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DOCUMENTO CIENTIFICO

1. INTRODUCCION

La infeccion ocular es una de las principales
causas de ceguera en los paises en vias de
desarrollo  esencialmente debido al tracoma.
Asimismo, es una infeccién relevante en los paises
occidentales debido a la infeccién herpética y, mas
recientemente, al aumento de las intervenciones
quirargicas y las complicaciones asociadas al uso de
lentes de contacto. Para el manejo de estas
infecciones es fundamental establecer el diagnéstico
microbiolégico puesto que las manifestaciones
clinicas a menudo son inespecificas. Por otro lado, el
diagnéstico debe obtenerse lo mas pronto posible
porque los tejidos oculares son muy vulnerables a la
respuesta inflamatoria y su lesibn conduce a la
pérdida irreversible de agudeza visual.

La toma de muestra para analisis microbioldgico,
antes de la instauracion del tratamiento antibiético,
figura en todas las recomendaciones para el
abordaje de este tipo de infecciones. No obstante, en
la practica clinica, la estrategia empleada con mayor
frecuencia es el inicio de una pauta de tratamiento
antibiotico empirico, por las siguientes razones: en
primer lugar, la anatomia de las estructuras oculares
no permite el facil acceso a la toma de muestras,
requiriéndose con frecuencia la puncién ocular para
obtener una biopsia o un aspirado. En segundo
lugar, el cultivo de los exudados oculares tiene una
sensibilidad baja 0 moderada, en torno al 60% en el
mejor de los casos, a lo que hay que afadir la
lentitud en conseguir los resultados. Varios estudios
sugieren que rara vez (<10%) este resultado
conduce a una modificacion del tratamiento. En
estos momentos, carecemos de estudios adecuados
gue comparen la terapia empirica frente al coste-
beneficio de un tratamiento basado en datos
microbiolégicos.

El bajo rendimiento de las muestras clinicas se
debe, en parte, al pequefio volumen de material que
puede obtenerse. El espesor de la coérnea en el
adulto es de 1 mm en la regiébn periférica y
solamente 0,6 mm en la regién central. En cuanto al
vitreo y a la camara anterior, suponen un volumen
aproximado de 4-5 ml y 1,5-2 ml, respectivamente.
Es necesario emplear métodos de transporte
adecuados que eviten la diluciébn excesiva,
deshidratacion o pérdida de la muestra. Asimismo es
importante que exista una buena comunicacion entre
el clinico y el laboratorio, ya que son los datos
clinicos los que guiaran la eleccion de los medios de
cultivo mas apropiados y el reparto del escaso
volumen de la muestra.

2. CONSIDERACIONES CLINICAS
2. 1. CONJUNTIVITIS

La infeccion de la conjuntiva es uno de los motivos
mas frecuentes de consulta. La etiologia mas comun
es la virica, seguida por la bacteriana. En nuestro
medio la etiologia flngica o parasitaria es
excepcional. La conjuntivitis virica, en la mayoria de
los casos, tiene un curso autolimitado y la valoracién
de la presentacién clinica y las caracteristicas
epidemiolégicas en general hacen innecesario

realizar pruebas para establecer el diagnéstico
etiologico salvo en caso de estudios
epidemiolégicos. Los virus mas frecuentes son
adenovirus, virus respiratorios y virus del grupo
herpes.

Las bacterias son responsables del 50-75% de los
episodios de conjuntivitis en los que se realiza una
toma de muestra para cultivo. Las conjuntivitis
bacterianas se clasifican, en funcién de su gravedad
en agudas, hiperagudas, cronicas y las causadas por
Chlamydia. La infeccién aguda es la méas frecuente,
con sintomatologia de menos de 3-4 semanas de
evolucion, y estan implicados en su etiologia
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae y
en algunas ocasiones enterobacterias y otros bacilos
gramnegativos. Neisseria gonorhoeae es la causa
mas frecuente de la forma hiperaguda, aunque es
una entidad rara hoy en dia, afecta a neonatos
(oftalmia neonatorum) y en los adultos como
enfermedad de transmisién sexual (ETS). En las
conjuntivitis cronicas se aislan S. aureus, y Moraxella
lacunata, aunque también se han observado bacilos
gramnegativos y Actinomyces spp. Por ultimo, la
infeccion ocular por Chlamydia en nuestro medio se
manifiesta en el adulto y en el neonato como una
conjuntivitis de inclusion.

2.2. QUERATITIS

La queratitis es una infeccion del epitelio corneal y
con cierta frecuencia, pero no siempre, de otras
capas de la coOrnea. Hasta hace unos afios, las
queratitis de etiologia bacteriana o fungica eran raras
y estaban asociadas a un trauma ocular o de la
superficie corneal. Sin embargo, dos fendmenos
nuevos han hecho variar la incidencia de esta
infeccion: por un lado, el amplio uso de las lentes de
contacto, y por otro, la cirugia corneal no invasiva
fotorrefractiva, aunque esta Ultima raramente se
complica con infeccién.

La queratits es 6 veces méas frecuente en
portadores de lentes de contacto, debido no sélo a
las posibles escoriaciones y al uso inapropiado por
parte del paciente, sino también a la hipercapnia e
hipoxia corneal que causan las lentes. La
composicion de la lente también puede influir. Se ha
observado que los trofozoitos de Acanthamoeba
tienen mayor facilidad de adherirse a las lentes de
primera generacion de hidrogel de silicona que a las
de segunda generacién. Recientemente, el uso de
un liquido de conservacion de lentillas, con un alto
contenido en polimeros, la contaminacién de algunos
lotes y probablemente el empleo inadecuaco por
parte de los usuarios ha facilitado la contaminacién
por hongos, y se ha asociado a una epidemia
internacional de queratitis por Fusarium y otros
hongos filamentosos.

La mayoria de las queratitis adquiridas en la
comunidad se resuelven con tratamiento empirico sin
necesidad de establecer el diagnéstico
microbiolégico. Las caracteristicas clinicas de las
Ulceras permiten en un numero elevado de casos
(65%), predecir su etiologia, sobre todo cuando

2



estan producidas por Pseudomonas aeruginosa o
por Acanthamoeba En general, existe consenso en
gue se debe tomar una muestra para examen
microbiolégico cuando la Ulcera es profunda, mayor
de 1x1 mm en extension, la lesién esta adelgazando
la cornea, la inflamacién es significativa, el infiltrado
se extiende a la profundidad del estroma, existe
hipopibn o necrosis, la Ulcera es crénica, hay
sospecha de queratitis flngica, amebiana o
micobacteriana o el tratamiento empirico fracasa.

