones, la formacién de precipitados de
cristal violeta junto con la mucina del liquido
sinovial pueden mimetizar a COCoS
grampositivos, dando lugar a un resultado
falsamente positivo.

- Igualmente, la viscosidad de la muestra dificulta
la decoloracién de las bacterias, de modo que
los organismos grampositivos tienden a aparecer
como gramnegativos o viceversa.

- En otras ocasiones, es posible visualizar la
presencia de cristales en el liquido sinovial
(indicadores de gota), lo que no invalida la
coexistencia de éstos con microorganismos (gota
+ artritis séptica).

B) Cultivos del liquido y membrana sinovial.
Examinar todas las placas y caldos cada 24 horas, y
hasta un total de 5 dias, para la deteccion de
crecimiento macroscopico.

- Si no hay crecimiento visible, reincubar.

- Si los cultivos presentan crecimiento:

- Correlacionar los aislados con los morfotipos
observados en la tincion de Gram.

- Notificar al facultativo peticionario un informe
preliminar con la identificacion presuntiva.

- Identificar los aislados a nivel de especie y
realizar pruebas de sensibilidad a los
antibiéticos segun las normas estandarizadas
(CLSI, EUCAST).

- Se recomienda investigar especialmente los
microorganismos que crecen en agar
chocolate pero no en agar sangre.

- Si el aislado pertenece a la microbiota de la
piel, identificar s6lo a nivel de género y no
realizar pruebas de sensibilidad a los
antibiéticos.

- Si el crecimiento se produce sélo en los caldos
de cultivo (turbidez) y no en las placas, dar un
pase del caldo a placas y correlacionar el
aislado con el morfotipo observado en la
tincién de Gram.

- Cuando en un caldo crecido se observen por
tincion de Gram microorganismos que no
crecen en el subcultivo, proceder a subcultivar
en medios nutricionalmente mas enriquecidos
y en condiciones de incubacion especiales.

7.4. CONTROL DE CALIDAD

- Comprobar segun el “Quality Control for
Commercially Prepared Microbiological Culture
Media: Approved Standard. 3 Edition M22-A3
(formerly CLSI)” que el control de los medios
convencionales estd asegurado por la empresa
manufacturadora y por lo tanto estan exentos de
otros controles.

- Comprobar que los medios de cultivo se
encuentran dentro de la fecha de caducidad.

- Participacién en ejercicios de intercomparacion
(Programa de Control de Calidad de la SEIMC).

- Realizacién de inoculacion de muestras en doble
ciego y comparacion de los resultados obtenidos.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS

8.1. TINCION DE GRAM

Tanto en las extensiones del liquido sinovial como de
la membrana sinovial, se informaran la presencia o
ausencia de leucocitos polimorfonucleares. Asi como
todos los morfotipos observados en la tinciéon de
Gram.

8.2. CULTIVOS

Siempre que la toma se haya realizado de manera
correcta sin contaminacion superficial, se informaran
y se valoraran (identificacion y antibiograma) todos
los  microorganismos  aislados  considerados
esencialmente patégenos (S. aureus, Streptococcus
spp., Pseduomonas aeruginosa, etc.). Las
infecciones articulares son tipicamente purulentas y
van acompafiadas de un numero elevado de
leucocitos (>50.000 células/mm?®), con mas del 75%
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de polimorfonucleares, en el liquido sinovial.

No obstante, se pueden observar recuentos bajos
principalmente en la artritis séptica de los pacientes
inmunodeprimidos, pero también en la infeccién por
micobacterias, Neisseria y algunos microorganismos
grampositivos.

El aislamiento de estafilococos coagulasa negativa,
Corynebacterium spp., Propionibacterium spp. tiene
valoraciéon microbiolégica en las muestras de liquido
0 membrana sinovial procedentes de pacientes con
protesis articular supuestamente infectada.

Los cultivos en los que se aisla microbiota comensal
del area anatomica se informara como “microbiota
saprofita de la piel”.

Los cultivos sin aislamientos se informan como “no
se aislan microorganismos”.

9. RESPONSABILIDADES

El proceso de recogida de la muestra es
responsabilidad del servicio solicitante o del
laboratorio de Microbiologia si se realiza en él la
toma de la muestra.

La informacién sobre las normas de recogida,
transporte y conservacién de las muestras y su
distribucion a los servicios solicitantes es
responsabilidad del laboratorio de microbiologia.

El area de recogida y procesamiento de muestras del
laboratorio de microbiologia es responsable de la
recepcion, identificacion y procesamiento de las
muestras, asi como del rechazo de las muestras
remitidas en condiciones defectuosas (medios de
transporte inadecuados, derramadas) y adopcion de
medidas correctoras.

El personal técnico es responsable de la realizacién
de las técnicas microbiolégicas de identificacion y
determinacion de la sensibilidad antibiética, asi como
del registro de resultados, la trascripcién correcta de
los resultados al ordenador, la emision de informes,
el archivo de hojas de trabajo y la comunicacion
telefénica al Servicio peticionario de los resultados
preliminares positivos.

El facultativo es responsable de la valoracion de la
tincion de Gram, lectura de los cultivos,
determinacion de los microorganismos a valorar y
validacion de los informes emitidos. Asimismo, debe
supervisar el trabajo del personal técnico, adoptar
medidas correctoras de errores cometidos, firmar el
informe de resultados y realizar y responder a las
interconsultas.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO
Es importante tener presente que la artritis séptica
causada por bacterias pidégenas es la forma de
artritis aguda potencialmente mas peligrosa y
destructiva, por lo que siempre debe ser considerada
como una urgencia clinica y microbiolégica.

En los casos de importante sospecha clinica de
artritis séptica en los que no se aisle el agente
patdgeno, estad indicado referir la muestra a otro
laboratorio para la realizacion de técnicas
moleculares (infeccion por micobacterias, gonococo,
hongos, Borrelia u otros microorganismos inusuales).
Hay que tener presente, que un recuento de
leucocitos elevado en el liquido sinovial no siempre
es debido a una infeccion de la articulacion.