La mayoria de las queratitis infecciosas estan
causadas por bacterias, predominando los cocos
grampositivos (aproximadamente un 80% de los
casos) y entre ellos los estafilococos coagulasa
negativa, y en segundo lugar enterobacterias y
Pseudomonas spp. (10-20%). La incidencia de
queratitis por Acanthamoeba y por hongos es baja
en nuestro medio (1-2%), asi como las de etiologia
mixta (2,5%).

2. 3. ENDOFTALMITIS

La endoftalmitis es la inflamacion de los fluidos y
tejidos intraoculares. A pesar de un tratamiento
adecuado, con frecuencia conduce a la pérdida total
o parcial de la vision. Los microorganismos pueden
alcanzar el globo ocular por dos vias: 1) por
inoculacion directa en una herida traumatica o post-
quirargica o a través de una Ulcera corneal o
queratitis, o 2) por diseminacién hematégena. Los
microorganismos causales y la forma de
presentacion clinica difieren en funcién de la puerta
de entrada.

La endoftalmitis postquirirgica es la mas
frecuente, constituyendo hasta un 70% de todas las
formas de endoftalmitis. Es mas frecuente tras
cirugia de catarata (0,05%) y tras intervencién del
glaucoma. Puede presentarse de forma aguda,
dentro de las 6 primeras semanas tras la
intervencion, sobre todo entre el tercer y séptimo dia
postoperatorio, 0 de forma tardia, varios meses
después de la cirugia. Los microorganismos mas
frecuentes en las formas agudas son los
estafilococos coagulasa negativa (>60%), seguido de
S. aureus, S. pneumoniae, estreptococos del grupo
viridans y bacilos gramnegativos en un porcentaje
pequefio de casos. En cambio, en las formas tardias
se detectan microorganismos menos virulentos,
como Propionibacterium acnes, Staphylococcus
coagulasa negativa y con menos frecuencia
Corynebacterium spp., y micobacterias atipicas
como Mycobacterium chelonae. Los hongos pueden
llegar a representar en algunas series entre el 8 y el
18% de los casos.

La endoftalmitis postraumatica, secundaria a la
penetracién en el globo ocular de un cuerpo extrafio,
supone el 25% de las endoftalmitis (incluyendo el
trauma rotura de la capsula del cristalino). Las
especies de Bacilllus, especialmente Bacillus cereus,
son los microorganismos mas frecuentes, causando
entre el 28 y el 46% de estas infecciones, seguido de
estafilococos y de infecciones polimicrobianas.

La endoftalmitis endégena es poco frecuente,
representando el 2-17% de todos los casos, y a

menudo se produce en pacientes inmunodeprimidos
o adictos a drogas parenterales. A diferencia de las
otras formas de endoftalmitis, est4d causada con
mayor frecuencia por hongos que por bacterias.
Candida spp. es el agente aislado en el 35% de
todos los casos, y en segundo lugar Aspergillus spp.,
qgue produce el 24%. Dentro de las formas
bacterianas, la incidencia de microorganismos
grampositivos y  gramnegativos es  similar,
destacando S. aureus, estreptococos, Neisseria
meningitidis, enterobacterias y Pseudomonas
aeruginosa.

2.4. UVEITIS/CORIORRETINITIS

En el curso de un episodio de bacteriemia el
microorganismo puede metastizar en la coroides o la
retina. M. tuberculosis, Treponema pallidum vy
Borrelia burgdorferi pueden causar coriorretinitis,
tanto en el polo anterior como posterior. Los virus
causales de coriorretinitis y uveitis son el virus del
herpes simple (VHS) (necrosis retiniana), el virus
varicela zoster (VVZ), el citomegalovirus (CMV), el
virus de Epstein-Barr (EBV) y el virus de la rubéola.
Varios paréasitos pueden producir patologia en la
coroides, el méas frecuente es Toxoplasma gondii,
aunque también podemos encontrar en nuestro
medio Toxocara spp. y larvas de Taenia solium.

2.5. INFECCIONES DE ANEXOS OCULARES
2.5.1. Blefaritis. Se trata de la infeccion del parpado
gue puede afectar al margen anterior o a las
glandulas meibomianas. Estas infecciones suelen
relacionarse con alteraciones de las secreciones
lipidicas. Las bacterias aisladas de pacientes con
blefaritis incluyen S. aureus, S. epidermidis, P. acnes
y corinebacterias. También se han observado
hongos como Pityrosporum, especialmente en el
caso de blefaritis posterior o meibomianitis, y
parasitos como Demodex folliculorum. Se
recomienda un diagndstico microbiol6gico en los
casos recurrentes y que no responden al tratamiento.
2.5.2. Orzuelo. Se trata de un absceso de la
glandula palpebral originado por microbiota cutanea,
principalmente por S. aureus.
2.5.3 Dacriocistitis y dacrioadenitis. Es la infeccién
del saco y de la glandula lagrimal respectivamente.
La darcriocistitis suele deberse a la obstruccion del
conducto lagrimal inferior. Puede presentarse de
forma aguda o cronica, siendo ésta Ultima la mas
frecuente. Los microorganismos relacionados
frecuentemente con esta patologia son cocos
grampositivos como S. aureus y S. pneumonaie, en
segundo lugar estan los bacilos gramnegativos,
predominantes en las formas crénicas, como H.
influenzae, Pseudomonas spp., enterobacterias, y
por dultimo en raras ocasiones pueden estar
implicadas micobacterias. La afectacion de la
glandula lagrimal con frecuencia es metastasica o
secundaria a una infeccion diseminada, como
mononucleosis infecciosa, tuberculosis o incluso
brucelosis.
2.5.4. Canaliculitis. Es una infeccion poco frecuente
y se suele presentar en personas de edad avanzada.
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La etiologia méas frecuente son los actinomycetos,
sobre todo Actinomyces israelii, aunque también se
pueden aislar Nocardia spp. y Mycobacterium spp.,
asi como bacterias anaerobias como Fusobacterium

Spp.

3. RECOGIDA DE LA MUESTRA

3.1. EXUDADO CONJUNTIVAL

El exudado conjuntival debe obtenerse antes de la
instauracion de tratamiento topico con colirios. Se
frota la conjuntiva tarsal con un hisopo de Dacron o
alginato calcico conservado en medio de transporte
de Amies. Si la mucosa esta seca, hay que empapar
la torunda en caldo triptona-soja (TSB) en caldo
infusion cerebro-corazén (BHI) antes de tomar la
muestra. Ademas, debe obtenerse una segunda
muestra sin medio de transporte para poder efectuar
un examen microscépico. Si se sospecha infeccién
por Chlamydia hay que tomar una torunda adicional
y colocar la muestra en el medio de transporte
especifico que utilice el laboratorio. Del mismo modo
en caso de infeccion virica la muestra debe
introducirse en medio de transporte adecuado para
virus. Durante la toma de la muestra ha de evitarse
el contacto con el borde del parpado para no
arrastrar microbiota colonizante.

3.2. RASPADO CORNEAL

La muestra debe tomarse antes de instaurar el
tratamiento antibiético, sobre todo si es un colirio. Se
calcula que el in6culo bacteriano en los raspados
puede variar entre 100 a 300 UFC en total de la
muestra en un volumen que oscila entre 1 y 3 uL
(Kaye, 2003). El indculo es tan bajo que se afecta de
forma significativa por la presencia de antibiéticos
topicos, reduciendo la sensibilidad del cultivo en un
30-40%.

No existe consenso sobre el instrumento o el
procedimiento a seguir para la toma de muestra. Se
pueden utilizar tanto espatulas de Kimura, hoja Bard-
Parker, hojas de bisturi por el extremo no cortante
(nimero 15), agujas estériles o bien escobillones
empapados en caldo tioglicolato 0 una combinacion
de ambos. La espatula o la hoja de bisturi permiten
desbridar la capa superficial y acceder a los
microorganimos que invaden las capas mas
profundas. Se debe raspar tanto el fondo de la Ulcera
como los bordes.

3.3. BIOPSIA CORNEAL

Esta indicada la toma de una biopsia corneal si la
infeccién no responde al tratamiento o si los cultivos
de los raspados han sido negativos y continda la
sospecha clinica de queratitis infecciosa. También
esta indicada si la infeccién se localiza en las capas
profundas del estroma inaccesibles al raspado. La
biopsia puede realizarse con el microscopio
quirdrgico con una hoja pequefia, utilizando trépanos
de 2-3 mm de diametro. Se lleva a cabo trepanacion
no penetrante y con ayuda de cuchillote o espatula
se finaliza la queratectomia parcial. De forma

anecddtica, también se ha utlizado laser para
realizar queratectomias superficiales.

3.4. LENTE DE CONTACTO

El cultivo de la lente de contacto tiene utilidad en los
casos de sospecha de infeccidon por Acanthamoeba

spp.

3.5. HUMOR VITREO

Las muestras para el diagnéstico microbiologico
deben tomarse antes de la instauracion del
tratamiento antibidtico, especialmente si éste se
administra mediante inyeccién intravitrea. Puede
obtenerse una muestra de humor vitreo, por
aspiracion con jeringa en el quir6fano o
preferentemente por vitrectomia y lavado para evitar
tracciones vitreas. El andlisis del humor acuoso tiene
una escasa sensibilidad para determinar la etiologia
de una vitritis.

3.6. LENTE INTRAOCULAR

Puede cultivarse en los casos de endoftalmitis
postquirdrgica tras implante. Una vez extraida, se
introduce en 0,5 ml de soluciéon salina estéril y se
remite al laboratorio.

3.7. EXUDADO PALPEBRAL

Para obtener este exudado se debe frota el borde del
parpado o de la zona ulcerada con una torunda de
algodon o alginato célcico previamente humedecida
en caldo TSB o BHI.

3.8. MUESTRAS DEL APARATO LAGRIMAL

Si hay exudado purulento procedente del canal o del
saco lagrimal, hay que aspirarlo con jeringa.
También se puede aspirar el material obtenido en el
curso de una dacriocistotomia o canaliculotomia. Si
se observan concreciones en el canal deben
extraerse con una espatula o cureta y a continuacién
se extienden sobre un portaobjetos para su posterior
tincion. Si se realiza la extirpacion del saco o de la
glandula lagrimal, se debe introducir en suero salino
estéril para remitirlo al laboratorio.

3.9. SANGRE
En caso de endoftalmitis hematégena han de
practicarse hemocultivos por puncién venosa.

4. TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LA
MUESTRA

4.1. EXUDADOS

En general, para el transporte de las muestras se
recomienda la utilizacién de medios de transporte,
como el medio de Amies si se han utilizado torundas,
y su conservacion refrigerada (4-8°C) hasta el
momento de su procesamiento en el laboratorio.

4.2. RASPADO CORNEAL
Tradicionalmente, el raspado de la Ulcera se
sembraba directamente en medios sélidos en la
misma consulta del oftalmdlogo, debido al volumen
de muestra tan pequefio. Esta practica presenta
varios inconvenientes: 1) hay que mantener varios
medios de cultivo en la consulta, 2) es dificil la
4



siembra en la superficie del agar utilizando la
mayoria de las veces una hoja de bisturi, sobre todo
para personal no experimentado en las técnicas
microbiolégicas, 3) el manejo de medios
enriquecidos fuera del ambiente controlado del
laboratorio favorece su contaminacion, 4) es
necesario raspar varias veces la Ulcera y a veces no
es posible debido a la delgadez de la cérnea, y por
Ultimo, 3) una vez realizada la siembra hay que
enviar las placas con rapidez al laboratorio para su
incubacion en una atmésfera apropiada.

Se ha analizado la alternativa de utilizar medios de
transporte en lugar de la inoculacion directa,
obteniéndose un rendimiento similar para la
recuperaciéon de bacterias y hongos, simulando
intervalos de 3-4 horas e incluso 24 horas tras la
toma de la muestra. Se puede utilizar como
transporte un hisopo en medio Amies o caldo
peptonado como el BHI. El medio liquido presenta la
ventaja frente a la utilizacion de hisopos que permite
una homogeneizacion una vez que llega al
laboratorio, por lo que se puede realizar un (nico
raspado. A partir del caldo, una vez homogeneizado,
se pueden realizar las extensiones para el examen
microscopico, el subcultivo en varios medios solidos
y, ademas, el mismo caldo sirve como medio de
enriguecimiento.

4.3. HUMOR VITREO

Las muestras de aspirado vitreo o lavados tras
vitrectomia deben remitirse de forma urgente al
laboratorio. Una alternativa para el transporte y
posterior cultivo del aspirado vitreo es la inoculacion,
directa tras la obtencién, en viales de hemocultivo
pediatricos, ya que se trata de muestras con un
escaso volumen.