No se recomienda rechazar o no procesar ninguna
muestra (por ejemplo, derramamiento durante el
transporte) sin consultar previamente con el clinico.
Se procesard, indicando en el informe sobre la
posibilidad de contaminacién debida al estado de la
muestra a la llegada al laboratorio.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

- El tratamiento antimicrobiano previo a la obtencién
de la muestra puede dar lugar a cultivos negativos.

- Igualmente, la presencia de EDTA o citrato en los
tubos de recogida de las muestras puede afectar al
aislamiento de los microorganismos.

- No se deben aceptar las muestras recogidas con
torundas.

- Tampoco se deben aceptar para cultivo los
drenajes articulares por la posible contaminacion
gue conllevan, especialmente si llevan mas de 2
dias implantados en la articulacion.

- Un volumen reducido de muestra obliga a priorizar
con el clinico peticionario las peticiones de cultivo,
ademas de reducir el nimero de medios a inocular.

- Si sblo se remiten botellas de hemocultivos, no se
podra realizar la tincion de Gram.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE 4. MUESTRAS

El propésito del presente documento es la descripcion
del procesamiento microbioldgico e interpretacion de los
resultados de los cultivos de muestras de biopsias 6seas
y periimplantes para el diagnostico de infecciones
osteoarticulares.

2. FUNDAMENTO

El andlisis microbiolégico de las biopsias de hueso y
de las tomadas alrededor de las protesis articulares e
implantes intramedulares constituye, junto con el
estudio del liquido articular en las artritis sépticas, el
pilar fundamental del diagnéstico etiolégico de las
infecciones  osteoarticulares  (artritis  séptica,
osteomielitis e infecciones asociadas a protesis
articular y material de osteosintesis).

La recogida de este tipo de muestras requiere de un
método invasivo por lo que se debe dar la mayor
importancia y se deben manipular en las mejores
condiciones posibles. Un procesamiento rapido y una
adecuada interpretacién de los resultados de los
cultivos, es esencial para el éxito del tratamiento del
paciente. Cualquier microorganismo encontrado en
dichos cultivos debe de ser considerado como
potencialmente significativo, al ser muestras
obtenidas de compartimentos estériles.

La interpretacion de los resultados de los cultivos en
este tipo de infecciones es en muchos casos
compleja y requiere una evaluacion cuidadosa, sobre
todo en el caso de infecciones asociadas a
implantes, ya que muchos de los microorganismos
que las causan son considerados habitualmente
como contaminantes de la toma y procesamiento de
las muestras (Staphylococcus epidermidis, otros
estafilococos coagulasa negativa, Streptococcus del
grupo viridans, Corynebacterium spp.,
Propionibacterium acnes).

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Sanchez C (Coordinador), Guerrero C, Sanchez C.
Recogida, transporte y procesamiento general de las
muestras. Procedimientos en Microbiologia n® 1 a, 22
edicion. SEIMC. 2003. Disponible en
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia

- Loza E (Coordinador). Alomar P, Bernal A, Harto A,
Pérez JL, Picazo JJ, Saraza LL. Seguridad en el
laboratorio de microbiologia clinica. Procedimientos
en Microbiologia n° 10, 12 edicién. SEIMC. 2000.
Disponible en:
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia

- Isenberg HD. Clinical Microbiology Procedures
Handbook, Second Edition, vol. 1. 2004. Section 3.5:
Aerobic Bacteriology. Body fluids cultures. ASM
Press. Washinngton D.C.

4.1. VOLANTE DE PETICION
El volante de peticion que acompafia a cada muestra
debe estar estrictamente cumplimentado y en él
deberan constar los siguientes datos:
- demogréficos del paciente y servicio de ingreso
hospitalario
- fecha
- tratamiento antibidtico previo
- enfermedad de base
- identificacion del clinico responsable de la
solicitud
- juicio clinico
- tipo de muestra
- determinaciones microbiolégicas solicitadas

4.2. RECOGIDA DE LA MUESTRA

La obtencion de las muestras debe realizarse bajo
estrictas condiciones de asepsia para evitar la
contaminaciéon con la microbiota de la piel y
preferentemente antes de iniciar el tratamiento
antibiotico.

Si se ha iniciado el tratamiento antibidtico es
conveniente interrumpirlo, siempre que sea posible,
al menos 2 dias antes de la toma de muestras (15
dias antes en el caso de infecciones asociadas con
protesis articular).

La toma de muestras de biopsias de hueso y de
tejidos adyacentes en la mayoria de los casos, se
realiza por un traumatélogo mediante cirugia abierta.
Cuando se toman varias biopsias del mismo
paciente, se deben utilizar bisturies distintos para
cada muestra, para evitar contaminaciones que
dificulten la interpretacion de los resultados de los
cultivos.

- En infeccibn de prétesis articular se deben
tomar 5-6 muestras mediante un protocolo
estandarizado de toma vy localizacion de
muestras que deberia incluir: liquido articular y
membrana sinovial antes de abrir la articulacion
(PNT-IOA-01 de este procedimiento)

- Interfase entre el cemento y el hueso tanto de
los componentes femorales como tibiales en
prétesis de rodilla y de los componentes
femorales y cotiloideos en protesis de cadera.

- Biopsias de las cavidades endomedulares al
retirar el implante y muestras de cualquier tipo
de exudado que rodee a la prétesis mediante
aspiracion

- Implante para su sonicacion y cultivo (PNT-IOA-
04 de este procedimiento)

4.3. TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LA
MUESTRA

Una vez tomadas las muestras se deben introducir en
recipientes estériles de tamafio adecuado y cierre
hermético. Se deben cerrar inmediatamente y llevarse al
laboratorio lo  mas rapidamente  posible. El
procesamiento de las muestras se realizard lo mas
brevemente posible y si se tiene que retrasar se deberan
conservar las muestras refrigeradas entre 2-8°C, hasta
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Su procesamiento, durante un tiempo no mayor de 24 h.
Se podra afadir suero salino estéril recién abierto para
evitar la desecacion de las muestras. En ningln caso se
pueden congelar las muestras destinadas al cultivo.