4.4. MUESTRAS DEL APARATO LAGRIMAL

Tanto los aspirados como las muestras resultantes
de una extirpacién quirdrgica deben remitirse en
contenedores con atmosfera reducida para deteccion
de microorganismos anaerobios.

4.5. BIOPSIAS Y LENTES

Deben remitirse al laboratorio de forma urgente en
contenedor estéril con una pequefia cantidad de
solucion salina.

5. MANEJO DE LA MUESTRA EN EL
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

El limite para aceptar muestras de exudados
oculares o intraoculares debe ser un méaximo de 24
horas. Las muestras deben estar correctamente
identificadas, acompafiadas del correspondiente
volante de solicitud y en el contenedor adecuado. En
caso contrario, deben ser rechazadas para su
andlisis, comunicando esta incidencia lo antes
posible al remitente. Para mas informacion sobre
este aspecto consultar el PNT-RTP-01 del
procedimiento de  “Recogida, transporte vy
procesamiento general de las muestras en el
laboratorio de  Microbiologia” (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).

6. PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA

Los exudados palpebrales y conjuntivales se
inoculan directamente en medios soélidos, mientras
gue en las muestras corneales, vitreas o del aparato
lagrimal debe emplearse ademas un caldo de
enriquecimiento (TSB, BHI o tioglicolato). Los medios
sélidos se inocularan reaislando al menos en tres
estrias para poder estimar la cantidad de
crecimiento. Si se ha empleado un caldo como
medio de transporte, este debe homogeneizarse en
vortex antes de inocularlo en los medios solidos. En
el caso de la lente intraocular, debe agitarse
vigorosamente en vortex en la solucién salina de
transporte durante al menos 10 minutos para permitir
el desprendimiento de células. La lente de contacto
se raspa con la hoja de un bisturi por la cara
concava. El lavado de humor vitreo debe
concentrarse mediante filtracion con filtros estériles
de polivinilo de 0,22 p vy cultivar el filtro o mediante
centrifugacion, lo que permite aumentar la
sensibilidad hasta en un 30-40%.

El examen microscopico es fundamental en el
caso de conjuntivitis  hiperaguda, oftalmia
neonatorum, queratitis y endoftalmitis, ya que la
evolucion de la infeccion puede ser muy rapida. La
posibilidad de diferenciar células bacterianas o
estructuras fangicas puede orientar un tratamiento
precoz. También es importante el resultado de la
tincion de Gram en las muestras corneales,
conjuntivales 'y palpebrales para evaluar la
significacion clinica de los aislados y descartar
microbiota colonizante.

La tincion de Gram tiene una sensibilidad baja en
los raspados corneales, aproximadamente un 30%
en las Ulceras tempranas o pequefias (< 2 mm) y
entre un 40-60% en las Ulceras mas avanzadas,
aungque hay que tener en cuenta que en muchos
casos los pacientes han recibido antibiéticos
previamente. La sensibilidad de la tincion de Gram
en las muestras vitreas es también muy baja. Los
hongos pueden detectarse en las muestras de
raspado con varios métodos incluyendo la
preparacion en fresco con KOH, tincién con naranja
de acridina, azul de lactofenol, Giemsa y calcofluor,
con una sensibilidad que varia entre el 50-80%. En
las infecciones del aparato lagrimal deben de
realizarse adicionalmente extensiones para tinciones
de acido-alcohol resistencia (Ziehl Neelsen, Kinyoun,
auramina-rodamina...)

Si existe sospecha clinica de queratitis por
Acanthamoeba (infiltrado en anillo, portador de lente
de contacto...) se debe realizar un examen en fresco
del raspado o biopsia corneal o del raspado de la
lente de contacto, aunque la sensibilidad es baja. En
la preparacion en fresco o con 10% de KOH,
Acanthamoeba se reconoce por los quistes de doble
pared caracteristicos, una pared arrugada externa
(ectoquiste) y una interna poligonal (endoquiste). Si
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se deja transcurrir el tiempo de la preparacion, la
morfologia del quiste puede desintegrarse. En caso
de sospecha de infeccion por Chlamydia,
dependiendo de las técnicas disponibles en el
laboratorio, se pueden hacer extensiones para
immunofluorescencia directa, cultivo o deteccion
mediante técnicas de amplificacion de &cidos
nucléicos.

7. SELECCION DE MEDIOS Y CONDICIONES DE
INCUBACION. CULTIVOS.

Los medios de cultivo sélidos deben incluir agar
sangre de carnero 5% (o de caballo), agar chocolate,
incubados ambos a 37°C en atmésfera con 5% de
CO,, y agar MacConkey a 37°C. Si se trata de una
conjuntivitis hiperaguda o es un recien nacido, se
debe inocular también en medio selectivo para
gonococo (agar Thayer Martin, Martin-Lewis o New
York City) e incubar a 37°C en atmésfera con 10%
de CO,. En caso de sospecha de infeccion flngica
opcionalmente se puede afadir agar Saboureaud
incubado a 25-30°C. En las muestras del aparato
lagrimal hay que incluir medios para anaerobios
(agar Schaendler, Brucella...) e incubacion en
condiciones de anaerobiosis.

Excepto en las muestras de exudado palpebral y
conjuntival, el resto de las muestras oculares deben
inocularse en caldo de enriquecimiento, incubado a
37°C y un minimo de 5 dias y si existe sospecha de
hongos a 25°C durante un periodo entre 5 y 14 dias.
En los casos de canaliculitis y sospecha de
actinomicosis hay que mantener la incubacién dos
semanas. Existen varios estudios que demuestran
que la incorporacion de un medio liquido, a los
medios solidos tradicionales, incrementa el
rendimiento del cultivo bacteriano en un 20-30%. Los
medios liquidos empleados varian entre los
diferentes estudios. Se han utilizado caldos
peptonados de fabricacion casera, tioglicolato, BHI
comercial y también medios comerciales de sistemas
automaticos como el BACTEC Peds Plus, aunque no
existen analisis comparativos entre los distintos
medios de enriquecimiento.