4.4. CRITERIOS DE ACEPTACION Y RECHAZO

En principio se intentara no rechazar muestras de
biopsias 6seas para su procesamiento, al ser
muestras que no se pueden volver a tomar con
facilidad, pero se deben reflejar en los informes de
resultados cualquier incidencia en su identificacién,
transporte o conservacion

Se tendran en cuenta las siguientes incidencias
relacionadas con la recepcion de la muestra:

- Identificacion defectuosa: etiquetado erréneo y
cumplimentacion incompleta de la hoja de
peticion.

- Conservacion defectuosa (temperatura, biopsias
secas).

- Si la muestra es insuficiente para todas las
determinaciones solicitadas, se consultara con
el clinico responsable para que establezca un
orden de prioridades de la peticién.

Solo se consideran motivo de rechazo los siguientes:

- Imposibilidad de identificacion del paciente

- Muestras no identificadas

- Volantes sin nombre

- No coincidencia del nombre del paciente en

muestras y volante

- Muestras remitidas en formol

5. MEDIOS DE
PRODUCTOS
Medios de cultivo:
Agar sangre (AS)
Agar McConkey (McC) o Agar Levine (eosina-azul de
metileno) (EMB)

Agar Chocolate (ACh)

Agar CNA (colistina-acido nalidixico)

Agar Brucella o Agar Schaedler

Caldo de enriguecimiento: BHI, TSB o Tioglicolato
Reactivos:

Los necesarios para la tincién de Gram

CULTIVO, REACTIVOS Y

6. APARATOS Y MATERIALES

Material:

Placas Petri

Bisturies

Homogenizadores de muestra o morteros estériles
Portas limpios

Suero salino estéril o agua destilada estéril

Asas de siembra y pipetas Pasteur estériles
Sistemas comerciales generadores de atmoésfera
(con 5-7% de CO, y de anaerobiosis)

Jarras de cultivo

Aparatos:
- Estufas de incubacion a 37°C

- Lupa
- Microscopio
- Campana de anaerobios

7. PROCESAMIENTO

7.1. PREPARACION E INOCULACION

El pretratamiento de las muestras se recoge en la
seccion 7.2.1. del procedimiento microbiolégico la
de la SEIMC "Recogida, transporte y procesamiento
general de las muestras en el laboratorio de
Microbiologia” y el en PNT-RTP-01 de este
procedimiento.

Las muestras deberan ser procesadas con la mayor
brevedad posible en una cabina de bioseguridad
siguiendo las recomendaciones recogidas en el
procedimiento 10 de la SEIMC “Seguridad en el
laboratorio de Microbiologia Clinica”.

En caso de sospecha de infeccion por hongos o
micobacterias se seguiran las recomendaciones de
los procedimientos de la SEIMC 9a “Micobacterias” y
21 “Diagnostico microbiolégico de las micosis y
estudio de la sensibilidad a los antifungicos”.

A todas las muestras se les realizara tincion de
Gram. Las muestras de biopsias se cortan en trozos
en una placa de Petri estéril con un bisturi estéril.
Los distintos fragmentos se deben homogenizar en
un mortero estéril con una pequefa cantidad de
solucion salina estéril o caldo BHI antes de su
siembra en los medios de cultivo (aproximadamente
1 ml). En el caso de sospecha de infeccion por
hongos filamentosos no se deben triturar las
muestras, se debe cortar en pequefios fragmentos
que se colocaran directamente en los medios de
cultivo para hongos. Las extensiones para tinciones,
pueden realizarse mediante impronta sobre el porta
o bien a partir de la muestra homogeneizada.

La siembra se realizara con un asa 6 pipeta estéril,
pasando 0,1 ml del homogeneizado a la placa de
cultivo en un cuadrante de la misma. A continuacion
se extendera con asa de siembra, por agotamiento a
través de toda la placa, en los tres cuadrantes
restantes. Esto se realiza igual para todas las placas
utilizadas en el cultivo. Los medios liquidos se
siembran con pipeta. Se colocard una gota del
homogeneizado en un porta para la tincion de Gram.
Las muestras muy pequefias pueden inocularse
directamente en el caldo de enriquecimiento. Las
muestras de biopsias 6seas duras que no se puedan
fragmentar se afiadiran directamente a caldo de
enriquecimiento. Para realizar las extensiones para
tincién de este tipo de muestras, se puede incluir la
muestra entre dos portas presionando y desplazando
ambos entre si hasta conseguir una extension fina.
Como minimo, se recomienda inocular la muestra en
AS, un medio enriquecido como ACh, un medio para
anaerobios (tipo agar Brucella) y un caldo de
enriquecimiento, para recuperar microorganismos
presentes en numero reducido. Ademaés, si la
cantidad de muestra es suficiente, se recomienda
inocular también medios selectivos para aerobios
Gram positivos (CNA) y Gram negativos (EMB o
McC).

Es conveniente conservar, una porcién de las
muestras que sobren, refrigeradas durante unos 7
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dias por si se necesita realizar comprobaciones o
estudios posteriores.

7.2. CONDICIONES Y TIEMPOS DE INCUBACION
Las placas de agar sangre se incubaran a 35-37°C
en aire o atmésfera con 5% de CO, Las placas de
agar chocolate y CNA se incubaran también a 35-
37°C siempre con atmésfera de 5% de CO,. Las
placas de agar Brucella y/o agar Schaedler para el
cultivo de anaerobios se incubaran a 35-37°C en
atmosfera de anaerobiosis.

Los caldos se incubardn a 35-37° C en aire. Se
comprobara diariamente el crecimiento de
microorganismos mediante visualizacion de turbidez,
en caso de que esta aparezca se realizara subcultivo
en los medios sélidos descritos previamente.

El tiempo de incubacion de las placas sera de 5 dias
y los caldos de enriquecimiento de 10 dias. En caso
de sospecha de microorganismos de crecimiento
mas lento (Brucella spp. o micobacterias), este
periodo se alargara convenientemente.

7.3. EXAMEN DE TINCIONES

Tincion de Gram:

Se informara cualquier microorganismo que se visualice
en la tincion de Gram. Se valorara la presencia de
leucocitos polimorfonucleares que indican la presencia de
reaccion inflamatoria.

Se debe visualizar la extensién completa ya que en este
tipo de infecciones los microorganismos suelen estar en
baja carga. Si se visualizan microorganismos que se
considera que no pueden crecer en los medios habituales,
se afadiran los medios de cultivo adecuados para su
crecimiento.