Acanthamoeba spp. puede recuperarse facilmente
a partir de agar no nutriente (medio salino de Page)
0 que contenga bajas concentraciones de nutriente
(0,05% de peptona, 0,05% de extracto de levadura,
0,1% de glucosa) en presencia de bacterias y a
30°C. En general, se deben usar cepas no mucosas
de Escherichia coli, Enterobacter spp. o Klebsiella
spp. debido a que la presencia de la capsula mucosa
impide la fagocitosis amebiana. La presencia de
amebas puede detectarse examinando la superficie
del agar con un microscopio convencional,
invirtiendo la placa, y enfocando con el objetivo de
10X. Las amebas empiezan a cubrir la superficie del
agar en uno o dos dias, por lo que los cultivos deben
examinarse cada dia y se deben descartar como
negativos a los 7 dias.

8. CRITERIOS PARA LA INTERPRETACION DE
RESULTADOS

El examen microscopico de las muestras permite
valorar la  significacion de los aislados,
especialmente cuando se trata de microorganismos
propios de la microbiota cutdnea del parpado.
Aunque no disponemos de estudios que hayan
analizado de forma cuantitativa la correlacion entre la
tincion, el recuento bacteriano y el cuadro clinico, la
visualizacién de bacterias en las tinciones indica un
indculo significativo. La presencia de leucocitos y
bacterias intracelulares también son indicativos de
infecciobn por esos microorganimos. Se valora
siempre la presencia de patégenos como S. aureus,
S. pyogenes, S. pneumoniae, P. aeruginosa, N.
gonorrhoeae, H. influenzae, P. acnes, Actinomyces
spp., Nocardia spp., levaduras y hongos
filamentosos. En muestras del aparato lagrimal se
valorara la presencia de microbiota mixta anaerobia.
En las muestras intraoculares y biopsias todos los
aislados son significativos. La deteccién de C.
trachomatis es siempre significativa.

Con frecuencia se aislan bacterias procedentes
del borde palpebral a partir de conjuntiva sana. En la
mucosa sin infeccién se encuentran estafilococos
coagulasa negativa y corinebacterias, pero también
patégenos tradicionales como  estafilococos,
estreptococos, Haemophilus y Moraxella. En
situaciones de no infeccion, la cantidad presente de
estas bacterias en la conjuntiva es pequefa,
generalmente produciendo menos de 10 colonias en
la placa de cultivo, mientras que en los casos de
conjuntivitis aguda se obtiene un crecimiento
confluente.

Para valorar los cultivos corneales se deben tener
en cuenta las siguientes situaciones: en primer lugar
gue un resultado negativo no descarta el origen
infeccioso de la Ulcera, y en segundo lugar que la
superficie de la cOrnea puede estar cubierta
transitoriamente de microbiota vehiculizada por el
flujo lagrimal. No es posible detectar el agente causal
en aproximadamente el 35-60% de los pacientes con
sospecha de queratitis infecciosa, posiblemente
debido al insuficiente material que se puede obtener,
el retraso en la toma de muestra o el uso previo de
antibiéticos. La sensibilidad del cultivo disminuye
cuando se trata de infecciones flingicas respecto a
las bacterianas. En general, las Ulceras corneales de
mayor tamafio (>2 mm) proporcionan suficiente
material para el andlisis microbiolégico, tanto la
extensién para tinciones como para el cultivo. Para
considerar como relevante un aislado, especialmente
cuando se trata de estafilococos coagulasa negativa
0 estreptococos del grupo viridans, debe ser en
cultivo puro y coincidir con los hallazgos del examen
microscopico o detectarse en varios medios de
cultivo o en varios raspados.

9. PROCEDIMIENTOS ADICIONALES A
REALIZAR EN SITUACIONES ESPECIALES
9.1. CULTIVO DE MICOBACTERIAS
En lesiones oculares crénicas con reiterados
cultivos negativos y sospecha de etiologia infecciosa
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se debe incluir el cultivo del material en medio para
micobacterias (ver PNT-BK-03 y 04; Alcaide F
(Coordinador), Alcaide F, Esteban J, Gonzalez Martin
J, Palacios JJ. Micobacterias, Procedimientos en
Microbiologia n°® 9 a, 22 edicion. SEIMC. 2005.
Disponible en
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbi
ologia ) para el cultivo de micobacterias en medio
sélido y liquido.

9.2. SEROLOGIA

El diagndstico de coroiditis y retinitis se basa
habitualmente en la presencia de caracteristicas
clinicas en la coroides y la retina, la recuperacion de
microorganismos en sangre mediante hemocultivo o
la demostracion de titulos elevados o seroconversion
a patégenos como VVZ, CMV, EBV, T. pallidum, B.
burdorferi, T. gondii y Toxocara spp. También es
posible realizar la biopsia retiniana con objeto de
detectar virus de la familia de los herpesvirus en
cuadros de necrosis retiniana.

10. INFORMACION DE RESULTADOS

Una vez valorado un aislado como significativo, se
debe llevar a cabo la identificacion y estudio de
sensibilidad en el caso de etiologia bacteriana o
fungica. Es importante considerar que los niveles
antibiéticos que se alcanzan con la administracion
tépica o subtenal son superiores a los séricos, por lo
que el valor de la CMI convencional tiene poco valor
cuando se va a emplear ésta via.

Debido a la importancia en las infecciones
oculares de un adecuado tratamiento precoz, ante la
deteccion de microorganismos intracelulares,
levaduras, hifas o quistes amebianos mediante el
examen microscopico debe emitirse un informe
preliminar de forma urgente. En los cultivos en los
que se aisla microbiota comensal del area palpebral
se informara como “microbiota habitual saprofita” y si
el cultivo es negativo como “no se aislan
microorganismos”.

11. TECNICAS RAPIDAS DE DIAGNOSTICO
Métodos moleculares

Existen varios motivos que justifican el empleo de
la PCR en las infecciones oculares fungicas. En
primer lugar, la sensibilidad del cultivo en los casos
de endoftalmitis no es superior al 70% y en las
queratitis no supera el 75-80% debido al escaso
in6culo. En segundo lugar, el procedimiento de
cultivo e identificacion puede requerir mas de una
semana, lo que demora la instauracion precoz de un
tratamiento adecuado. Por dltimo, es importante
evitar la utilizacién innecesaria de antifingicos de
forma empirica dados los efectos toxicos de muchos
de ellos. Como contrapartida, la utilizacion de
métodos moleculares no permite el estudio de
sensibilidad ni la recuperacién del aislado con fines
epidemiolégicos.