Cultivos:

Los medios sélidos y los caldos de enriquecimiento
serdn examinados diariamente para detectar la
presencia de crecimiento. La primera lectura de las
placas se hard a las 24 horas de incubacién. Los
medios liquidos se examinaran diariamente para ver

si existe turbidez indicativa de crecimiento.

Si se observa crecimiento en los medios solidos, se
intentara realizar una identificacion presuntiva del
microganismo aislado mediante tincién de Gram,
catalasa, coagulasa, oxidasa, etc. y si se considera
relevante se avisard al facultativo que realiz6 la
peticion.

En las infecciones osteoarticulares es muy
importante una evaluacion minuciosa de los cultivos,
buscando diferentes morfotipos, sobre todo en el
caso del aislamiento de posibles contaminantes de la
piel (S. epidemidis, otros estafilococos coagulasa
negativa, etc.). Si se obtienen cultivos mixtos se
realizaran los subcultivos necesarios para obtener
los microorganismos en cultivo puro. Si no hay
crecimiento se reincubaran todas las placas y caldo y

se reexaminaran diariamente hasta el final del
periodo de incubacion.

Se deben valorar como significativos los aislados de
microorganismos que en otras circunstancias se
considerarian como microbiota normal de la piel (S.

epidermidis, otros estafilococos coagulasa negativa,
Corynebacterium spp., P. acnes, Streptococcus del
grupo viridans, etc). La interpretacion de su papel en
la infeccion dependera en gran medida, de los
resultados de otras muestras del mismo paciente.
Tanto si hay crecimiento en las placas de cultivo
primario como si no y el caldo esta turbio, se
realizard tincibn de Gram y segin los
microorganismos que se observen se realizaran
subcultivos en los medios generales y selectivos
adecuados para su aislamiento. Cuando las
muestras se han inoculado sélo en caldos de
enriquecimiento, es conveniente realizar al final del
periodo de incubacién, un subcultivo “de salida” a
medios solidos enriquecidos agar sangre, agar
chocolate y agar Brucella, aunque no se haya
observado turbidez. En la valoracion de los cultivos
negativos se debe tener en cuenta la posibilidad de
gue el paciente haya recibido tratamiento antibiético
previo a la obtencion de la muestra.

Se identificaran todos los aislados y se realizaran las
pruebas de sensibilidad a los antibiéticos. Si se
registra crecimiento de aparentemente el mismo
microorganismo en distintas muestras del mismo
paciente, se realizara la identificacién y pruebas de
sensibilidad a todos ellos, para facilitar la
interpretacion del papel de los microorganismos
aislados en la infeccién. En los microorganismos
anaerobios no suele estar recomendada la
realizacion de pruebas de sensibilidad a todos los
aislados.

Se recomienda guardar las placas de la siembra
directa, hasta que se tengan los resultados
definitivos del cultivo, por si fuera necesario realizar
pruebas adicionales.

Es conveniente conservar los aislados mas
significativos en un archivo de cepas para estudios
posteriores.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE
RESULTADOS

8.1. TINCION DE GRAM

Las tinciones de Gram se visualizaran e informaran lo mas
rapidamente posible y siempre en el turno de trabajo de
recepcion de la muestra. Si son muestras intraoperatorias
se deben realizar e informar con caracter urgente.

Se informaran todos los microorganismos presentes en la
tincion de Gram, siempre que las muestras hayan sido
convenientemente recogidas y conservadas. La presencia
de leucocitos polimorfonucleares indica la presencia de
inflamacién aguda y es presuntiva de infeccién. Se podra
informar como escasos, moderados o abundantes (no se
realizan tinciones cuantitativas).

LOS

8.2 CULTIVOS

Se informara la identificacion y sensibilidad de cualquier
microorganismo que se aisle en cultivo a partir de una
biopsia 6sea. Si el aislamiento se ha realizado sélo a partir
de medios de enriquecimiento, se reflejard en el informe
de resultados y se hara constar el tiempo que ha tardado
el microorganismo en crecer, sobre todo cuando se aislen
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microorganismos que forman parte de la microbiota
normal de la piel (por ejemplo: se aisla S. epidermidis en
medio de enriquecimiento a los 5 dias de incubacion).

Se recomienda correlacionar los resultados de la tincion
de Gram con los del cultivo antes de emitir el informe
definitivo. En el informe de resultados deberan constar
todos los microorganismos aislados y su sensibilidad a los
grupos de antibiéticos que determine cada laboratorio.
Antes de emitir los informes se tratard de evaluar de forma
conjunta los resultados de todas las muestras de un
mismo paciente, sobre todo el caso de sospecha de
infeccion de proétesis articular. Se tendran en cuenta los
resultados de la tincion de Gram y su concordancia con
los resultados de los cultivos. Se considerara si el mismo
microorganismo (biotipo y antibiotipo) esta en mas de una
muestra.

Cualquier informacién sobre los cultivos que pueda
tener significado clinico y pueda reconducir la actitud
terapéutica, debe ser informada con la mayor rapidez
posible al clinico responsable del paciente mediante
informes provisionales escritos o telefénicos.

Si los cultivos de la muestra resultaran negativos a
las 48 horas de incubacion se emitird un informe en

el que conste “no se aislan microorganismos a las 48

h de incubacion” y se refleje que la muestra se
mantiene en incubacibn 'y se informara
posteriormente en caso de positividad.

9. RESPONSABILIDADES

El proceso de recogida de la muestra es
responsabilidad del servicio solicitante.

La informacion sobre las normas de recogida,
transporte y conservacion de las muestras y su
distribucion a los servicios solicitantes es
responsabilidad del laboratorio de microbiologia.

El area de recogida y procesamiento de muestras del
laboratorio de microbiologia es responsable de la
recepcion, identificacion y procesamiento de las
muestras, asi como del rechazo de las muestras
remitidas en condiciones defectuosas (medios de
transporte inadecuados, derramadas) y adopcién de
medidas correctoras.

El personal técnico del laboratorio de microbiologia
es responsable de la realizacion de las técnicas
microbiolégicas: tinciones, siembra, pruebas de
identificacién y determinacion de la sensibilidad
antibiética, asi como del archivo de las hojas de
trabajo.

El facultativo es responsable de la valoraciéon de la
tincion de Gram, lectura de los cultivos, determinacion
de los microorganismos a valorar, registro de los
resultados positivos, informacion telefénica de los
resultados relevantes y validacion de los informes
emitidos. El facultativo debera supervisar del trabajo del
personal técnico, adoptar de medidas correctoras de
errores cometidos, firmar los informes de resultados y
resolver las interconsultas.

Los facultativos residentes en formacién tendrdn una
responsabilidad compartida con el técnico y con el
facultativo especialista responsable del area, aunque
nunca podrd validar ni firmar ningun informe.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Es importante considerar que las infecciones
osteoarticulares son procesos graves que requieren un
tratamiento optimizado y precoz. Por lo tanto, se
deberan realizar todos los procedimientos
microbiolégicos encaminados a su diagnostico con la
mayor rapidez posible e informar todos los resultados
gue pueden conllevar la toma de una decision
terapéutica importante para el manejo del paciente.

Es conveniente realizar formacion desde el laboratorio
de microbiologia, sobre la interpretacion de los
resultados de los cultivos en este tipo de infecciones y
emitir recomendaciones sobre el envio de un numero
correcto de muestras en el caso de infecciones
asociadas a protesis articulares.

El personal del laboratorio de microbiologia debera
completar las peticiones realizadas por los facultativos
responsables del paciente, cuando lo considere
oportuno, segun el tipo de infeccién, la muestra recibida
y el tipo de paciente.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Si el paciente recibe antibioterapia previa a la extraccion
de la muestra, los cultivos pueden verse alterados.

La interpretacién de los resultados de los cultivos de
muestras de biopsias periprotésicas es dificil si no se
envian al menos 3 muestras.

Una cantidad escasa de muestra limita el
rendimiento de los métodos microbioldgicos.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El proposito del presente documento es asegurar la
estandarizacién en la toma y el manejo de muestras
de colecciones y abscesos en la infeccion
ostearticular para garantizar el aislamiento de los
microorganismos implicados en su produccién. Se
describen la toma de muestra, su procesamiento en
el laboratorio y los criterios de interpretacién de los
cultivos.

El alcance del documento es el personal médico y de
enfermeria encargado de la toma de muestras de
colecciones y abscesos de infecciones
ostearticulares, y el personal del laboratorio de
microbiologia que interviene en el procesamiento de
estas muestras.

2. FUNDAMENTO

El diagndstico de osteomielitis se basa en la obtencién
de wuna muestra adecuada para el estudio
microbiolégico. Las muestras ideales son los
hemocultivos si la osteomielitis es hematdgena, las
biopsias éseas y las colecciones o abscesos cerrados
adyacentes al hueso. En este documento se describe
el procesamiento de éstas Ultimas.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Sanchez C (Coordinador), Guerrero C, Sanchez C.
Recogida, transporte y procesamiento general de las
muestras. Procedimientos en Microbiologia n® 1 a, 22
edicion. SEIMC. 2003. Disponible en
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia

- Loza E (Coordinador). Alomar P, Bernal A, Harto A,
Pérez JL, Picazo JJ, Saraza LL. Seguridad en el
laboratorio de microbiologia clinica. Procedimientos
en Microbiologia n° 10, 12 edicién. SEIMC. 2000.

Disponible en:
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia

- Isenberg HD. Clinical Microbiology Procedures
Handbook, Second Edition, vol. 1. 2004. Section 3.5:
Aerobic Bacteriology. Body fluids cultures. ASM
Press. Washinngton D.C.

4. MUESTRAS
4.1. VOLANTE DE PETICION
Identificar las muestras y rellenar el volante con los
siguientes datos:
- demogréficos del paciente
- fecha
- tratamiento antibidtico previo
- enfermedad de base
- juicio clinico
- tipo de muestra
- determinaciones microbiol6gicas solicitadas

4.2. RECOGIDA DE LA MUESTRA

Se considera absceso a toda lesion cerrada, de
origen infeccioso, con contenido en su interior, que
se manifiesta por la presencia de signos
inflamatorios (dolor o aumento localizado de la

sensibilidad, enrojecimiento, calor). En el caso de la
infeccion Osea el absceso puede ser intramedular y
no manifestar clinica externa. En tal caso la muestra
a obtener seria una biopsia 0sea.

Se recomienda que la toma de muestra se realice
ANTES de iniciar el tratamiento antibiotico

4.3. MATERIAL NECESARIO

- Gasas estériles

- Alcohol etilico o isopropilico al 70%
- Povidona yodada al 10%

- Jeringa estéril

- Aguja intramuscular

4.4. OBTENCION DE LA MUESTRA

- Desinfectar la piel. Limpiar la zona con alcohol, de
forma concéntrica, comenzando por el centro.
Abarcar una zona de unos 10 cm.

- Repetir la operacion con povidona yodada. En
pacientes con hipersensibilidad al yodo, en lugar de
povidona se utilizara alcohol 2 veces consecutivas

- Dejar secar al menos 1 minuto para que la
povidona ejerza su accién antiséptica

- Realizar una puncién-aspiracion del absceso con
jeringa y aguja

- Inocular en un medio de transporte adecuado, vial
para transporte de anaerobios (portagerm) o tubo
esteéril.

- Debera enviarse un volumen de muestra de entre 1
y5mL

45. TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LA
MUESTRA

Se recomienda que las muestras se envien
INMEDIATAMENTE al laboratorio, estando prohibido
el uso de tubos neumaticos para este fin. Si no es
posible, las muestras se mantendran a temperatura
ambiente.

Observaciones:

Es muy importante especificar en el volante de
peticién la localizaciébn anatémica del absceso con
vistas a la interpretacién de los resultados.