En estos momentos, la PCR para hongos ofrece
como prestaciones una mayor sensibilidad que el
cultivo, el diagnéstico de infecciéon flngica en el
mismo dia de la toma de muestra y, segun el

procedimiento llevado a cabo, la identificacion de
especie en 24 horas. Actualmente no esta disponible
ninguna técnica comercial validada ni tampoco PCR
en tiempo real, pero existe experiencia clinica de
varios métodos caseros de PCR convencional en el
diagndstico de infeccion por Scedosporium spp.,
Candida spp. y Aspergillus spp. Estos métodos se
basan en la amplificacibn de las regiones
espaciadoras entre los genes ARNTr fungicos, la ITS1
e ITS2, utlizando cebadores que reconocen
secuencias conservadas en todos los hongos al final
de la subunidad 18S y al principio de la subunidad
28S. En un segundo paso, el andlisis de la regién
ITS2/5,85 ARNr, bien mediante secuenciacion o
mediante polimorfismo de restriccién, permite la
identificaciéon de especie gracias a su variabilidad.

La emergencia actual de queratitis por
Acanthamoeba spp. y la gravedad de estas Ulceras
han motivado el disefio de métodos moleculares de
diagnostico. Las lesiones producidas por este
parasito no siempre tienen una morfologia tipica en
estadios precoces, pudiéndose confundir con
queratitis viricas y retrasandose el tratamiento
correspondiente. Actualmente no existe un método
comercial validado, pero se han disefiado
procedimientos de PCR en tiempo real con sondas
TagMan dirigidas a secuencias especificas de la
fraccion 18S del ARNr. Estas técnicas permiten
detectar un bajo nimero de quistes y trofozoitos en
lesiones de portadores de lentes de contacto.

12. PROCEDIMIENTOS NO ACEPTABLES

No deben admitirse muestras si han transcurrido
méas de 24 horas de la toma y sin medio de
transporte. No deben procesarse especimenes para
la investigacion de anaerobios si ha transcurrido mas
de una hora desde la toma o si ésta no se ha
conservado en el adecuado medio de transporte
reducido. El cultivo de las lentes de contacto o del
contenido de las cajas conservadoras de lentes no
aporta nada el diagndstico microbiolégico de la
queratitis bacteriana o fungica. Los liquidos
conservantes o la superficie de la lente de contacto
pueden estar contaminados por microbiota mixta
saprofita debido a las costumbres higiénicas del
usuario y al contenido del liquido. En menos del 25%
de los casos coincide el microorganismo aislado en
la lente o en el liquido de lentillas con el aislado de la
Ulcera corneal.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE

Definir los métodos para el procesamiento de
muestras oculares para el diagndéstico de infeccion
bacteriana o fungica de las estructuras del globo
ocular, excluyendo las que afectan a la retina y
coroides.

2. FUNDAMENTO

El diagnéstico de las infecciones oculares es
generalmente clinico debido a varias razones: 1)
con frecuencia se trata de afecciones autolimitadas,
2) la presentacion clinica y los datos
epidemioldgicos habitualmente son caracteristicos,
3) el diagnostico microbiolégico mediante examen
microscopico directo y cultivo tiene una sensibilidad
baja o moderada y, por ultimo, 4) el resultado
microbiolégico puede tardar mas de 48 horas. No
obstante, se recomienda Illevar a cabo un
diagndstico etiolégico en las ocasiones que haya
habido mala respuesta al tratamiento previo, si la
lesion se cronifica o si la evolucion es muy rapida
y/o grave y cuando se sospechen microorganismos
poco frecuentes.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH, Landry ML,
Pfaller MA. ed. Manual of Clinical Microbiology. 9"
ed. 2007. American Society for Microbiology.
Washington, DC.

- 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

4. MUESTRAS
Se admiten las siguientes muestras segun la
localizacién de la infeccion:

1. Exudado conjuntival: se recoge con hisopo de
Dacron o alginato calcico exudado de la mucosa
tarsal y se introduce en medio de transporte
Amies. Si la conjuntiva estd seca, empapar la
torunda previamente en caldo BHI o TSB. Remitir
una segunda torunda para realizar el examen
microscopico.

2. Raspado corneal: anestesiando previamente la

lesiobn, raspar con objeto punzante estéril
(espatula de Kimura, hoja de bisturi n® 15 o aguja)
los bordes de las Ulceras e introducir el raspado
en 0,5 cc de caldo de transporte (BHI, TSB o
tioglicolato).
También se puede recoger superficie corneal con
torunda de alginato célcico previamente
humedecido con TSB y remitir en medio de
transporte Amies.

3. Biopsia corneal: obtenida mediante queratectomia
con microscopio quirurgico. Remitir la biopsia en
solucion salina estéril o en caldo de transporte
(BHI, TSB o tioglicolato)

4. Lente intraocular: tras la extraccion se remite en
solucion salina estéril o en caldo de transporte
(BHI, TSB o tioglicolato)

5. Humor vitreo: se puede obtener mediante
aspiracion con aguja estéril, biopsiando el
material de una vitrectomia o tras lavado del
vitreo. Remitir en contenedor estéril.

6. Exudado palpebral: se recoge con hisopo de
Dacron o alginato calcico exudado del borde
palpebral, eliminando previamente con suero
salino estéril el pus. La torunda se introduce en
medio de transporte Amies.

7. Exudado canalicular o del saco lagrimal: si drena

abundante material purulento, presionar el
conducto o el saco y recoger el exudado con
torunda de alginato calcico o si es posible con
jeringa. Remitir el escobillén con medio de
transporte Amies, mientras que el contenido de la
jeringa introducirlo en un vial adecuado para
transporte de anaerobios .
Si no drena tras presion, recoger el exudado
mediante aspiracion con jeringa y aguja. Remitir
el exudado en medio de transporte para
anaerobios.

8. Biopsia del aparato lagrimal: si se lleva a cabo
exéresis del saco o de la glandula lagrimal, remitir
la biopsia en suero salino estéril.

No se admite para cultivo bacteriano o fungico las
lentes de contacto, las soluciones oftalmicas o las
torundas sin medio de transporte.

5. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

Medios de cultivo:

- agar sangre

- agar chocolate

- agar MacConkey

- agar Saboureaud

- agar Thayer Martin, Martin-Lewis o New York City
- agar Brucella/ agar Schaenler

- caldo tioglicolato

6. APARATOS Y MATERIALES

- cabina de seguridad bioldgica

- asas de siembra estériles

- pipetas Pasteur estériles

- portaobjetos

- vortex

- estufa a 37°C en aerobiosis

- estufa a 37°C con 5% de CO, o jarras de incubacion
con sistemas generadores de esa atmdsfera

- estufa a 37°C en anaerobiosis o jarras de incubacion
con sistemas generadores de atmésfera anaerobia

- estufa a 30°C en aerobiosis

- centrifuga

- filtros estériles de 0,22 n

7. PROCESAMIENTO
7.1. PREPARACION E INOCULACION DE LAS
MUESTRAS
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a) Muestras en torunda: se inoculan directamente en los
medios sdlidos reaislando en tres estrias. Los medios
sélidos empleados deben incluir agar sangre, agar
chocolate y agar MacConkey. En caso de conjuntivitis
neonatal o hiperaguda afiadir un medio selectivo para
gonococo (agar Thayer Martin, Martin-Lewis o New
York City). En caso de frotis corneales o exudados del
aparato lagrimal, afiadir agar Saboureaud. Por ultimo,
preparar una extension sobre portaobjetos para tincion
de Gram. Opcionalmente, si existe sospecha de
infeccion fungica o por actinomicetos, se pueden
preparar extensiones para examen en fresco, tinciéon con
calcofluor y/o tincidn para acido-alcohol resistencia.

b) Raspados y biopsias corneales: homogeneizar la
muestra agitando 10 minutos en vortex e inocular con
pipeta Pasteur los medios sdélidos (agar sangre, agar
chocolate y agar Saboureaud), reaislando con el asa en
tres estrias, y el caldo de enriquecimiento (tioglicolato).
Extender una gota sobre un portaobjetos para tincién de
Gram vy, si existe sospecha de queratitis fungica, otra
para examen en fresco o tincion para hongos
(calcofluor).

c) Lente intraocular: proceder como en el raspado
corneal.

d) Humor vitreo: si la muestra se ha obtenido mediante
aspiracion con jeringa o biopsia se inocula directamente
en los medios. Si se trata de un lavado del vitreo hay
que concentrarla mediante filtracién, cultivando el filtro, o
mediante centrifugacion 15 minutos. Sembrar en agar
sangre, agar chocolate, agar MacConkey, agar
Saboureaud, reaislando con el asa en tres estrias, y en
caldo tioglicolato. Extender una gota sobre un
portaobjetos para tincion de Gram u otras si se
considera oportuno.

e) Aspirados y biopsias lagrimales: homogeneizar con
0,1 ml de caldo tioglicolato en vortex durante 1-2
minutos y sembrar con pipeta Pasteur en agar sangre,
agar chocolate, agar para anaerobios, reaislando con el
asa en tres estrias, y el caldo de enriquecimiento
(tioglicolato). Extender una gota sobre un portaobjetos
para tincion de Gram.

7.2. INCUBACION DE LOS MEDIOS

- agar sangre, agar chocolate y agar selectivo para
gonococo: incubar a 37°C con 5% de CO, durante 48
horas

- agar MacConkey: incubar a 37°C en aerobiosis
durante 48 horas

- agar Saboureaud: incubar a 30°C en aerobiosis
durante 7 dias

- agar Brucella o Shaendler: incubar a 37°C en
anaerobiosis durante 5 dias

- caldo tioglicolato: incubar a 37°C durante 5 dias

8. OBTENCION, INTERPRETACION Y EXPRESION
DE LOS RESULTADOS

Se valoraran los aislados que crezcan en cultivo puro
y que coincida con los hallazgos del examen
microscopico en fresco o ftras tincion. Se valora
siempre la presencia de patégenos como

Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae, Haemophilus
influenzae, Propinebacterium acnes, Actinomyces
spp., Nocardia spp., levaduras y hongos filamentosos.
En muestras del aparato lagrimal se valorara flora
mixta anaerobia. En las muestras intraoculares y
biopsias todos los aislados son significativos.

Los cultivos en los que se aisla microbiota comensal

del area palpebral o cutanea se informa como

“microbiota habitual saprofita” y si el cultivo es

negativo como “no se aislan microorganismos”.

9. RESPONSABILIDADES

La toma de muestra y su conservacion hasta que se
remite al laboratorio es responsabilidad del Servicio de
Oftalmologia o del médico de Atencion primaria.

La informaciéon sobre las condiciones de toma,
transporte y conservacion de la muestra, asi como de
proporcionar el caldo adecuado para el transporte, es
responsabilidad del Servicio de Microbiologia.

La recepcion, identificacion, aceptacion o rechazo y
procesamiento de la muestra es responsabilidad del
personal técnico del Servicio de Microbiologia.

La valoracién del examen microscopico directo, lectura
del cultivo e informe de resultados es responsabilidad
del facultativo del Servicio de Microbiologia. Se incluye
también entre sus responsabilidades la supervison del
trabajo del personal técnico, la adopcion y seguimiento
de medidas correctoras y las interconsultas con el
Servicio de Oftalmologia o médico responsable.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Todo el personal del laboratorio de microbiologia
debera conocer las normas generales de seguridad e
higiene. Estas recomendaciones deberan estar
recogidas en un documento establecido por el
laboratorio de Microbiologia.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El examen microscépico de los exudados
conjuntivales y raspados corneales tiene baja
sensibilidad para las infecciones bacterianas (30-
60%) y moderada para las fungicas (50-80%). La
sensibilidad del cultivo de muestras corneales e
intraoculares depende del volumen de muestra vy el
uso de antimicrobianos previos por via topica o
intravitrea.

12. BIBLIOGRAFIA

1. Bourcier T, Thomas F, Borderie V, Chumeil C, Laroche
L. Bacterial keratitis: predisposing factors, clinical and
microbiological review of 300 cases. Br J Ophthalmol
2003; 87: 834-838.

2. Brook L, Frazler EH. Aerobic and anaerobic
microbiology of dacryocistitis. Am J Ophthalmol 1998;
125: 552-554.

3. Tarabishy AB, Hall GS, Procop GW, Jeng BH. Bacterial
culture isolates from hospitalized pediatric patients with
conjunctivitis. Am J Ophthalmol 2006; 142: 678-680.

4. Thomas PA. Current perspectives of ophthalmic
mycoses. Clin Microbiol Rev 2003; 16: 730-797.
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1. PROPOSITO Y ALCANCE
Definir los métodos para el procesamiento de muestras
oculares para la deteccion por microscopia y mediante
cultivo de Acanthamoeba spp.