4.6.CRITERIOS DE RECHAZO

Sdélo se consideran motivo de rechazo los siguientes:
- Imposibilidad de identificacion del paciente

- Muestras no identificadas

- Volantes sin nombre

- No coincidencia del nombre del paciente en
muestras y volante

5. MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
PRODUCTOS

Medios de cultivo:

Agar sangre (AS)

Agar Levine (eosina-azul de metileno) (EMB) o agar
McConkey (McC)

Agar Chocolate (ACh)

Agar CNA (colistina-acido nalidixico)

Agar Brucella

Agar Schaedler
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Agar Schaedler con kanamicina y vancomicina
Caldo de enriguecimiento: BHI o tioglicolato
Reactivos:

Los necesarios para la tincion de Gram

6. MATERIAL

Portas limpios

Suero salino estéril 0 agua destilada estéril
Asas de siembra estériles

7. PROCESAMIENTO

7.1. PREPARACION E INOCULACION DE LA
MUESTRA

Como minimo, se recomienda inocular la muestra en
AS, un medio enriquecido como ACh y un caldo de
enriguecimiento, para recuperar microorganismos
presentes en numero reducido. Ademas, si la
cantidad de muestra es suficiente, se recomienda
inocular también medios selectivos para aerobios
Gram positivos (CNA) y Gram negativos (EMB o
McC).

La siembra se realizar4 pasando una pequefia parte
de la muestra a la placa de cultivo en un cuadrante
de la misma. A continuacion se extendera con el asa
a través de toda la placa en los tres cuadrantes
restantes. Esto se realiza de igual forma para todas
las placas del cultivo. El caldo se inoculara con una
pequefa cantidad de la muestra. En estas muestras
se recomienda afiadir una placa de agar Brucella
(ABru) o agar Schaedler (ASch) y una placa de agar
Schaedler con kanamicina y vancomicina (AKV).

7.2. CONDICIONES DE INCUBACION

Las incubaciones seran en estufa a 35°C-37°C para
todos los medios de cultivo ordinario. Las atmdsferas
seran de aerobiosis para AS, EMB o McC y caldo
tioglicolato, con un 5-10% de CO, para ACh y CNA y
en anaerobiosis para ABru o ASch y AKV.

7.3. EXAMEN DE TINCIONES

El examen de la tincion de Gram permitird determinar
si se requiere un procesamiento adicional de la
muestra, como cultivo de hongos o de anaerobios, o
el empleo de medios de cultivo o de técnicas
especiales.

Se recomienda correlacionar los resultados de la
tincion de Gram con los del cultivo antes de emitir el
informe definitivo. Todos los microorganismos
presentes en cantidad importante en la tincion de
Gram en muestras bien recogidas deben informarse.

7.4. EVALUACION DE CULTIVOS

En lineas generales, se recomienda examinar las
placas a las 24 horas y a las 48 horas de incubacién
e incubar el caldo un minimo de 72 horas. Las placas
para aislamiento de anaerobios se procesaran segun
el Procedimiento n°® 16 de la SEIMC: “Bacterias
anaerobias”.

Si a las 24 horas hay crecimiento de colonias éstas
se estudiaran segun los microorganismos aislados,
realizando identificacion y pruebas de sensibilidad si

precisan. Se recomienda reincubar todas las placas
sembradas.

A las 48 horas se volveran a leer las placas y se
estudiaran aquellos microorganismos de nueva
aparicion.

Si s6lo hubiera crecimiento en el caldo de
enriquecimiento, se realizara una tincion de Gram y
se subcultivara a los medios apropiados.

Las placas sin crecimiento y los caldos de
enriquecimiento estériles se reincubaran hasta las 72
horas como minimo.

Se recomienda guardar las placas de la siembra
directa hasta que no se tengan los resultados
definitivos del cultivo, por si fuera necesario realizar
pruebas adicionales.

Se recomienda identificar Unicamente aquellos
microorganismos potencialmente patégenos con la
maxima rapidez posible.

Se valora  siempre el crecimiento de
microorganismos considerados esencialmente
patdgenos como Staphylococcus aureus,
estfilococos coagulasa negativa, enterococos en
cultivo puro y adn mas si existe tincién de Gram
sugerente, asi como enterobacterias y
Pseudomonas aeruginosa.

Se deben realizar los procedimientos microbiol6gicos
que proporcionen la informacién clinica mas
relevante en el menor tiempo posible. La profundidad
de la investigacion microbioldgica viene determinada
por la procedencia anatémica de la muestra, la
técnica de recogida de la misma y los resultados de
la tincién de Gram. También es importante el tipo de
paciente y sus enfermedades de base.

7.5. ELIMINACION DE RESIDUOS Y LIMPIEZA
Todo el material punzante utilizado se desechara en
un contenedor de objetos punzantes o en el de
residuos bioldgicos (clase ).

Los residuos clinicos y microbiolégicos que se vayan
generando se depositaran en el contenedor de
residuos biolégicos (clase Ill). Cuando esté lleno, se
cerrara el contenedor y se avisara al personal de
mantenimiento para que proceda a su retirada y
reponga uno vacio en su lugar.

Diariamente se cambiaran los papeles de filtro
protectores de todas las superficies de trabajo y se
limpiaran las mesas de trabajo con una solucion
desinfectante.

8. OBTENCION Y EXPRESION DE LOS
RESULTADOS

Si el cultivo es negativo se informard como "cultivo
negativo" y si es positivo se informaran los diferentes
microorganismos aislados y se informarda su
sensibilidad a antimicrobianos, tal y como se detalla
en el apartado anterior.

9. RESPONSABILIDADES

El proceso de recogida de muestra es
responsabilidad del servicio peticionario. La
informacion sobre las normas de recogida, transporte
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y conservacion de las muestras y su distribucién a
los servicios solicitantes es responsabilidad del
laboratorio de microbiologia.

La responsabilidad del correcto procesamiento de las
muestras es del técnico de laboratorio lo lleve a
cabo. En caso de duda, consultara con un facultativo
del laboratorio de Microbiologia.

La responsabilidad de la visualizacion de las
tinciones, de la identificacion de los microorganismos
y de la realizacion e interpretacion de las pruebas de
sensibilidad a los antimicrobianos (cuando proceda)
corresponde a los facultativos del laboratorio de
Microbiologia.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

La importancia de las infecciones osteoarticulares
requiere un procesamiento urgente de las muestras y la
informacion, al clinico responsable del paciente, de
todos los hallazgos microbiol6gicos que puedan ser
relevantes para la toma de una decisién terapéutica
importante.

Se deben realizar los procedimientos microbiolégicos
que proporcionen la informacién clinica mas
relevante en el menor tiempo posible. La profundidad
de la investigacién microbiolégica viene determinada
por la procedencia anatomica de la muestra, la
técnica de recogida de la misma y los resultados de
la tincion de Gram. También es importante el tipo de
paciente y sus enfermedades de base.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El empleo de medios inadecuados de transporte de
la muestra puede dificultar el aislamiento de
bacterias anaerobias.

El procesamiento de muestras de pacientes en
tratamiento antibidtico puede disminuir el rendimiento
del cultivo.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

El objetivo de este documento es definir la
metodologia empleada para el procesamiento
microbiologia de implantes empleados en cirugia
ortopédica y traumatolégica mediante sonicacién, con
el objeto de realizar el diagnostico de la infeccién
relacionada con estos materiales.

Este procedimiento es aplicable a todos los laboratorios
de microbiologia clinica que posean la dotacion vy
experiencia adecuada en técnicas de cultivo
bacteriolégico convencional, y que dispongan del
aparataje necesario para su realizacion.

2. FUNDAMENTO

La infeccidn relacionada con implantes es un cuadro
de dificil diagnéstico etioldgico debido
fundamentalmente a la patogenia de la misma. La
formacién de biopeliculas por diversos organismos o
grupos de organismos se considera actualmente el
primer factor de patogenicidad. La existencia de
estas  biopeliculas  dificulta el diagnéstico
convencional basado en la realizacion de cultivos de
los tejidos periféricos, puesto que los patdégenos se
encuentran habitualmente incluidos en una matriz
extracelular de consistencia viscoelastica, por lo que
su presencia en tejidos tendria lugar solamente si
estos organismos se liberan de la biopelicula durante
la maduracion de la misma o bien durante el acto
quirargico. Los cultivos realizados de hisopado de los
implantes tras la cirugia pueden ser insuficientes al
abarcar sélo pequefias zonas del implante, en el cual
la distribucion de la biopelicula es aleatoria.

La liberacién de los organismos presentes en las
biopeliculas mediante sonicacion es un
procedimiento usado desde hace tiempo en estudios
in vitro, que recientemente ha sido evaluado
clinicamente para el diagndstico microbiol6gico de
estas infecciones con resultados superiores a los de
los cultivos convencionales.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Sanchez C (Coordinador), Guerrero C, Sanchez C.
Recogida, transporte y procesamiento general de las
muestras. Procedimientos en Microbiologia n° 1 a, 22
edicion. SEIMC. 2003. Disponible en
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia

- Loza E (Coordinador). Alomar P, Bernal A, Harto A,
Pérez JL, Picazo JJ, Saraza LL. Seguridad en el
laboratorio de microbiologia clinica. Procedimientos

en Microbiologia n° 10, 12 edicién. SEIMC. 2000.
Disponible en:
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia

Recogida, transporte y procesamiento general de las
muestras en el laboratorio de Microbiologia (PNT-RTP-
01). SEIMC, 2003.

4, MUESTRAS
Esta técnica se aplicara sobre los implantes
obtenidos tras cirugia (prétesis osteoarticulares y

material de osteosintesis) en pacientes con cuadros
clinicos sugerentes de infeccion relacionada con los
mismos.

5. REACTIVOS Y PRODUCTOS

- Reactivos necesarios para realizar tincién de Gram.
- Tampon PBS estéril.

- Medios de cultivo para aislamiento de bacterias,
micobacterias y hongos

6. APARATOS Y MATERIALES

- Sonicador de bafio de baja potencia (frequencia,
40+2 kHz).

- Vortex.

- Estufa de CO.,.

- Estufa de atmdsfera normal.

- Centrifuga refrigerada

- Sistemas de anaerobiosis.

- Recipientes de material plastico rigido estériles de
diversos tamafios.

- Bolsas de material plastico estériles de diversos
tamafios.

- Pipetas estériles de 1,5 y 10 ml.

- Asas de cultivo calibradas.

7. PROCESAMIENTO

7.1. CONSIDERACIONES PREVIAS

Los implantes ortopédicos son muestras Unicas y de
dificil obtencién, por lo que deberan extremarse las
precauciones durante todo su procesamiento. Hay
gque tener en cuenta que los organismos
responsables de infeccién articular son miembros
habituales de la microbiota de la piel, por lo que las
violaciones de la normas de asepsia durante su
procesamiento, pueden dar lugar a contaminaciones
que podrian confundir el diagnéstico.

7.2. TOMA DE LA MUESTRA Y CONSERVACION
DE LA MISMA

Los implantes osteoarticulares se obtendran en el
quiréfano empleando para ello los protocolos
quirargicos pertinentes. Tras su extraccion del
paciente, el implante deberd ser manejado en el
quiréfano con las maximas condiciones de asepsia, €
introducido en contenedores o bolsas estériles que
se cerraran de la forma mas hermética posible.

Los implantes asi guardados se enviaran
inmediatamente para su procesamiento en el
laboratorio de microbiologia. En el caso de que dicho
procesamiento no pueda llevarse a cabo se
conservaran a 4° C hasta su procesamiento.

7.3. PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

Una vez en el laboratorio, la muestra se introducira
en un contenedor estéril. Se recomienda que el
contenedor sea un contenedor de material plastico
rigido para evitar posibles soluciones de continuidad
en los mismos durante la manipulaciéon. Algunos
implantes (particularmente los clavos intramedulares)
tienen una longitud apreciable, por lo que es dificil
poder procesarlos en contenedores rigidos. En este
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caso podran emplearse bolsas estériles de material
plastico grueso, asegurandose de que no existen
poros en las mismas y de que no hay roturas debidas
a la manipulacién de la muestra. Si las muestras
llegasen desde el quir6fano en contenedores de
material plastico rigido estériles herméticamente
cerrados, podran emplearse éstos directamente.

Se afadira en el contenedor o la bolsa una cantidad
variable de tampén PBS estéril, nunca superior a 400
ml ni inferior a 50 ml. Tras afiadir el tampén, el
contenedor o la bolsa se cerrardn herméticamente y
se introduciran en un sonicador de bafio en el que se
habra afadido agua destilada suficiente para cubrir
el recipiente, sin que éste llegue a flotar. Una vez
introducido, se sonicara la muestra durante 5
minutos.