2. FUNDAMENTO

Acanthamoeba spp. es un protozoo pequefo no
flagelado de vida libre ampliamente diseminado en el
ambiente, tanto en la tierra como en el agua. Este
parasito presenta dos formas de vida: quiste y
trofozoito. Respecto a la infeccion ocular, la forma
infectante es el trofozoito, que tiene un diametro de 15 a
45 u, y esta asociado al inadecuado mantenimiento de
las soluciones oftalmicas de las lentes de contacto. Los
trofozoitos revierten a la forma quistica en condiciones
adversas de pH, temperatura o alimentacion.

Las lesiones corneales iniciales pueden confundirse
con una infeccion herpética y si no se trata de forma
precoz puede evolucionar a una ulceracion, pérdida de
agudeza visual, ceguera y enucleacion.

3. DOCUMENTOS DE CONSULTA

- Murray PR, Baron EJ, Jorgensen JH, Landry ML,
Pfaller MA. ed. Manual of Clinical Microbiology. 9" ed.
2007. American Society for Microbiology. Washington,
DC.

- 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 edicion. SEIMC, 2000.
Disponible en:
http://www.seimc.org/documentos/protocolos/microbio
logia

- 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/microbio
logia

4. MUESTRAS

Las muestras se deben obtener lo antes posible en
pacientes con queratitis y usuarios de lentes de
contacto, asi como en pacientes con Ulceras de larga
evoluciéon que no curan con el tratamiento antibiético o
si existe antecedente de cirugia corneal.

Se debe obtener la muestra, anestesiando la zona
previamente, mediante:

a) Raspado corneal realizado con espatula de
Kimura, bisturi quirdrgico o aguja e introducido
en 0,5 ml de caldo BHI o tioglicolato.

b) Lente de contacto remitida en suero salino
estéril.

c) Biopsia corneal remitida en suero salino estéril.

No es recomendable el analisis de las soluciones
oftdlmicas debido a que contienen sustancias
inhibidoras y pueden estar contaminadas con bacterias
saprdéfitas, pudiéndose interferir el crecimiento
amebiano. No son aceptables para el examen
microscépico ni para cultivo las muestras remitidas en
escobillén.

5. MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

- Placa de agar no nutritivo de Page

- Solucion salina de Page

- un aislado, crecido en medio sélido, de E. coli o
Enterobacter spp. no mucoso.

6. APARATOS Y MATERIALES

- incubador a 30°C

- vortex

- pipeta pasteur estéril

- asa estéril de siembra

- portaobjetos y cubreobjetos

- microscopio optico con objetivo 10X y 40X

7. PROCESAMIENTO

7.1. PREPARACION DE LA MUESTRA

a) raspado: vortear durante 5 minutos la muestra de
raspado corneal y retirar el bisturi o la espatula del
caldo.

b) biopsia: vortear durante 5 minutos con perlas de
vidrio estériles en 0,5 ml de solucion de Page.

c) lente de contacto: con un bisturi estéril raspar la
parte concava de la lente e inocular en 0,5 ml de
solucién de Page

7.2. EXAMEN MICROSCOPICO

1. Colocar una gota de la suspensién vya
homogeneizada sobre un portaobjetos y cubrir con
un cubre.

2. Examinar al microscopio con el objetivo de 10X y
de 40X con baja intensidad de luz.

7.3. CULTIVO

1. Preparar un in6culo en solucién de Page con una
turbidez equivalente al 0,5 de McFarland del
aislado bacteriano

2. Sembrar la suspensiéon bacteriana con asa por
toda la placa de Page previamente atemperada

3. Con pipeta Pasteur inocular 2-3 gotas de la
suspension homogeneizada de la muestra sobre la
superficie de la placa de Page y marcar en el
reverso el punto de inoculacion

4. Incubar la placa, precintada para evitar su
desecacion, a 30°C en atmodsfera aerdbica

7.4. CONTROL DEL CRECIMIENTO

1. Examinar cada dia invirtiendo la placa y enfocando
al microscopio con el bjetivo de 10X hasta un total
de 7 dias

8. OBTENCION, INTERPRETACION Y EXPRESION
DE LOS RESULTADOS.

La identificacién de Acanthamoeba se basa en las
caracteristicas morfologicas de la forma tréfica y
quistica. El trofozoito es moderadamente grande, con
un tamafio de 15 a 45 pu, sin flagelo y con
proyecciones denominadas acanthopodia. El quiste
tiene una doble pared: la externa arrugada o
ectoquiste y la interna poligonal o endoquiste.
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La deteccion de trofozoitos o quistes en el examen
microscépico directo o del cultivo es siempre
significativo y debe informarse lo antes posible.

9. RESPONSABILIDADES

La toma de la muestra y su conservacion hasta que
se remite al laboratorio es responsabilidad del
Servicio de Oftalmologia.

La informaciéon sobre las condiciones de la toma,
transporte y conservacion de la muestra, asi como de
proporcionar el caldo adecuado para el transporte, es
responsabilidad del Servicio de Microbiologia.

La recepcion, identificaciéon, aceptacion o rechazo y
procesamiento de la muestra es responsabilidad del
personal técnico del Servicio de Microbiologia.

La valoracion del examen microscépico directo,
lectura del cultivo e informe de resultados es
responsabilidad del facultativo del Servicio de
Microbiologia. Se incluye también entre sus
responsabilidades la supervisén del trabajo del
personal técnico, la adopcién y seguimiento de
medidas correctoras y las interconsultas con el
Servicio de Oftalmologia.

10. ANOTACIONES AL PROCEDIMIENTO

Todo el personal del laboratorio de microbiologia
debera conocer las normas generales de seguridad e
higiene. Estas recomendaciones deberan estar

recogidas en un documento establecido por el
laboratorio de Microbiologia.

Es recomendable la inclusién de controles positivos
que pueden proceder de cultivos de referencia o de
muestras positivas anteriores. Se puede mantener un
cultivo de Acanthamoeba cortando una pequefia
fraccion de agar de un cultivo positivo y colocandolo
sobre una placa de Page previamente sembrada con
bacterias. Otra posibilidad es cultivar Acanthamoeba
en caldo peptonado como el TSB vy realizar
subcultivos semanales a medio fresco.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

El examen en fresco directo junto con el cultivo tiene
una sensibilidad del 50-80% en funcion de la cantidad
de material analizada, tanto en el caso del raspado
como de la biopsia.

12. BIBLIOGRAFIA

1. Marciano-Cabral F, Cabral G. Acanthamoeba spp. as
agents of disease in humans. Clin Microbiol Rev
2003;16: 273-307.

2. Schuster F. Cultivation of pathogenic and opportunistic
free-living amebas. Clin Microbiol Rev 2002; 15: 342-
354.
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