Tras retirar la muestra, se centrifugara el sonicado a
3000 x g durante 20 minutos. Posteriormente, se
decantard el sobrenadante, y el sedimento se
resuspendera en 1/10 del volumen centrifugado de
PBS estéril. Una vez resuspendido, se procedera a la
siembra del mismo y a la realizacion de una tincion
de Gram.

7.4. MEDIOS DE CULTIVO

Se realizara una extensién para tincion de Gram del
sonicado que se sembrard de forma cuantitativa en
los medios de cultivo que se indican a continuacion.
Para la siembra cuantitativa se podrd seguir la
técnica empleada en la siembra de orina mediante
asas calibradas (ver Procedimiento 15 de la SEIMC:
Infeccién urinaria), o bien mediante la inoculacién en
los distintos medios de un volumen controlado de
sonicado y posterior siembra mediante la técnica de
los cuadrantes. Los medios de cultivo empleados
seran:

- Agar sangre

- Agar Chocolate

- Agar Sangre para anaerobios

- Agar McConkey/CNA

- Medio especifico para crecimiento de micobacterias
(es recomendable el agar Middlebrook 7H10 en
placa por poderse sembrar de la misma forma que el
resto de medios de bacteriologia).

- Agar Sabouraud-cloranfenicol.

Los medios asi sembrados se incubaran en las
correspondientes atmosferas de incubacion y
durante los tiempos que se indican a continuacion:

- Agar sangre y agar chocolate: 7 dias a 37°C en
atmosfera con 5% de CO,.

-Agar sangre para anaerobios: 7 dias a 37°C en
atmosfera anaerobia (las primeras 48 horas de forma
ininterrumpida).

- Agar McConkey: 24 horas a 37°C en atmésfera
normal.

- Medio para micobacterias: 15-30 dias a 37°C en
atmosfera con 5% de CO..

- Agar Sabouraud-cloranfenicol: 30 dias a 30°C en
atmésfera normal.

8. OBTENCION, INTERPRETACION Y EXPRESION
DE LOS RESULTADOS

En la tincion de Gram se valorara la presencia de
organismos (bacterias, hongos) y se informara el
resultado de forma semicuantitativa
(escasos/moderados/abundantes).

Se valorara todo crecimiento microbiano que se
obtenga en los distintos medios. La identificacion de
los distintos organismos se realizara mediante los
protocolos especificos aceptados. Se informaran los
resultados cuantitativamente (nimero de UFC/ml) en
el caso de sembrarse mediante asa calibrada o
semicuantitativamente (escaso-moderado-
abundante-muy abundante) en caso de sembrarse
mediante la técnica de los cuadrantes.

La interpretacion de los resultados se realizara en
funcion del ndmero de colonias, los medios en que
crezcan los organismos y las especies recuperadas de
acuerdo con lo referido en el documento cientifico.

9. RESPONSABILIDADES

Deben estar descritas en el manual general de
organizacion del laboratorio de y en las fichas de
descripcion de los puestos de trabajo.

El procesamiento de la muestra en el laboratorio deberia
llevarse a cabo por personal técnico cualificado con un
entrenamiento especifico. La supervision de la técnica y
de los resultados emitidos debera realizarla un
facultativo especialista en Microbiologia.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Es recomendable obtener y procesar
simultaneamente al implante muestras de tejido
periprotésico de acuerdo con el protocolo PNT-IOA-
02 de este Procedimiento para incrementar la
sensibilidad global de los resultados.

En la tincion de Gram pueden verse diversos
artefactos metalicos de pequefio tamafio que un
observador no experimentado podria confundir con
organismos grampositivos, si bien su aspecto y
morfologia son diferentes de los de las bacterias.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

La limitacibn mas importante deriva de la posible
contaminacion de las muestras durante su
manipulacién. En este sentido es de especial
importancia, el control de los recipientes empleados
en la sonicacion del implante, puesto que la rotura
del mismo puede conducir a una potencial
contaminaciéon proveniente del agua del sonicador.
Esta posibilidad puede minimizarse si, ademas de
emplear contenedores rigidos se emplea agua
destilada estéril para cada sonicacion, eliminandose
la empleada después de la misma.

Asimismo, la muestra podria contaminarse durante
su extraccién y procesamiento en el quiréfano, si
bien este supuesto es poco probable.

Los resultados, ademas, podran verse afectados por
la toma de antibidticos por parte del paciente en los
dias previos a la cirugia. Los tratamientos
prolongados son, en este sentido, los que mas
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repercusion podrian tener, incrementando el nimero
de cultivos negativos.

12. BIBLIOGRAFIA

1. Dora C, Altwegg M, Gerber C, Bottger EC, Zbinden R.
Evaluation of conventional microbiological procedures and
molecular genetic techniques for diagnosis of infections in
patients with implanted orthopedic devices. J Clin Microbiol
2008; 46:824—-825.

2. Esteban J, Goémez-Barrena E, Cordero J et al.
Evaluation of quantitative analysis of cultures from
sonicated retrieved orthopedic implants in diagnosis of
orthopedic infection. J Clin Microbiol 2008; 46:488-492.

3. Esteban J, Cordero-Ampuero J, Adames H et al.
Evaluation of a sonication protocol for the detection of
bacteria in retrieved osteosynthesis implants. 19"
ECCMID. Helsinki, Abstract n® 867.

4. Trampuz A, Piper KE, Hanssen AD et al. Sonication of
explanted prosthetic components in bags for diagnosis of
prosthetic joint infection is associated with risk of
contamination. J Clin Microbiol 2006; 44:628-631.

5. Trampuz A, Piper KE, Jacobson MJ et al. Sonication of
removed hip and knee prostheses for diagnosis of
Infection. N Engl J Med 2007; 357:654-663.

6. Trampuz A, Zimmerli W. Diagnosis and treatment of
infections associated with fracture-fixation devices. Injury
2006; 37:S59-S66.

7. Trampuz A, Zimmerli W. Diagnosis and treatment of
implant-associated septic arthritis and osteomyelitis.
Current Infectious Diseases Reports 2008; 10:394-403.



